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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

La présente partie est une synthése bibliographique permettant de décrire les
différents acteurs de la maladie de I'anneau brun, la dynamique de l'infection et enfin

les facteurs de pathogénicité potentiellement impliqués dans la maladie.
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|. La palourde japonaise, principale victime de
la maladie de I'anneau brun

La maladie de I'anneau brun ou MAB (Paillard et al., 1989) est due a l'infection par la
bactérie marine Vibrio tapetis (Borrego et al., 1996a) nommée dans un premier temps
VP1 (Paillard et al., 1989) et touche principalement les palourdes telles que la
palourde japonaise R. philippinarum (Adams and Reeve, 1850). La MAB touche
plusieurs espéces de bivalves avec une prévalence largement majoritaire chez la
palourde japonaise. Elle se caractérise par un dépdt brun sur la face interne de la
coquille, entre le bord externe de celle-ci et la ligne palléale d'ou I'appellation
« maladie de I'anneau brun ». Ce dépdt est di a l'accumulation d'un composé
organique, nommé conchyoline, impliqué dans la biominéralisation de la coquille.
Bien que la maladie de I'anneau brun soit décrite chez les bivalves, 'agent pathogene
qui en est responsable a été précédemment isolé chez différentes espéces de
poissons a travers le monde et principalement en Europe. Cette partie décrit la
biologie de la palourde japonaise ainsi que les circonstances de son importation en

Europe en lien avec |'apparition de la MAB au cours de la fin du 20°™ siecle.
1. La palourde japonaise Ruditapes philippinarum

1.1.1 Phylogénie

Les palourdes sont des mollusques bivalves faisant partis de la famille des Veneridae
(Rafinesque, 1815). La palourde japonaise fait partie du genre Ruditapes (Chiamenti,
1900) et de I'espéce R. philippinarum (Adams and Reeve, 1850).

Tableau 1: Phylogénie de la palourde japonaise Ruditapes philippinarum et de la palourde européenne

Ruditapes decussatus

Palourde européenne Palourde japonaise
Régne Eucaryote, Animal
Phylum Mollusca (Margulis and Schwartz, 1997)
Classe Bivalvia (Linnaeus, 1758)
Famille Veneridae (Rafinesque, 1815)
Genre Ruditapes (Chiamenti, 1900)
Espéce R. decussatus (Linnaeus, 1758) R. philippinarum (Adams and Reeve,
1850)
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1.1.2 Histoire de la palourde japonaise en Europe

La palourde japonaise Ruditapes philippinarum (Adams and Reeve, 1850) provient
des cotes indo pacifique et fut importée accidentellement sur les cotes nord-
américaines dans les années 1930 lors de I'introduction de I'huitre creuse Crassostrea
gigas (C. Paillard, 2004a). La palourde japonaise a été introduite a de multiples

reprises en Europe entre les années 70 et 80.

Chiesa et al., (2017), ont retracé les différentes voies d'introduction de R.
philippinarum en Europe compte tenu de ces informations et des données
bibliographiques disponibles, en proposant une vision schématique, représentées

dans la figure ci-dessous.

B -:imary introductions 1970s-mid 1980s

: Secondary Introductions late 1980s-90s

Expert opinion supported by genetic evidence

Unlicensed/registered

North America

Norway ‘ Scotland

Wales
Conwy Laboratory

Ja pa n Peer reviewed literature supported by genetic evidence

— Spain Menai Straits 1983 Italy
Arcachon Bay Galicia \“/;e:rn;ioLagoon e

1972-4 Cantabria s

: England Caleri

Andalusia Scardovari
1980s Cataluiia
1 Goro
Poole Harbour | Southampton Water

Portugal

. 1988 | 2002
Ria Formosa 1984

Figure 1 : Les voies d'introduction de Ruditapes philippinarum en Europe (Chiesa et al., 2017)

Comme le montre la figure 1 cette espéce fit volontairement introduite sur les cotes
atlantiques européennes et en méditerranée pour la péche et |I'aquaculture et plus
précisément, en France en 1972 (Robert and Deltreil, 1990) et au Royaume Uni en

1980 (Humphreys et al., 2015). Elle fut introduite plus tardivement en lItalie depuis les
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cotes américaines mais également en Espagne ou encore en Norvege durant les

années 80s via la France et le Royaume-Uni (Chiesa et al., 2017).

Compte tenu de ces multiples voies d'introduction de I'espéce en Europe, Chiesa et
al. (2017) ont réalisé une analyse basée sur le gene codant la cytochrome oxydase |
(COI) des palourdes de I'espéce R. philippinarum, natives des cbtes indopacifiques et
celles importées sur les cotes atlantiques. lls ont permis d'évaluer la diversité
génétique de l'espéce et de retracer son chemin d'importation sur les cotes

européennes.

lls ont révélé |'existence de 3 grands clusters, le premier (cluster A) contenant des
palourdes issues du Japon, d'Europe et quelques palourdes de Chine tandis que les
deux derniers (clusters B et C) contiennent, quasi-exclusivement, des palourdes

provenant de Chine.

lls ont également identifié, a partir des palourdes récoltées en Europe, 13 haplotypes,
tous représentés dans le cluster A. Parmi eux, les haplotypes 1 a 3 sont
majoritairement représentés. Cependant, parmi les palourdes issues des cotes
britanniques, I'haplotype majoritaire est le n°4, ce qui peut étre expliqué par un « effet
de goulet » au niveau des cbtes britanniques et par le fait que les conditions
environnementales y sont différentes des autres pays Européens échantillonnés, la
Grande Bretagne se trouvant bien plus au nord. De plus, la mise en évidence de 10
haplotypes rares du cluster A soutient ['hypothése selon laquelle plusieurs
introductions de palourdes japonaises, supplémentaires et non enregistrées, auraient

été effectuées durant les derniéres décennies.

De nos jours, la palourde japonaise est présente sur les cotes située entre les latitudes
25°N et 45°N (Dang, 2009).

1.1.3 Anatomie :
La palourde japonaise est un mollusque bivalve, c’est a dire un animal composé de
deux valves entourant un corps mou. Les différentes parties anatomiques de I'animal

sont représentées sur les deux schémas ci-dessous.
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DORSAL

POSTERIEUR

ANTERIEUR

VENTRAL

Figure 2 : Vue schématique de I'anatomie de Ruditapes philippinarum, branchies et manteau partiellement
disséquées. D'apres Richard (2015). U = umbo; C = charniere; D = dents cardinales; L = ligament; Ma =
manteau; Re = rectum ; A = anus ; Se = siphon exhalant : Si = siphon inhalant ; Mu pos = muscle adducteur
postérieur ; Mu ant = muscle adducteur antérieur ; Co = cceur ; C.P. = cavité péricardique ; N = néphrostome ; R
= rein ; Int = intestin ; GD = glande digestive ; Br = branchies ; Go = gonade ; Pa = palpes labiaux ; B = bouche

; Pi = pied.

/ L
Coquille :

Périostracum

Lame externe

Lame interne

‘*\& Ma
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\ /| / Fluides extra-palléaux centraux
- / Fluides palléal
/ Ligne palléale

w Fluides extra-palléaux périphériques

Lame périostracale

Figure 3: Coupe transversale de la palourde japonaise R. philippinarum (Jeffroy, 2011; C. Paillard, 2004a;
Trinkler, 2009). L = ligament ; Ma = manteau ; Br = branchies

Les siphons (inhalant et exhalant), permettent de faire entrer et sortir I'eau de mer

pour en filtrer les composants et permettre a la palourde de se nourrir. Les branchies
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permettent d’'une part la captation de |'oxygéne pour que la palourde puisse respirer
et d'autre part le guidage de la nourriture vers les palpes labiaux afin qu’ils puissent
rejoindre le systeme digestif. Celui-ci est constitué d'une bouche, d'une glande
digestive permettant |'assimilation des nutriments et d'un intestin se terminant par un
anus permettant le rejet des féces dans I'eau de mer ou leur dépét sur le sédiment.
La locomotion de |'animal s’effectue grace au pied, lui permettant de se déplacer sur
le sédiment. Les valves ont également la capacité de s’ouvrir (pour laisser sortir les
siphons) et de se refermer grace aux muscles adducteurs antérieur et postérieur.

Le coeur de I'animal formé d'un ventricule et de deux oreillettes, intervient dans un
systéme circulatoire semi ouvert permettant la circulation de I'hémolymphe et des
cellules immunitaires dans les tissus.

Les gonades de |'animal sont situées autour de la glande digestive et forment un tissu
diffus.

L'animal possede une coquille robuste, capable de protéger le corps mou, formée
grace aux sécrétions du manteau et de la lame périostracale.

Le manteau, participant a la formation de la coquille, est constitué de deux lobes et
de quatre bourrelets a la périphérie délimitant plusieurs compartiments : les fluides
extra palléaux périphériques et centraux (riches en cellules immunitaires) ainsi que la
cavité palléale. (Allam and Paillard, 1998; Jeffroy, 2011; Paillard and Le Pennec, 1993).

1.1.4 Alimentation et habitat

La palourde japonaise est un animal vivant sur les fonds marins (benthique), qui creuse
le sédiment pour y vivre (fouisseur, sur quelques centimétres de profondeur) et se
nourrit de matiére en suspension (suspensivore, matiére organique particulaires). Elle
se nourrit également par filtration de microphytobenthos et de phytoplancton (Flye-
Sainte-Marie, 2007).

Elle est retrouvée dans des eaux dont la température varie de 10° & 30°C avec un
optimum situé entre 20° et 24°C (P. Goulletquer et al., 198%a; Solidoro et al., 2000).
Elle supporte des salinités quasiment nulles lors d’'ondées pendant les basses mers
de vives eaux, bien que son optimum de salinité soit situé entre 12 %o et 32 %, (Jeffroy,
2011).

Elle se situe principalement dans la zone intertidale (sur I'estran) bien qu’elle puisse
également se retrouver en zone subtidale. Elle vit dans un sédiment trés variable allant

de la vase aux graviers vaseux, sables grossiers et sables fins (Jeffroy, 2011).
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1.1.5 Reproduction

La palourde est un animal gonochorique. Deux pontes ont lieu dans I'année (fin de
printemps et fin d'été) ou une seule ponte estivale en fonction des conditions
d'alimentation printaniéres et estivales (Barnabé, 2018).

Les gameétes sont sécrétées par le siphons exhalant et la fécondation a lieu dans le
milieu extérieur (Jones et al., 1993). Les larves passent les premiers stades de leur vie
dans le plancton pour ensuite devenir des organismes benthiques, le cycle de vie de
R. philippinarum étant alors appelé méroplanctonique (Jeffroy, 2011). Elles sont
ensuite réparties par les courants et se fixent le plus souvent sur des fonds sableux
caractérisés par des particules de petites tailles. Aprés la métamorphose des larves
en juvéniles, ces derniers sédimentent et passent d'un mode de vie planctonique a
benthique (Calvez, 2002; Jeffroy, 2011; Jones et al., 1993; Flye-Sainte-Marie, 2007).

1.1.6 Vénériculture et consommation

COMMERCIALISATION

/ ¥ ECLOSERIE
/ \ (JUVENILES)
/ \
';‘/ - \ 2 mois
f ‘,\
, ‘ Y
ELEVAGE |
EN CLAIRES |
OU SUR
ESTRAN
20 a 30 mois . PRE-ELEVAGE

2 4 6 mois

\ __A\*semis

(NAISSAIN 8-15 mm, soit 0,2 3 0,6 g)

Figure 4 : Cycle d'élevage de la palourde (d'apres IFREMER 1988)

Le calendrier d'élevage de la palourde différe en fonction de la zone de vénériculture.

Le cycle d'élevage en revanche, reste trés proches dans les différents sites :

Les larves se développent sous forme planctonique durant 10 a 15 jours puis se
déposent ensuite et se fixent sur des supports : c'est ce que I'on appelle le naissain.

Durant 3 mois, celui-ci grandit dans des bassins dans une structure appelée écloserie.
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Apres cette période les palourdes sont semées (semis) dans la zone intertidale. La
récolte et commercialisation des animaux s’effectue alors 18 a 24 mois aprés le semis

(Comité national de la conchyliculture, 2013a).

La production de palourdes adultes vendues sous marquage sanitaire en 2012 était
de 1020 tonnes en France (Agreste, 2012). La palourde est |'un des coquillages les
plus énergétiques. Riche en fer, 100 g de chair (soit une trentaine de palourdes)
correspond en effet a un apport de : 15,6 g de protéines, 1,5 g de glucides et 0,5 g
de lipides, pour un total de 76,6 Kilo calories (Comité national de la conchyliculture,
2013b).

La production de bivalve en Europe s'éléve a 598 millions de tonnes en 2017 (Wijsman
et al., 2019). En France, la consommation de coquillages de la catégorie coques et

palourdes s'éléve a 2764 tonnes (Comité National de la Conchyliculture, année 2016).

1.1.7 Principaux prédateurs :

En France, les principaux prédateurs de la palourde sont d'une part les oiseaux et
poissons et d'autre part le crabe vert. Tandis que le goéland et la mouette
consomment les palourdes remontées a la surface de I'eau, I'huitrier pie plonge son
bec dans les trous, lorsque la mer se retire, et coupe le ligament en pénétrant dans la
palourde par les siphons. Parmi les poissons, nous retrouverons comme prédateurs
les plies (dont la présence est fréquente dans le Finistére et les cotes du Nord de la
France) ou encore les vieilles ou la daurade plutét remarquées dans le bassin
d'Arcachon. Le crabe vert Carcinus maenas (Linnaeus, 1758), quant a lui, se nourrit
essentiellement de lamellibranches avec une période de prédation maximale de mai
a septembre, la nuit, a marée haute (IFREMER, 1988). Lors de mortalités hivernales et
pré-printaniéres dues a la bactérie pathogéne Vibrio tapetis, les palourdes japonaises
mortes ou moribondes remontent a la surface du sédiment et sont consommées plus
facilement par les poissons, favorisant peut-étre la dissémination du pathogéne via
les feces des poissons ayant consommés ces palourdes (Paillard and Maes, 1994 ;
Paillard, 2016).

1.1.8 Sensibilité aux pathogénes
La niche écologique des invertébrés marins des zones cétiéres est riche en
biodiversité. Le systéme hote — pathogéne — environnement repose sur le principe

que les variations de parameétres environnementaux, tels que le pH, la température
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ou encore la salinité, influent sur le développement et la physiologie des organismes
marins mais également peuvent induire des susceptibilités aux pathogenes
rencontrés dans ces environnements (bactéries, virus ou parasites). Ce systéme
tripartite nécessite a la fois un environnement propice au développement de la
maladie mais également une bonne adaptation du pathogene et une sensibilité de
I'néte dans ces conditions. C'est a l'interface de ce systeme que la maladie se
développe alors comme le schématise la figure ci-dessous (Jeffroy, 2011; Paillard,
2016).

« Climate change
« Anthropic pressure

« Life cycle outside the host

* Vectors Environment

* Microbial community

¢ Acclimatation
* Epigenetic
* Microbiote

Disease

* Ecophysiology /
Pathogen(s) Immuno-ecology
(Fitness, Immune response,
trade-off, Adaptation)

* Ecophysiology /
Population ecology
(fitness, pathogenicity,

evolution)

« Early stages of « meeting», no disease signs
* Symbiosis Gradient : from commensalism
to parasitism

« Coevolution process

Figure 5 : Approche écologique de l'interaction héte — pathogéne — environnement (Paillard, 2016)

Les maladies provoquent des modifications de la physiologie des animaux comme
des diminutions de la croissance coquilliére mais aussi des baisses de la production
aquacole. Chez les organismes marins, elles proviennent de différents agents
pathogénes. Celles jusqu’a lors recensées chez la palourde japonaise proviennent de
différents microorganismes. Les deux principaux pathogénes de cet invertébré marin
sont, un parasite eucaryote, Perkinsus induisant des perkinsose (Navas et al., 1992),
et une bactérie, Vibrio tapetis induisant une vibriose caractéristique nommée Maladie
de I'’Anneau Brun ou MAB et ayant entrainé de fortes baisses de production en France
a la fin des années 80 (Paillard et al., 1989). En France, la production de palourde en
2017 s'élevait a 703 tonnes contre 33 500 en ltalie, principal producteur européen et
4 178 000 tonnes en chine, principal producteur mondial (Source FAO fisheries

statistics www.fao.org, 2017).
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1.2. Répartition géographique de la MAB

La MAB est une maladie dite «d'eaux froides» en raison de conditions
environnementales particulieres dans lesquelles le pathogéne se développe et infecte
son hote. En effet, des températures proches de 14°C et des salinités de I'ordre de
2% sont des facteurs favorisant le développement de la MAB tandis que des
températures proches de 21°C associées a des salinités de |'ordre de 4% sont des
facteurs inhibant la MAB en rendant plus efficace le systeme immunitaire de la
palourde (C. Paillard, 2004a; Reid et al., 2003; Rodrigues et al., 2015). Les palourdes
européennes R. decussatus ainsi que les palourdes japonaises R. philippinarum issues
des Etats-Unis présentent des prévalences de MAB moins importantes (20% et 40%)
que la palourde japonaise R. philippinarum issue des cétes européennes (60 a 100%)
(C. Paillard, 2004b).

Répartition de la MAB %&E
Il MAB +isolement de V. tapetis

B MAB sans isolement de V. tapetis

"] MAB + isolement d’une souche V. tapetis-like y

f  NOF
P :
IRELANlj}” 2 ik
D i? ‘
¢

»

Mmsmo

Figure 6: Répartition de la MAB avec et sans isolement de V. tapetis sur les cotes atlantiques et

méditerranéennes (modifié d'aprés Paillard 2004a).

La maladie de I'anneau brun a été décrite chez différentes especes de bivalves en

10
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Europe. Dans la majorité des cas, la MAB est associée a V. tapetis (Fig. 6). En Italie
(Paillard et al., 1994) et en Tunisie (El Bour et al., 2012) de rares cas de MAB ont été
décrits sans isolation de |'espéce V. tapetis. En Norvege, le cas particulier d'une
souche V. tapetis like a été décrit par Paillard et al. (2008) chez l'espéce R.
philippinarum avec une souche n'appartenant pas a l'espece V. tapetis bien qu’en
étant trés proche. Le tableau ci-dessous répertorie les especes de bivalves chez
lesquelles la MAB a déja été décrite ainsi que le lieu et I'année du premier isolement

de V. tapetis chez ces espeéces.

Tableau 2: Principales espéces de bivalves ou la bactérie V. tapetis a été retrouvée (modifié d'aprés Dias et al.,
2018; Maes and Paillard, 1992; Paillard, 2004a)

Espéces Nom vernaculaire MAB Lieu et date du premier isolement de V. tapetis chez
I'espéce
Ruditapes Palourde japonaise Oui Landeda (France), 1988
philippinarum
Ruditapes decussatus Palourde Oui Galice (Espagne), 1992
européenne
Venerupis aurea Palourde Oui Quiberon (France), 1990
Dosinia exoleta Palourde Oui Glénan (France), 2003
Polititapes rhomboides | Palourde Oui Glénan (France), 2008
Cerastoderma edule Coque Non Quiberon (France), 1990

La maladie de I'anneau brun est ainsi principalement développée sur les cétes Nord
européennes et touche majoritairement |'espece Ruditapes philippinarum. Elle est
associée a la bactérie V. tapetis avec des souches dont la pathogénicité est plus
importante chez les isolats datant de la période d'apparition de la maladie a la fin des

années 80s.

1.3. Les symptomes de la MAB

La conchyoline est une matrice organique composée de protéines et de
polysaccharides, sécrétée par le manteau et liée aux cristaux de carbonate de calcium
aragonitique pour former la coquille de la palourde. Durant la MAB, l'inhibition de la
biominéralisation de la coquille entraine |'accumulation de cette matrice organique
brune, rendant observable la présence de ce dépbt brun caractéristique de la maladie
(Paillard et al., 1994). Les trois phases de la MAB ont été décrites par Paillard et Maes
(1994). La MAB se caractérise, d'une part selon les 7 stades de dépét de conchyoline
(CDS pour conchioline deposit stages) et d'autre part selon les 3 stades de réparation

de la coquille (SRS pour shell repair stages), (tableau 3).

11
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Phase CDS SRS
Stades 1 a7 Stade O
Stades 1 a7 Stades 1 a 2.5
Stade O Stade 3

Tableau 3 : Les trois phases de la MAB décrit par Paillard and Maes (1994) et Paillard, (2017)

C'est durant la phase 2 que la concentration maximale en bactérie V. tapetis est
atteinte (Paillard, 2016). Bien que des réductions de la croissance, caractérisées par la
présence de déformations de la coquille, soient fréquemment observées chez les
palourdes malades, les lésions tissulaires sont en revanche peu fréquentes et
caractéristiques des stades avancés de la maladie. De plus, la diminution significative
des réserves en glycogéne chez les palourdes atteintes laisse supposer un effet
dégénératif de la maladie sur I'activité métabolique des animaux malades (Beguier,
2005; P. Goulletquer et al., 1989b; Paillard et al., 2004, 1989; Paillard, 1992).

Les stades de dépdts de conchyoline (CDS, Fig. 7) ont été décrits par Paillard and
Maes (1994), dans le but de caractériser |'avancement de la maladie chez les
palourdes atteintes selon la localisation et |'étendue du dépdt brun et permettant de

standardiser le suivi de la MAB dans tous les pays ou elle a été rencontrée.

CDS| 1 | 2 3 4 S 6 7
“ ? i pe— — / - L ——.
SN T o0 " o
2\ ZIN 4AN 1\ ZIN Z | \® "/
=3 N\! /7 N |/ / N\ /7 \ | / D e o\
5 i\ ‘ v "\.’ \_’
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Imicroscopique ] visible 3 I'oeil nu

Figure 7 :Classification des stades de dépéts de conchyoline (CDS) a partir de I'observation du dépét brun
caractéristique de la MAB, (Paillard and Maes, 1994)

La réparation coquillere porte également le nom de « nacrézation ». Lors de ce
processus, la palourde recouvre le dépdt de conchyoline en sécrétant de la coquille.
L'animal est alors considéré comme guéri lorsque I'intégralité du dépdt brun est
recouvert (Paillard, 1992).

La réparation coquillére est également décrite en stades permettant de mesurer
I'avancée de ce processus. Paillard (2004) a établi les 4 stades de réparation de la
coquille (SRS) suivants, illustrés dans la figure 8 :

0. MAB sans réparation de la coquille

1. Apposition de concrétions calcifiées

12
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2. Larges plaques partiellement calcifiées
2.5Guérison presque complete : bien que de larges plaques soient calcifiées, de
petits points noirs persistent.

3. Guérison complete.

Shell Repair

Stages (SRS) Non-BRD-affected clam SRS 0 SRS 1

Brown deposit without Brown deposit with

Description | Homogenous inner layer : : :
repair points of repair

Figure

Shell Repair

SRS 2 75 "D
Stages (SRS) SRS 2 SRS 2.5 SRS 3

Brown deposit with

plates of repair

Almost total repair Total repair

Description

Figure

Figure 8 : Les différents stades de réparation coquilliére de la palourde R. philippinarum victime de la MAB
(Trinkler, 2009; Trinkler et al., 2011)

1.4. Criteres de diagnostics de la MAB
Pour que le diagnostic de la MAB soit établi chez un nouvel organisme, trois criteres
majoritaires doivent étre retrouvés chez les palourdes atteintes (C. Paillard, 2004b;
Paillard, 2017)

1. Détection d'un dépdt brun aprés un examen microscopique : C'est le premier
critere sans lequel la MAB ne peut étre diagnostiquée.

2. Isolement du pathogeéne Vibrio tapetis (qui peut étre difficile car celui-ci nest pas
une bactérie prédominante de la microflore hétérotrophe) ou test d'agglutination
positif avec des anticorps anti-IS1 (V. tapetis)

ou

3. Mise en évidence du pathogéne par des méthodes immunologiques (lIF : Indirect
Immuno Fluorescence ou ELISA) ou bien moléculaire (SSP-PCR : species specific
primer PCR ou gPCR).

13
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Si aucun dépdt brun n'a été mis en évidence, |'organisme étudié est considéré
comme non infecté. Si I'organisme en question ne présente pas le critére 2 ou 3,
celui-ci est considéré comme non porteur du pathogéne.

14
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ll. V. tapetis : un pathogéne aux multiples
hotes

La Maladie de I'’Anneau Brun ou MAB est une maladie microparasitaire due a la
bactérie pathogéne Vibrio tapetis affectant principalement la palourde japonaise
Ruditapes philippinarum. Ce pathogéne posséde un spectre d’infection dépassant la
cadre de la maladie de I'anneau brun avec une grande diversité d'hotes infectés par
la bactérie. Cette partie décrit I'espece V. tapetis et rend compte de la diversité des

souches associées a cette espece.

2.1. Phylogénie
L'espece V. tapetis a été isolée pour la premiere fois par Paillard and Maes, (1990)
dans la cadre d'un programme européen FAR (1992-1996) coordonné par Le Pennec,
Paillard et Maes (1989). Cette bactérie a été décrite en tant que nouvelle espéce par
Borrego et al. (1996).

Tableau 4: Phylogénie de la bactérie marine Vibrio tapetis

Regne Procaryote, Bactérie

Phylum Protéobactérie

Classe Gammaproteobactérie

Famille Vibrionaceae

Genre Vibrio (Pacini, 1854)

Espéce Vibrio tapetis (Borrego et al., 1996a)

2.2. Ecologie du genre Vibrio
Les bactéries du genre Vibrio sont des bactéries marines hétérotrophes pouvant étre
retrouvées dans un grand nombre d’habitats tels que dans le sédiment, sous forme
libre planctonique dans la colonne d'eau ou sous forme de biofilms attachés a des
surfaces (Asplund, 2013). Ils jouent un réle important dans le recyclage des nutriments
par la reminéralisation de la matiére organique (Pruzzo et al., 2005). Parmi les espéces
de Vibrios pathogénes, 12 sont actuellement connues pour étre des pathogénes
humains, les plus connues étant Vibrio cholerae, retrouvée principalement dans des
eaux saumatres ou douces, ainsi que Vibrio vulnificus et Vibrio parahaemolyticus
plutot localisées dans les aires marines cétieres (Asplund, 2013). La consommation
d’'eau ou de produits de la mer infectés par une de ces trois espéces peut mener a de

graves infections gastro-intestinales pouvant aller jusqu’a la mort.

15



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

Les bactéries du genre Vibrio sont également responsables d'épisodes infectieux
voire méme de mortalités chez de nombreuses espéces marines. Parmi eux, nous
pouvons retrouver V. tasmaniensis LGP32, pathogene de I'huitre C. gigas, ou V.

harveyi, pathogéne de I'ormeau.

2.3. Diversité des souches de V. tapetis
L'espéce V. tapetis posseéde un large spectre d’hétes comprenant des mollusques
bivalves mais également différentes espéces de poissons. Il est tres intéressant que
cette espéce soit capable d'infecter a la fois des hétes invertébrés et des vertébrés,
avec des souches présentant une spécificité d'hotes. Le tableau 5 recense les souches

de V. tapetis découvertes de 1988 a 2017, ainsi que leur héte associé.
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Tableau 5 : Liste des souches de V. tapetis isolées dans le monde de 1988 a 2017

V. tapetis Espéce Subsp. Année Lieu Héte Référence
isolées
CECT4600 V. tapetis tapetis 1990 France, Landeda Ruditapes C Paillard and Maes 1995;
philippinarum Borrego et al. 1996
IS1 (VP1) V. tapetis tapetis 1988 France, Landeda Ruditapes Paillard and Maes, 1990;
philippinarum Maes and Paillard 1992b;
Borrego et al. 1996
IS5 V. tapetis tapetis 1991 France, Landeda Ruditapes Borrego et al., 1996; Maes,
philippinarum 1992
I1S7 V. tapetis tapetis 1990 France, Quiberon Ruditapes Borrego et al., 1996; Maes,
philippinarum 1992
1S8 V. tapetis tapetis 1990 France, Quiberon Venerupis aurea 13;3;;990 etal., 1996; Maes,
1S9 V. tapetis tapetis 1990 France, Quiberon Cerastoderma edule 13;3;;990 etal., 1996; Maes,
RP 2.3. V. tapetis tapetis 1990-  France, Landeda Ruditapes Borrego et al., 1996; Maes,
1991 philippinarum 1992
RP 8.17 V. tapetis tapetis 1990- France, Landeda Ruditapes Borrego et al., 1996; Maes,
1991 philippinarum 1992
RP 9.7 V. tapetis tapetis 1990- France, Landeda Ruditapes Borrego et al., 1996; Maes,
1991 philippinarum 1992
RP 11.2 V. tapetis tapetis 1990- France, Landeda Ruditapes Borrego et al., 1996; Maes,
1991 philippinarum 1992
HRPR1 V. tapetis inconnue 2002 France, Golfe du Ruditapes
Morbihan philippinarum C. Paillard 2004a
HRPR2 V. tapetis inconnue 2002 France, Golfe du Ruditapes
Morbihan philippinarum C. Paillard 2004a
HRPR3 V. tapetis inconnue 2002 France, Golfe du Ruditapes
Morbihan philippinarum C. Paillard 2004a
HRPR4 V. tapetis inconnue 2002 France, Golfe du Ruditapes
Morbihan philippinarum C. Paillard 2004a
HRPR5 V. tapetis inconnue 2002 France, Golfe du Ruditapes
Morbihan philippinarum C. Paillard 2004a
ERPR1 V. tapetis inconnue 2002 France, Golfe du Ruditapes
Morbihan philippinarum C. Paillard 2004a
ERPR2 V. tapetis inconnue 2002 France, Golfe du Ruditapes
Morbihan philippinarum C. Paillard 2004a
ERPR3 V. tapetis inconnue 2002 France, Golfe du Ruditapes
Morbihan philippinarum C. Paillard 2004a
ERPR4 V. tapetis inconnue 2002 France, Golfe du Ruditapes
Morbihan philippinarum C. Paillard 2004a
ERPR5 V. tapetis inconnue 2002 France, Golfe du Ruditapes
Morbihan philippinarum C. Paillard 2004a
ERPR6 V. tapetis inconnue 2002 France, Golfe du Ruditapes
Morbihan philippinarum C. Paillard 2004a
P21 V. tapetis tapetis 1993 France, Rade de Brest Ruditapes
philippinarum C. Paillard 2004a
P16B V. tapetis tapetis 1995 France, Golfe du Ruditapes Allam, Paillard, and Ford
Morbihan philippinarum 2002
GDE V. tapetis tapetis 2003 France, Glénan Dosinia exoleta CI ZZTSFd 2004a; Dias et
al.
GTRI V. tapetis tapetis 2008 France, Glénan Polititapes
rhomboides Dias et al. 2018
RD 0202 V. tapetis tapetis 1992 Espagne, Galice Ruditapes decussatus ~ Novoa et al. 1998
RD 0705 V. tapetis tapetis 1992 Espagne, Galice Ruditapes decussatus ~ Novoa et al. 1998
RP 1703 V. tapetis tapetis 1992 Espagne, Galice Ruditapes
philippinarum Novoa et al. 1998
RP 6301 V. tapetis tapetis 1992 Espagne, Galice Ruditapes
philippinarum Novoa et al. 1998
a200 V. tapetis tapetis 2005 Espagne Dicologoglossa

cuneata

Lopez et al. 2011
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V. tapetis Espece Subsp. Année  Lieu Héte Référence
isolées
a201 V. tapetis tapetis 2005 Espagne Dicologoglossa
cuneata Lopez et al. 2011
a204 V. tapetis tapetis 2005 Espagne Dicologoglossa
cuneata Lopez et al. 2011
a255 V. tapetis tapetis 2005 Espagne Dicologoglossa
cuneata Lopez et al. 2011
C0620701B V. tapetis tapetis 2007 Espagne Umbrina cirrosa Balboa and Romalde 2013;
Balboa, Bastardo, and
Romalde 2014
C0620701H V. tapetis tapetis 2007 Espagne Umbrina cirrosa Balboa and Romalde 2013;
Balboa, Bastardo, and
Romalde 2014
C0620701R V. tapetis tapetis 2007 Espagne Umbrina cirrosa Balboa and Romalde 2013;
Balboa, Bastardo, and
Romalde 2014
C11.25 V. tapetis tapetis 2005 Espagne Ruditapes Eoli:)f"gueBZ et a; 2006(;
HB H alboa, Bastarado, an
ph’hppmarum Romalde 2014
C17.20 V. tapetis tapetis 2005 Espagne Ruditapes Balboa, Bastardo, and
philippinarum Romalde 2014
C23.27 V. tapetis tapetis 2005 Espagne Ruditapes Balboa, Bastardo, and
philippinarum Romalde 2014
C23.28 V. tapetis tapetis 2005 Espagne Ruditapes Balboa, Bastardo, and
philippinarum Romalde 2014
CMJ 10.7 V. tapetis tapetis 2005 Espagne Ruditapes Eoli:)f"gueBZ et a; 2006(;
HB H alboa, Bastarado, an
ph’hppmarum Romalde 2014
CMJ 19.27 V. tapetis tapetis 2005 Espagne Ruditapes Balboa, Bastardo, and
philippinarum Romalde 2014
UKé V. tapetis tapetis 1996 Grande Bretagne, Poole  Ruditapes Allam, Paillard, and Auffret
Harbour philippinarum 2000
HH6087 (CECT V. tapetis britannicus 2002 Grande Bretagne, Hippoglossus Reid et al. 2003
8161) Glasgow hippoglossus
127 (HE795150) V. tapetis britannicus 2005 Irlande Ruditapes Drummond et al. 2007;
hiliopinarum Balboa and Romalde 2013;
p . PP' Balboa, Bastardo, and
(naissain) Romalde 2014
102 (HE795149) V. tapetis britannicus 2005 Irlande Ruditapes Drummond et al. 2007;
hiliopinarum Balboa and Romalde 2013;
p . PP' Balboa, Bastardo, and
(naissain) Romalde 2014
LP2 V. tapetis tapetis 1999 Norvége, Bergen Symphodus melops Jensen et al. 2003
52-2 V. tapetis inconnue 2009 Norvége Solea solea S Mortensen, 2009
(unpublished data), Bidault
etal. 2015
2AU V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et al. 2018
2BB V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et al. 2018
2BW V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et al. 2018
2BT V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et al. 2018
2BA V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et al. 2018
2AC V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et al. 2018
2BC V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et al. 2018
2BCT V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et al. 2018
2AE V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et al. 2018
2BG V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et al. 2018
2BU V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et al. 2018
2BM V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et al. 2018
V. tap Tong V. tapetis inconnue 2015 Belgique (Experimental Solea solea Declercq et al. 2015
environment)
Sole 1-A V. tapetis inconnue 2011 Belgique (Norh sea) Solea solea Declercq et al. 2015
et
2013
Sole 1-B V. tapetis inconnue 2011 Belgique (Norh sea) Solea solea Declercq et al. 2015
et
2013
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V. tapetis Espece Subsp. Année  Lieu Héte Référence

isolées

QL-9 (CECT V. tapetis quintayensis 2014 Chili (Quintay) Paralichthys adspersus ~ Levican etal. 2017

8851)

QL-35 V. tapetis quintayensis 2014 Chili (Quintay) Paralichthys adspersus ~ Levican etal. 2017

QL-41 V. tapetis quintayensis 2014 Chili (Quintay) Paralichthys adspersus ~ Levican etal. 2017

QL-20 V. tapetis tapetis 2010 Chili (Quintay) Genypterus chilensis Levican et al. 2017

QL-47 V. tapetis tapetis 2010 Chili (Quintay) Genypterus chilensis Levican et al. 2017

QL-48 V. tapetis tapetis 2010 Chili (Quintay) Genypterus chilensis Levican et al. 2017

QL-50 V. tapetis tapetis 2010 Chili (Quintay) Genypterus chilensis Levican et al. 2017

FPC 1121 V. tapetis inconnue 2008 Japon Ruditapes Matsuyama et al. 2010

philippinarum

NRP45 V. tapetis- - 2003 Norvege (Espevik) Ruditapes Paillard et al. 2008b

like philippinarum

La bactérie V. tapetis a été isolée chez différentes especes bivalves et poissons. La
figure 9 représente la répartition géographique des souches isolées en fonction du

type d'hote duquel elles proviennent.

V. tapetis isolated from
[ Fish

[ ] Bivalve

[l Fish and Bivalve

NORWAY
SCOTLAND
IRELAND *
ENGLAND JAPAN
BELGIUM
FRANCE

CHILE

Figure 9 : Répartition des souches de V. tapetis dans le monde en fonction de I'héte infecté

La plupart des souches isolées a ce jour |'ont été en Europe. Les isolats provenant du
Japon et du Chili sont trés récents (2008 et 2010-2014 respectivement). La diversité
des souches connues de V. tapetis et leur répartition géographique sont des éléments
essentiels de la compréhension des mécanismes de pathogénicité de |'espece dans
le cadre de la MAB.
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2.4. Description des principales souches V. tapetis subsp tapetis

CECT4600 : souche de référence de la MAB

La souche de référence de V. tapetis est CECT4600" (43,2% GC) aussi connues sous
I'appellation ATCC70075", B1090" ou encore LMG19706" (Borrego et al., 1996a).
Cette souche possede 2 chromosomes (de respectivement 3,8 et 1,8 Mb) et 1
plasmide (82kb, Erauso et al., 2011).

Description morphologique
Bactérie Gram-négative de la classe des Gammaprotéobactérie, elle fait partie de la
famille des Vibrionaceae. Bacille incurvé de 1 a 1,5 um de long et 0,5 um de large,

elle possede un flagelle polaire et ne sporule pas.

Description biochimique

L'espece bactérienne V. tapetis pousse sur milieu marine agar (Difco), tryptone-soja
agar (Oxoid) contenant 2% de NaCl et Milieu TCBS agar (Thiosulfate Citrate Bile
Sucrose) en formant des colonies vertes. Les colonies formées sont circulaires, de
forme réguliere, translucides et non pigmentées au bout de 48H a 20°C + 2°C. Aucun
déplacement de type « swarming », n'est observé quels que soient les milieux testés,
c'est a dire un mouvement rapide et coordonné d’une population bactérienne sur une
surface semi-solide résultant d'une activité intercellulaire et de différenciation
morphologique des cellules. Ces bactéries peuvent adopter un métabolisme du
glucose fermentaire. La bactérie est catalase positive, oxydase positive et réduit les
nitrates en nitrites. Elle est anaérobie facultative, chimioorganotrophe et sensible a
I"agent Vibriostatique O/129 (150 ng) (Borrego et al., 1996a; Paillard and Maes, 1990).

D'aprés Borrego et al. 1996, les bactéries de |'espéce V. tapetis se peuvent étre
distinguées des autres types de Vibrions sur la base des propriétés biochimiques
suivantes :

Production d'indole

Croissance a 4°C

Absence de croissance a 30°C

Absence de croissance sans NaCl

Absence de croissance a 6% NaCl

Absence de production d'Arginine déshydrolase

Production de la Béta-galactosidase

Hydrolyse la gélatine, la caséine, la lécithine et I'amidon

O o0 o0 o0 o O o o o

Incapacité a utiliser le sucrose, le D-mannitol ou I'amygdaline

N
o
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LP2 : souche pathogéne du crénilabre Symphodius

Jusqu'a la fin des années 90, V. tapetis n'avait été retrouvé que dans les especes de
palourdes R. philippinarum, R. decussatus, T. rhomboides et V. aurea (Maes and
Paillard, 1992). La premiére souche pathogéne de poisson a été mise en évidence par
Jensen et al. (2003). Isolée en Norvege en 1999, elle a été nommée LP2 et a été isolée
du Crénilabre Symphodus melops. Ces auteurs ont caractérisé la souche LP2 selon
ses conditions de cultures et caractéristiques phénotypiques ainsi que ses
caractéristiques moléculaires. LP2 présentent les mémes aspects phénotypiques que
les souches précédemment identifiées de V. tapetis mise a part la capacité a utiliser
le sucrose et le sorbitol. La souche LP2 est bien sensible au composé Vibriostatique
O/129. La réalisation du test d'agglutination avec des anticorps anti CECT4600 a
révélé une agglutination réduite et modérée, comparée au contréle positif en
présence de V. tapetis CECT4600. Cette souche est capable de croitre de 4° a 20°C
et pas a 30°C.

L'hybridation ADN-ADN entre LP2 et CECT4600 a révélé 76,8% d'hybridation (écarts
type 4,5%) placant bien LP2 dans I'espece tapetis (le critére pour appartenir a la méme

espéce étant une hybridation supérieure a 70%). (Jensen et al., 2003)

a200, a201, a204, a255 : souches pathogéenes du céteau

Le céteau est un poisson de la famille des Soleidae (Costello, 2001). C'est chez
I'espece Dicogoglossa cuneata qu’ont été isolées, lors de deux épidémies au
printemps 2005, 4 souches bactériennes a partir des ulcéres portés par ces poissons
(Lopez et al. 2011). Ces auteurs ont procédé a une caractérisation phénotypique,
sérologique et moléculaire des 4 souches isolées. Ces souches n'utilisent pas le
mannitol ou le sucrose et sont sensibles au composé Vibriostatique O/129. Elles sont

capables de croitre a 4°C et 20°C mais pas a 30°C.

Un « molecular fingerprint » ou analyse d’empreinte moléculaire a été réalisé par REP-
PCR (Repetitive Extragenic Palindromic) et ERIC-PCR (Enterobacteria Repetitive
Intergenic Consensus) sur les 4 souches isolées du céteau et sur 3 souches de V.
tapetis appartenant aux trois groupes génétiques déja définis (CECT4600, RD0202,
HH6087). Avec les souches pathogénes de céteau, les résultats de I'expérience
mettent en évidence un profil unique tandis que le pourcentage de similarité avec les

souches de références montre des disparités, comme le montre le tableau ci-dessous :
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Tableau 6 : Pourcentages de similarités des profils obtenus par REP PCR (Repetitive Extragenic Palindromic) et
ERIC PCR (Enterobacteria Repetitive Intergenic Consensus ) réalisées par Lopez et al. (2011)

Souches V. tapetis % similarités REP PCR % similarités ERIC PCR
a200, 201, 204, 255 100% 82%

RD0202 70% <44%

CECT4600 61% <44%

HHO87 37% <44%

L'appartenance de ces isolats a I'espéce V. tapetis a été déterminée grace a une
analyse multilocus réalisée d'une part sur le géne de I’ADNr16s des isolats présentant
100% d'hybridation avec celui de la souche CECT4600 et 99% avec celui de la souche
HH6087. D'autre part, cette analyse a également été réalisée a partir des génes de
ménage atpA, pyrH, rpoA. Le dendrogramme obtenu confirme le clustering des

souches pathogénes de céteau avec les autres souches de V. tapetis.

Les auteurs ont donc mis en évidence |'existence d'un nouveau groupe génétique

composé de quatre souches de V. tapetis pathogénes du céteau D. cuneata.

En revanche, l'analyse sérologique a révélé des disparités entre les souches
pathogénes de céteau et celles pathogenes de palourdes : aucune agglutination n’est
observée avec les anticorps des souches communes de V. tapetis mettant bien en
évidence I'existence de plusieurs sérotypes de V. tapetis. Enfin, les auteurs ont réalisé
des tests de pathogénicités par infection expérimentale de la souche a255 par
injection dans la cavité intrapéritonéale du céteau D. cuneata. Aucune mortalité, ni
aucun symptoéme de maladie, n‘ont été observés durant la période d'infection
expérimentale de 18 jours, soulignant le caractére potentiellement opportuniste de

cette souche (Lopez et al., 2011).

2.5. Description des principales souches V. tapetis subsp. britannicus subsp.

nov

Description de la sous espéce : V. tapetis subsp. britannicus

Grace a une analyse multilocus des souches de V. tapetis déja isolées, Balboa and
Romalde (2013) ont mis en évidence une nouvelle sous espéces de V. tapetis nommée
V. tapetis subsp. britannicus subsp. nov. Ces auteurs ont étudié les genes ADNr1és,
atpA (sous unité alpha de I’ATPase), fstZ (protéine de la division cellulaire), gapA
(glycéraldéhyde 3-phosphate-déshydrogénase), pyrH (uridine monophosphate
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kinase), recA (recombinase A), rpoA (sous unité alpha de I’ARN polymérase), rpoD
(facteur sigmaD de I'’ARN polymérase) et topA (topoisomérase |) de 30 souches de V.
tapetis isolés des hétes R. philippinarum, V. aurea, C. edulis, S. melops, U. cirrosa, R.
decussatus, D. cuneata et H. hippoglossus. Leurs résultats montrent que |'espece V.
tapetis est un groupe monophylétique avec 99,6 a 100% de similarités de séquences
d’ADNr16s entre les souches de V. tapetis contre moins de 97,8% avec les autres
espéces de Vibrio.

La concaténation des séquences des génes testés a révélé I'existence de deux clusters

chez les souches de V. tapetis comme le montre la figure ci-dessous.

atpA sz gapA pyH recA rpoA rpoD topA
1203 612 714 516 804 840 768 666

CECT46007 2
C11.25°0
C17.20°
C23.27°
C23.28°
CMJ 10.7 ®
CMJ 19.27 b
99 1512 V. philippinarum
r1S8 a V. aurea
1S9 a C. edulis
B2.3a
B8.32
97 ||B8.7
B9.4 a
B11.1a V. tapetis subsp. tapetis
RP1703 a
RP 6301 2
LP2 ¢ | . melops
C0620701B
SEE00620701 Ho U. cirrosa
RD 0202
99 'RD 0705
——C0620701R ® | v. cirrosa
a200°
a201°®
99 [ a204 ®
a255°

V. decussata

D. cuneata

|— HH6087 ¢ | H. hippoglossus
99 1024
83 107 d

V. tapetis subsp. brit: icus
| V. philippinarum seed

0.005

Figure 10 : Mise en évidence des deux clusters au sein de |'espece V. tapetis sur la base la concaténation des
séquences nucléotidiques des génes atpA, fstZ, gapA, pyrH, recA, rpoA, rpoD and topA. a : isolation en France,
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b : isolation en Espagne, ¢ : isolation au Royaume-Uni et d : isolation en Irlande. Modifié d'apres Balboa and
Romalde (2013).

Le cluster 1 ou V. tapetis subsp. tapetis (98,2% de similarités entre les séquences du
cluster) contient la majorité des souches tandis que le cluster 2 V. tapetis subsp.
britannicus (99,1% de similarités entre les séquences du cluster) contient la souche
isolée du flétan HH6087 et 2 souches découvertes chez R. philippinarum, toutes trois
isolées au Royaume Uni. Les deux clusters ont 95% de similarités de séquences entre

eux contre moins de 89,3% avec les autres bactéries du genre Vibrio.

Cette analyse met en évidence |'association entre la provenance géographique (i.e.
France, Royaume-Uni, Espagne et Irlande) des souches de V. tapetis et la variabilité
intra spécifique. De plus, la description phénotypique des souches de la sous espece
britannicus se différencie des sous especes tapetis par leur capacité a utiliser le

mannitol, |'arabinose et le citrate (Balboa and Romalde, 2013).

HH6087 : souche de référence de la sous espéce britannicus, pathogéne du flétan
La souche HH6087, pathogene du flétan Hipoglossus hippoglossus, a été isolée en
Grande Bretagne en 2002 (Reid et al., 2003). Ces auteurs ont effectué une analyse
des caractéristiques phénotypique, sérologique et moléculaire de la souche par
rapport a la souche de référence CECT4600. Il s’agit d'une bactérie a Gram négative,
capable de croitre en 48H. Le séquencgage de I'ADNr16s de HH6087 a révélé 99,93%
d'identité avec la séquence d’ADNr16s de la souche CECT4600.

Cette souche est oxydase et catalase positive, fermentent le glucose et est sensible
au composé Vibriostatique O/129 mais différent principalement de la souche de
référence par sa capacité a utiliser le mannitol et par I'absence d’agglutination lors du
test de séro-agglutination avec un anticorps anti-IS1 (V. tapetis IS1). Ce dernier point
révéle des variations importantes dans les antigénes présents a la surface de la
bactérie et surtout plusieurs sérotypes au sein de |'espéce V. tapetis. Enfin, HH6087
n‘a pas pu induire de maladie chez le flétan, lors de l'inoculation en laboratoire,
rendant la relation entre la bactérie et son héte encore incertaine et probablement
opportuniste comme définis plus tard chez les souches pathogénes du céteau (Reid
et al., 2003; Lopez et al., 2011).
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2.6. Le cas particulier de |'espéce V. tapetis-like

NRP45 : la souche V. tapetis-like

La palourde japonaise fut introduite en Norvege en 1987 et disséminée dans plusieurs
sites entre 1995 et 1996. En juin 2003 et 2004, les palourdes présentant des signes
de MAB sont récoltées et les fluides extra-palléaux, tissus et hémolymphe des
animaux malades ont été prélevés a la recherche de V. tapetis. Une souche
appartenant au clade V. tapetis fut isolée et nommée NRP45 (Paillard et al., 2008a).
La caractérisation phénotypique de cette souche révele sa capacité a utiliser le

mannitol.

Une analyse multilocus portant sur le pourcentage de similarités entre plusieurs genes
de la souche NRP45 et de la souche de référence CECT4600 a été réalisée.

Tableau 7 : Pourcentages de similarités en analyse multilocus sur les souches V. tapetis CECT4600 et NRP45,
(Paillard et al., 2008a)

Genes Similarité de séquence entre les souches
analysés NRP45 et CECT4600
ADNTr16s 99.,6%

GyrB 94,8%

Cpné0 96%

Ces souches sont trés similaires concernant les trois génes testés. Néanmoins, deux
souches sont considérées comme appartenant a la méme espece si I'hybridation
ADN :ADN entre ces deux souches est supérieure a 70%. En réalisant cette analyse
sur les souches CECT4600 et LP2 avec la souche NRP45, le taux moyen d’hybridation
est de 55%, bien inférieur au 70% attendu pour définir que deux souches
appartiennent a la méme espéce. Ainsi, ces auteurs ont mis en évidence d'une part
I"existence d’'une souche de Vibrio trés proche mais n‘appartenant pas a I'espece V.
tapetis d'ou |'appellation V. tapetis-like. D'autre part, cette analyse a permis de révéler
la faible résolution de I'analyse de I’ADNr16s pour déterminer si un isolat appartient

a I'espece V. tapetis.
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2.7. Méthodes de détections du pathogéne

Méthodes culturales
Différentes méthodes culturales permettent de faire croitre et d'identifier les souches
de |'espece V. tapetis (Maes and Paillard, 1992) :
- Croissance sur milieu Zobell a 18°C
- Croissance sur milieu TCBS : Thiosulfate Citrate Bile Saccharose : lors de la
fermentation du saccharose, le milieu s'acidifie modifiant la couleur des
colonies du vert au jaune. V. tapetis ne fermentant pas le saccharose, les
colonies obtenues sont donc vertes.
- Croissance sur milieu ZMB (Zobell, Mannitol, Bleu de Bromothymol) : lors de
I'utilisation du mannitol, le milieu s’acidifie modifiant la couleur du bleu de
bromothymol (bleu a pH basique et Fuchsia a pH acide). V. tapetis n'utilisant

pas le mannitol, le milieu reste bleu.

Méthodes immunologiques

Le test de séro-agglutination est basé sur |'utilisation d’anticorps polyclonaux anti-I1S1
obtenus par l'injection a un lapin de cellules fixées au formol. Ces anticorps
reconnaissent les antigenes a la surface de V. tapetis. Lorsque la bactérie est mise en
présence des anticorps sur lame de Téflon, il y a agglutination (contréle négatif avec
V. cholerae, d'aprés Paillard et al. (2006); Beguier (2005)). Ces méthodes ont permis
de mettre en évidence différents sérogroupes sur la base de I'antigéne O présent a
la surface de V. tapetis. 3 sérotypes sont actuellement décrits chez V. tapetis : le
sérotype CECT4600" (O1), le sérotype RD0202 (O2) et le sérotype HH6087 (O3)
(Lopez et al., 2011).

Méthodes moléculaires
SSP-PCR (Species Specific Primers PCR) et hybridation dot blot

Paillard et al. (2006) ont étudiés l'application des méthodes de SSP-PCR et
d’'hybridation dot blot, basées sur la création d’amorces spécifiques de I'espece V.
tapetis (SSP-PCR ou Species Specific Primers PCR, amplifiant un fragment de
I’ADNr16s de V. tapetis) et sur la création d'une sonde a partir de ’ADNr16S de
CECT4600. Elles ont pour but de détecter la présence de la bactérie, dés les stades
larvaires les plus précoces, dans les fluides extra palléaux. Ces auteurs ont défini 3
catégories basées sur la détection de V. tapetis et la présence de MAB apres 30 jours

d'infection :
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- Catégorie | : pas de détection de V. tapetis, pas de MAB
- Catégorie Il : détection de V. tapetis, présence de MAB
- Catégorie lll : détection de V. tapetis, pas de MAB (guérison)

La SSP-PCR et |'hybridation dot blot ont permis, en présence de V. tapetis, la
détection du pathogéne. Cependant, la SSP-PCR est plus spécifique dans la mesure
ou aucune détection n’est observée, lors de |'expérimentation, en présence de
souches n‘appartenant pas a I'espéce V. tapetis contrairement a ['hybridation dot blot
et la séro-agglutination ou quelques résultats faux-positifs sont observés. En plus
d'étre moins chronophage que l'utilisation d'une sonde, la SSP-PCR est également
plus sensible que les deux autres méthodes testées car elle permet la détection des
larves contaminées dés le départ bien que celles-ci n‘aient pas développé de MAB
au bout de 30 jours (guérison). En effet, avec I'ancien test Elisa, la limite de détection
était de 5.10* UFC.ml" or les larves sont trés sensibles a la bactérie et ne peuvent
avoir des concentrations au-dela de 10° UFC.ml"sans qu'il y ait de grands taux de
mortalités. Dans cet article, les échantillons de larves étaient contaminés a 10*UFC.ml
' (sans mortalités). Ces auteurs ont permis, pour la premiere fois, de détecter V. tapetis
dans des larves (inférieures a 2mm). En sélectionnant des larves capables d’éliminer
le pathogéne, la SSP-PCR pourrait ainsi permettre de sélectionner des souches

résistantes a la bactérie.

PCR en temps réel TAOMAN
Bidault et al. (2015) ont développé une technique de quantification de V. tapetis dans
les fluides extra-palléaux basée sur la présence d'une copie unique du géne virB4
appartenant a I'opéron VirB et codant pour une protéine impliquée dans le systéme
de sécrétion de type IV (T4SS). La premiére description du T4SS chez les bactérie
Gram négative a été faite chez le phyto-pathogéne Agrobacterium tumefaciens
(Escobar and Dandekar, 2003; Voth et al., 2012). La quantification s’effectue, a partir
des fluides extra-palléaux des palourdes dans les différentes conditions
expérimentales, par gPCR TAQMAN basée sur I'utilisation d’une sonde spécifique du

géne virB4 marquée par deux colorants fluorescents.

Pour cela, les auteurs ont testé un grand nombre de souches de V. tapetis et d'autres
especes de Vibrio sur la base de leur virulence et sur la quantification par gPCR du
geéne virB4, la limite de détection de la méthode étant de 1,125x10" UFC.ml" de fluide

extra palléaux.
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Lorsque les premiers symptémes de MAB apparaissent (7] post infection, dépét brun
de conchyoline), une plus faible concentration V. tapetis est détectée lors de la gPCR.
Cela s’explique par le fait que le dépot de conchyoline a pour but d’englober la
bactérie en la piégeant dans la surface interne du coquillage et de ce fait en diminuant
le taux de bactéries circulantes dans les fluides extra palléaux. A priori, seules les
souches virulentes vis a vis de la palourde japonaise présentent une copie du géne
virB4 qui peut ainsi étre utilisé non seulement pour quantifier la bactérie mais aussi
pour mettre en évidence la présence de souches particulierement virulentes. Par
conséquent, ces résultats portent a croire que le systéme de sécrétion de type IV

serait fortement impliqué dans la virulence des souches pathogenes de V. tapetis.

Limites de détection des différentes méthodes

Les techniques moléculaires de détection du pathogéne permettent d’obtenir une
meilleure sensibilité en détectant des concentrations en V. tapetis trés faibles a partir
de tissus ou de fluides. Cela permet d'identifier la présence du pathogéne avant le
développement de la maladie et, chez les larves infectées, de suivre leur capacité a

éliminer le pathogéne et a déterminer les éventuelles résistances associées.

Tableau 8 : Limite de détection des techniques de mise en évidence de V. tapetis, d'apres Paillard 2004; Paillard
et al. 2006; Bidault et al. 2015

Techniques Limite de détection Localisation
Isolement du pathogéne 5.10%® UFC/g de matiére fraiche Tissus
5.10% UFC/m Fluides palléaux
IIF (Indirect Immunofluorescence) 10° UFC/ml Fluides palléaux
ELISA (enzyme-linked  5.10* UFC/m Fluides extra-palléaux et
immunoassay) Hémolymphe
SSP - PCR (species specific primer  10% UFC/m Fluides palléaux et
PCR) homogénats de tissus
TAQMAN PCR 1.125x10"' UFC/ml de fluides extra palléaux  Fluides extra palléaux

Le tableau ci-dessus synthétise les limites de détections des différentes techniques
connues a ce jour pour mettre en évidence V. tapetis. Compte tenu de la mauvaise
spécificité de ’ADNr16s pour l'identification de souches de V. tapetis, il est a noter
que la PCR Tagman est la méthode la plus sensible et la plus spécifique dans la

détection des souches de V. tapetis pathogénes de palourdes.
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2.8. Virulence connue des souches de V. tapetis au regard de la MAB

Différents tests permettent de déterminer la virulence des souches de V. tapetis dans
la cadre de la MAB. La virulence des souche in vitro peut étre définie grace a un test
basé sur l'effet du pathogéne sur les hémocytes de palourde japonaise infectés
(Choquet et al. (2003), effet détaillé dans la partie 3.4 La toxicité hémocytaire dans le
cadre de la MAB). L'induction de la maladie de I'anneau brun in vivo peut également
étre effectuée par injection du pathogéne dans la cavité palléale de palourde
japonaise, reproduisant alors la dynamique de l'infection lors de la MAB lorsque la

souche est virulente.

Le tableau 9 synthétise I'ensemble des souches de V. tapetis pour lequel des tests de
virulence ont été réalisés vis a vis du modeéle palourde japonaise grace aux tests in
vitro et in vivo disponibles a ce jour. Il montre |'existence de 3 catégories de souches,
compte tenu des données disponibles a ce jour. La premiéere catégorie regroupe les
souches isolées de bivalves avant les années 2000 et virulentes au regard des tests
décrits. La seconde concerne les souches isolées de bivalves aprés les années 2000
et non pathogénes (a I'exception de la souche FCP1121 isolée en 2008). Enfin, la
derniére catégorie comprend les souches isolées de poissons et non pathogénes au
regard de ces test de virulence. Ces catégories seront un élément clé du chapitre 2

développé durant cette these.
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Tableau 9 : Virulence connue des souches de V. tapetis vis a vis de la palourde japonaise R. philippinarum. POS :

positif, NEG : négatif, ND : non déterminé. Synthése des données récoltées d'aprés Bidault et al. (2015b); Dias

et al. (2018).
Souchesde  Hoéte Année Décollement d'hémocytes  Induction de la MAB chez
V. tapetis chez R. philippinarum in R. philippinarum in vivo
vitro

CECT4600 Ruditapes 1990 POS POS
philippinarum

IS1 (VP1) Ruditapes 1988 POS POS
philippinarum

IS5 Ruditapes 1991 POS POS
philippinarum

IS7 Ruditapes 1990 POS POS
philippinarum

IS8 Venerupis aurea 1990 POS POS

IS9 Cerastoderma 1990 POS POS
edule

RP 2.3 Ruditapes 1990- ND POS
philippinarum 1991

RP 8.17 Ruditapes 1990- POS POS
philippinarum 1991

RP 9.7 Ruditapes 1990- POS POS
philippinarum 1991

RP11.2 Ruditapes 1990- POS POS
philippinarum 1991

RD 0705 Ruditapes 1992 NEG POS
decussatus

P16B Ruditapes 1995 POS POS
philippinarum

UKé Ruditapes 1996 POS POS
philippinarum

LP2 Symphodus melops 1999 NEG NEG

HH6087 Hippoglossus 2002 NEG NEG

(CECT 8161)  hippoglossus

GDE Dosynia exoleta 2003 NEG NEG

FPC 1121 Ruditapes 2008 ND POS
philippinarum

GTR | Polititapes 2008 NEG ND
rhomboides

S2-2 Solea solea 2009 ND NEG
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lll. Interaction héte-pathogéne

3.1.  Approche éco-physiologique de la relation hote pathogéne
Le schéma suivant établi par Paillard (2016) synthétise la MAB d'un point de vue
écologique, physiologique et épidémiologique. En effet, V. tapetis est une bactérie
d’eau froide sévissant particulierement en hivers lorsque sa virulence est maximale et

que le systeme immunitaire de la palourde est plus affaibli.

L Autumn Winter Spring Summer Autumn

Ecological level

Physiological level

BRD

Epidemiological level
[Vibrio tapetis)

Figure 11 : Synthése de la MAB d'un point de vue écologique (localisation des animaux dans le sédiment),
physiologique (localisation du pathogene dans I'animal) et épidémiologique (évolution de la concentration en V.
tapetis dans |'animal lors de la septicémie, le développement de la MAB ou la réparation coquilliere). A : Vibrio
tapetis dans les tissus (violet); C: V. tapetis dans les fluides palléaux et extra palléaux (rouge); B: V. tapetis dans

les compartiments internes et externes ( violet et rouge). Réparation coquillere en vert (Paillard, 2016).

D’un point de vue physiologique, sur la figure 11, le stade A représente une invasion
du pathogene dans les tissus de la palourde entrainant une septicémie puis la mort
de I'animal. Le stade B représente une invasion dans les compartiments internes

(microparasite interne) pouvant entrainer la MAB voire méme la mort de |'animal. Le
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stade C, le cas de la bactérie se comportant comme un microparasite externe,
caractérise une invasion du pathogéne uniquement dans les compartiments externes
(fluides extra palléaux) induisant la MAB (phase 1). Lorsque les conditions sont
favorables, la palourde peut alors amorcer les phases de réparation de la coquille
(phase 2) voire méme de réparation totale (phase 3), (Paillard, 2016).

D'aprés cet auteur, il existe une relation entre la densité de palourde et la
concentration de V. tapetis présents dans le sédiment (suivi expérimental sur le
terrain). Les modes potentiels de transmission de la MAB par |'eau, par contact ou par
les feces et pseudoféces ont été étudiés et cela a des densités de I'ordre de 100
palourdes/ m?ou 400 palourdes/ m? (validation en laboratoire).

La densité cellulaire en V. tapetis retrouvée dans les fluides des palourdes testées
était significativement plus élevée dans la condition contact par féces ou pseudofeces
par rapport aux autres conditions testées (contact rapproché ou eaux ouvertes) et cela
sans lien apparent avec le renouvellement de I'eau des bassins.

Lorsque les tests portaient sur de fortes densités de palourdes (400 palourdes/m?), le
changement de I'eau a permis une réduction, d'un facteur 10 de la concentration en
V. tapetis.

Potential Fish Host

Faeces & / =
Pseudofaeces ’—\ 3
Dissemination —

Transmission

Mortality

Others Bivalve Hosts
Reservoir Hosts

Figure 12 : Cycle de vie des souches de V. tapetis pathogenes de palourdes. Fleches noires : dissémination,
Fleches bleues : modes de transmission, Fleches rouges : mortalités associées aux palourdes mortes remontant a
la surface du sédiment (Paillard, 2016).

Chez les palourdes atteintes par la MAB, I'analyse des féces a révélé que la microflore
hétérotrophe totale était composée de 80 a 90% de V. tapetis. La mise en cause du

facteur « eau » dans la dissémination du pathogéne n’a été mis en évidence que lors
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de la combinaison forte densité de palourdes et eaux non renouvelées ; néanmoins il
est a noter que ces conditions sont celles le plus souvent retrouvées dans le milieu
naturel. Ainsi cette étude a permis de mettre en évidence deux modes de

transmission de la MAB : par |'eau et par les feces et pseudofeces via le sédiment.

De plus, la capacité du pathogéne a agir comme un microparasite et, de ce fait, a ne

pas tuer son héte entraine une persistance de la bactérie dans I'environnement.

Enfin, les palourdes atteintes par le pathogéne ont un comportement modifié en
remontant vers la surface, présentant alors des concentrations en V. tapetis allant de
2.10° a 8.107 UFC/ml. Les plus moribondes, qui jonchent la surface du sédiment, sont
ainsi accessible pour les prédateurs tel que le labre S. melops et deviennent ainsi une

source importante de dissémination du pathogene.

3.2. Les différentes stratégies d'infection
L'une des étapes fondamentales dans le développement de la MAB est la colonisation
par V. tapetis de la lame périostacale, précédant |'envahissement, par le pathogéne,
de la cavité extra-palléale. D'aprés Paillard (2004), deux stratégies de colonisation

sont possibles :

4 N\ )

MICROPARASITE EXTERNE MICROPARASITE INTERNE
Iésions
Adhérence et colonisation Pénétration dans
de la lame périostracale K I’'hémolymphe j

\.

Maladie de 'anneau brun

O\

Réparation et survie Mort de la palourde

Figure 13 : Les stratégies de colonisation du pathogene de palourdes, V. tapetis, d'apres Paillard 2004a.

Stratégie n°1 : Microparasite externe
Dans ce cas, la bactérie ne pénétre pas a l'intérieur des tissus de I'héte. Elle adhére

et colonise la lame périostracale de la palourde, provocant des altérations qui
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permettent alors la pénétration de la cavité extra-palléale de la bactérie. Elle se
développe alors au sein des hémocytes de la palourde, induisant la maladie de
I"anneau brun correspondant a une accumulation de conchyoline sur le périostracum

de la palourde, révélatrice d'une interférence dans la biominéralisation de la coquille.

Stratégie n°2 : Microparasite interne

Lorsque I'hdte présente des lésions comme des altérations du manteau dues a la
prolifération du dépot de conchyoline, la bactérie pénetre dans les tissus de la
palourde et rejoint le systéme circulatoire dans lequel circule I'hémolymphe. Cela
induit de fortes mortalités : mort des palourdes en 5 a 15 jours (Allam and Ford, 2006).

3.3. Importance de la colonisation et du site d'infection dans le processus
infectieux

La pathogénicité des souches de V. tapetis peut étre étudiée in vivo grace a l'injection

d'une suspension du pathogene dans 3 compartiments : (i) la cavité palléale, (ii) le

muscle adducteur, (iii) la cavité extra-palléale centrale ou périphérique.

(i) Lors de I'injection de souches pathogénes de V. tapetis dans la cavité palléale de
palourdes saines, celles-ci développent alors les symptédmes de la MAB, environ 4
semaines apres injection, avec une prévalence allant de 60 a 95%, dépendant de la
virulence des souches de pathogénes et des années ou I'expérience a eu lieu (Paillard,
2004b).

(ii) Allam et al. (2002), ont également mis au point une expérience visant a injecter
directement une suspension de V. tapetis dans le muscle adducteur postérieur de la
palourde. Cela a eu pour résultats de conduire, en une douzaine de jours, a des
mortalités proches de 100%, sans pour autant qu’un dépdt brun ne soit observé. Chez
ces palourdes, les tissus connectifs sont également envahis, particulierement dans le
manteau et la glande digestive avec des tissus manifestement nécrosés. La
concentration de la suspension bactérienne injectée, dans ce cas, a un réle trés
important. lls ont observé 80% de mortalités lors de I'injection a 107 bactéries/individu
contre 2% pour une concentration de 10° bactéries/individu. Cet effet met en
évidence la relation entre la capacité de clearance de la palourde et la résistance au
pathogene. Dans les concentrations les plus importante, la bactérie semble proliférer

plus vite qu’elle ne peut étre éliminée.
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(iii) Ces auteurs ont également réalisé cette expérience par injection de V. tapetis
directement dans les FEPs centraux de la palourde japonaise (Allam et al., 2002). Dans
ce cas, aucun signe de MAB n’est observé. Cependant, 100% de mortalités cumulées
sont relevées 14 jours apres injection avec une mesure de la phagocytose évoluant
de 60% 2H aprés infection jusqu’a une absence totale d’hémocytes adhérant (0% de
phagocytose) apres 7 jours d'infection. De plus, les mémes expériences réalisées chez
la palourde européenne R. decussatus ne mettent en évidence aucune mortalité. Au
contraire, aucune palourde ne présentait de V. tapetis vivant associés aux hémocytes
a seulement 3 jours post-infection et aucune charge en V. tapetis n'était détectable
apres 7 jours d'infection. D'autres auteurs ont également réalisé des injections des
souches V. tapetis CECT4600 et LP2 directement dans les FEPs périphériques (Le Bris
et al., 2015). De maniére trés intéressante, ils ont démontré que linjection du
pathogéne dans ce compartiment pouvait induire de la maladie de I'anneau brun et
cela plus rapidement qu'apres injection dans la cavité palléale. De plus, ils ont
également démontré que la souche LP2, n’induisant pas de MAB dans le milieu
naturel et en injection dans la cavité palléale, était capable d'induire la MAB lors de

son injection dans la cavité extra-palléale.

Ces différentes études ont ainsi mis en lumiere d'une part un effet trés spécifique de
la bactérie sur son héte et d'autre part le fait que la colonisation de la lame
périostracale de R. philippinarum par V. tapetis joue un rdle clé dans le processus
d'infection de la bactérie pour permettre le développement de la MAB et ainsi la
persistance et la dissémination du pathogéne dans |'environnement. En effet, dans la
dynamique naturelle de la MAB, la colonisation de la lame périostracale est suivie par
la pénétration de V. tapetis dans les FEPs. Ce compartiment posseéde une microflore
hétérotrophe et de nombreuses cellules appelées hémocytes. Les hémocytes sont
des cellules du systéme immunitaire circulant aussi bien dans I'hémolymphe que dans

les FEPs chez les bivalves.

3.4. Modifications hémocytaires dans le cadre de la MAB

Les hémocytes sont des cellules circulantes pouvant entrer dans les tissus et
impliquées dans diverses fonctions telles que la digestion, le transport de nutriment
la biominéralisation mais aussi dans I'immunité des mollusques (Cheng, 1996). Lors
du développement de la maladie de I'anneau brun, les hémocytes de palourdes
présentent un arrondissement caractérisé par la perte des pseudopodes. Ces cellules

possédent des élongations membranaires, appelées pseudopodes, formées d'un
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cytosquelette d'actine leur donnant un aspect en étoile et leur permettant de
phagocyter les bactéries pathogénes. Ce phénomene d'arrondissement, observé lors
de l'exposition des hémocytes a V. tapetis, est di a des remaniements du
cytosquelette d'actine entrainant la perte d'adhérence des hémocytes. Les hémocytes
recrutés au niveau du site d'infection phagocytent V. tapetis qui est alors intégré dans
le phagosome. Au lieu d’entrainer la fusion du phagosome avec le lysosome, V.
tapetis inhibe ce processus et est capable de se multiplier au sein de la cellule
hémocytaire. L'infection de I'hémocyte est alors suivie par une inhibition de la
polymérisation du cytosquelette d’actine, entrainant la perte des pseudopodes.
Lorsque la densité bactérienne devient trop importante, la membrane des hémocytes
se rompt et entrainent la dissémination du pathogeéne dans le compartiment extra-
palléal (Paillard, 2004a).
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Figure 14: Schéma des diverses étapes d'altération des cellules hémocytaires de R. philippinarum suite au
contact avec le pathogene V. tapetis (rouge). (Paillard, 2004a)
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L'activité cytotoxique de V. tapetis vis a vis des hémocytes peut étre mise en évidence
par un test in vitro développé par Choquet et al. (2003) appelé test d’adhérence. Ce
test est utilisé afin de déterminer la virulence des différentes souches de V. tapetis.
L'hémolymphe de palourdes japonaises est prélevée par introduction d’une aiguille
dans le muscle adducteur. Elle est alors incubée durant 3H avec la bactérie V. tapetis
(25 bactéries par hémocytes) ou avec de |'eau de mer stérile filtrée a 18°C. A la fin de
I"expérience, chaque puit est fixé a l'aide de formaldéhyde 3% et présente deux
fractions : le surnageant contenant les hémocytes non-adhérents et le fond de plaque
contenant les hémocytes adhérés a celui-ci. La quantité d’hémocytes non adhérents
est déterminée par cytométrie en flux pour chaque condition testée. Le ratio est
exprimé en nombre de cellules non adhérentes aprés incubation avec la bactérie/
nombre de cellule non adhérente apres incubation avec |'eau de mer stérile filtrée.
Un ratio statistiquement supérieur a 1 indique un effet cytotoxique de la bactérie sur
les hémocytes, caractérisé par une perte d'adhérence de ceux-ci en présence de la

bactérie.

3.5. Réponse immunitaire et métabolique de R. philippinarum lors de

I'infection par V. tapetis

L'immunité innée et la palourde japonaise

Les mollusques bivalves tels que la palourde japonaise possédent comme moyen de
défense contre les pathogenes un systéeme immunitaire dit « inné » en opposition au
systeme immunitaire dit « acquis ». Le systéme immunitaire inné se caractérise par la
mobilisation de différentes protéines afin détruire ou limiter la prolifération de
bactéries exogénes et permettre de lutter contre les infections. Au sein du systéme
immunitaire, on distingue classiquement le systéme immunitaire cellulaire du systéeme
immunitaire humoral. La composante cellulaire est constituée des cellules du systéeme
immunitaire, telles que les hémocytes, agissant via des voies telles que la production
d'espéces réactives de |'oxygéne ou la mélanisation. La composante humorale du
systéme immunitaire est classiquement associée aux protéines circulantes tels que
PRRs (pathogen recognition receptors) ou les lysozymes (Allam and Raftos, 2015;
CHU, 1988; Le Bris, 2013).

Les lysozymes sont des enzymes ubiquitaires retrouvées chez un grand nombre
d’organismes, des champignons jusqu’aux vertébrés. Ces protéines sont fortement
impliquées dans la lutte contre les pathogénes au sein de |'animal en raison de leurs

propriétés bactériolytiques. Chez la palourde japonaise, ces enzymes produites par
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les hémocytes circulent dans des compartiments tels que I’hémolymphe ou les fluides
extra-palléaux et permettent la destruction de bactéries étrangeres a la flore
microbienne de I'hdte (Ding et al., 2011; Lopez et al., 1997; Paillard et al., 2004).

D’autres protéines appelées cyclophilines pourraient étre impliquées dans la défense
immunitaire. Les cyclophilines appartiennent a la famille des immunophilines en tant
que modulateur de la réponse immunitaire en interagissant avec des molécules
immunodépressives telles que la cyclosporine A (Quesniaux et al., 1987). Elles sont
soupgonnées d'étre impliqués dans les stades précoses d'infection chez plusieurs
organismes marins. Chez la crevette Penaeus monodon, la cyclophiline est
transcriptionellement surexprimée dans |I'hépatopancréas lors de la stimulation avec
du LPS (lypopolysaccharide) (Qiu et al., 2009). Chez le poisson chat, Ictalurus
punctatus, linfection par la bactérie Edwardsiella ictaluri entrainerait une
surexpression des transcrits codant pour la cyclophiline (Yeh and Klesius, 2008). Chez
R. philippinarum, Chen et al., (2011) ont mis en évidence, dans I'hémolymphe,
I'expression différentielle de 2 genes de cyclophilines lors de I'exposition a des

pathogénes.

Le systeme immunitaire inné comprend aussi des voies spécifiques de reconnaissance
des PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) par des PRRs (Pathogen
Recognition Receptors). Une partie de ces PRRs sont membranaires comme par
exemple les Toll-like receptors mais ils incluent également des protéines solubles
activées par la voie du complément (Parham and Janeway, 2015). Bien que la
description compléte du systéme du complément n'a jamais été faite chez les
bivalves, de nombreuses études tendent a prouver la présence de ce systéeme
(Moreira et al., 2012).
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Figure 15 : Les 3 voies d'activation du systéme du complément en réponse a une infection par un pathogéne

dans le cadre de la réponse due au systeme immunitaire inné, d'apres Parham and Janeway, (2015).

Le systeme du complément est activé selon 3 voies : la voie alternative, la voie des
lectines et enfin la voie classique. La premiére voie intervient lors de changements
physicochimiques locaux induits par les constituants des bactéries infectieuses. La
voie des lectines agit via la liaison des Mannose-Binding Lectin (MBL) a des composés
présents sur la paroi des bactéries et autres pathogenes. Enfin, la voie classique est
activée par la liaison de la protéine C-réactive a la surface des bactéries. L'ensemble
de ces voies ont pour but d'activer le systtme du complément via le clivage de la
protéine C3 en 2 protéines : C3a et C3b. La protéine C3b se lie alors a la surface du
pathogéne induisant, comme décrit dans la figure 15 ci-dessus : recrutement de
cellules inflammatoires, opsonisation du pathogéne pour qu'il soit phagocyté ou
perforation de la membrane du pathogéne, conduisant alors a la mort de I'agent

infectieux (Parham and Janeway, 2015).
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Moreira et al. (2012), ont identifié une partie des voies moléculaires impliquées dans
la réponse immunitaire des hémocytes situés dans les FEPs et I'hémolymphe de
palourde japonaise affectées par la MAB. Leur étude présente une analyse
transcriptomique d’hémocytes exposés in vitro a V. tapetis. Ces auteurs ont démontré
que les transcrits principaux retrouvés chez les hémocytes stimulés in vitro étaient
impliqués dans des fonctions liées a I'apoptose, la voie Toll-like ou encore le systeme
du complément. Cette étude est la premiére a avoir mis en évidence chez les bivalves
et plus précisément chez |la palourde japonaise la présence de la voie du complément
en identifiant presque toutes les molécules de ce systéme de signalisation en réponse

a I'exposition a V. tapetis.

Systémes de détoxification et MAB

Différents auteurs ont étudié la réponse métabolique de la palourde japonaise
exposée a I'agent pathogene de la MAB. Richard et al. (2016) ont mis en évidence
que la modification du régime alimentaire de la palourde n’impactait pas la réponse
métabolique de celle-ci face au pathogéne. En revanche, le développement de la
MAB impacte fortement la réponse immunitaire et anti-oxydante de I'hote. 2 jours
apres injection d’'une suspension de V. tapetis, on observe, chez les palourdes ne
présentant pas les premiers symptdmes de MAB, une diminution de leur activité
antioxydante ce qui entraine I'accumulation d'especes réactives de 'oxygene (ROS)
pour lutter contre la bactérie. Chez les palourdes sans MAB, a 7 jours post-infection,
on observe une activation des enzymes antioxydantes et de la phénoloxydase
(permettant une bonne élimination des ROS) contrairement aux palourdes chez
lesquelles des symptémes de MAB sont observés. L'activité d'enzymes antioxydantes
(role dans la détoxification) ou liées au systéme immunitaire (augmentation de la
réponse immunitaire) sont, chez les palourdes, des marqueurs de résistance au

développement de la MAB.

Le Bris et al. (2015) ont étudié dans le manteau et I'hémolymphe de palourdes
japonaise |"évolution spatio-temporelle de deux enzymes impliquées dans la réponse
du systeme immunitaire lors de l'infection par V. tapetis: la phénoloxydase et la
superoxyde dismutase (SOD). Cette étude a été menée sur 30 jours post infection par
injection, dans la cavité extra-palléale périphérique des palourdes, de 2 souches de
V. tapetis : CECT4600 (pathogene de la palourde japonaise) et LP2 (non pathogene
pour la palourde). 72H aprés infection, I'hémolymphe (fluide circulant) est marquée
par une augmentation de |'activité de la phénoloxydase (a 7 jours post infection) et

une diminution de l'activité SOD (a 14j post infection) significativement plus
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importante lors de l'infection par la souche CECT4600. Les auteurs ont mis en
évidence un effet spécifique dans I'hémolymphe di a la pathogénicité plus
importante de la souche CECT4600 sur ces deux enzymes liées au systéeme

immunitaire de I'"hbéte.

En complément de cette étude, Richard et al. (2015) ont étudié l'influence de la
température sur |'activité de la SOD et de la phénoloxydase chez les palourdes
infectées par CECT4600 et LP2. L'activité basale des deux enzymes est augmentée
lorsque les palourdes sont exposées a des températures plus élevées. Ainsi, ils ont
mis en évidence un effet amplificateur de la température sur la réponse du systéeme
immunitaire des palourdes via les enzymes phénoloxydase et SOD lorsque l'infection
s'effectue a 22°C tandis que la virulence des souches, elle, diminue a cette
température. Cela est cohérent avec le fait que la réparation coquilléere est plus
importante a 22°C, permettant a la palourde japonaise d’amorcer le processus de
guérison (Paillard, 2016).

En conclusion, la dynamique de la MAB dépend fortement des étapes de colonisation
du pathogene, elle-méme impactée par des facteurs environnementaux (la
température par exemple). Ces derniers influent sur les systémes de
détoxification/réparation mis en place par la palourde japonaise pour lutter contre
I'infection a travers des enzymes telles que la SOD ou la phénoloxydase. De plus, la
mobilisation du systéme immunitaire de [‘animal joue un réle clé dans le
développement de la MAB puisque celui-ci est en partie détourné par le pathogeéene

via des mécanismes moléculaires qui n"ont pas tous été élucidés a ce jour.

3.6. Réponse moléculaire de la palourde japonaise : les voies altérées par le

pathogéne

Dans le but de comprendre les mécanismes moléculaires liés a la maladie de I'anneau
brun, plusieurs études se sont basées sur |'analyse des régulations d'expressions de
génes dans la cadre de la MAB. Ces analyses se basent sur des expériences réalisées
in vitro sur certains compartiments de la palourde japonaise ou in vivo a partir

d'animaux infectés expérimentalement ou provenant du milieu naturel.
Dans le cadre de la problématique de la résistance a la MAB de la palourde japonaise,

Jeffroy et al. (2013) ont réalisés une analyse sur 'hémolymphe et le manteau de

palourdes japonaises infectées avec la souche CECT4600 jusqu’a l'étape de
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réparation coquilliere. Cette analyse est basée sur une technique appelée
Suppression Subtractive Hybridization ou SSH qui permet I'amplification par PCR de
fragments d’ADNc correspondant aux ARNm différentiellement exprimés entre deux
conditions. Pour cela, les ADN doubles brins formés par hybridation des ADNc de la
condition contréle avec la condition expérimentale sont retirés ne laissant que les
ADNCc dont I'abondance différe entre les conditions. Ces auteurs ont mis en évidence
la régulation de génes impliqués dans la réponse immunitaire (galectine), le
métabolisme du fer (ferritine) ainsi que la biominéralisation (Ca-like et serpine) aprées

56 jours d'infection, temps permettant d’atteindre une guérison complete.

Dans le but d'identifier les mécanismes impliqués dans l'arrondissement des
hémocytes par V. tapetis, Brulle et al., (2012) ont également réalisé une analyse basée
sur la technique SSH mais cette fois-ci en exposant in vitro de I'hémolymphe de
palourdes japonaise (dans laquelle se trouvent des hémocytes) a la souche V. tapetis
CECT4600. Cette analyse réalisée a partir d'une expérience in vitro a mis en évidence
la régulation de génes impliqués dans le cytosquelette avec une sur-expression de
génes codant la béta-actine et la béta-thymosine ainsi que la sous régulation de génes
codant pour la CRP-A (cysteine glycine rich protein A), impliqués dans la régulation

du cytosquelette.

Enfin, dans le but de valider les voies moléculaires impliqués dans I'infection par V.
tapetis sur des animaux issus du milieu naturel, Allam et al., (2014) ont effectué une
analyse des transcrits exprimés dans différents tissus de palourdes japonaises pouvant
étre infectées par V. tapetis en analysant des tissus cibles. Cette analyse s’est basée
sur une technique d’oligoarrays ou puces a ADN. Le principe est d’hybrider les ADNc
marqués par un fluorochrome, issus des ARNm de différentes conditions, sur une
matrice puce a ADN contenant les sondes. L'intensité de fluorescence correspond au
niveau d'hybridation pour une sonde données et permet de réaliser une
approximation de |'expression du géne, qui est ensuite comparée entre les différentes
conditions. Ils ont pu démontrer une réponse spécifique selon les compartiments de
I'néte. Ces auteurs ont mis en évidence la régulation chez les palourdes infectées de
transcrits impliqués dans la reconnaissance du pathogeéne (lectines, C1g domain-
containing proteins), dans la mort du pathogene (défensine), dans la régulation de
I'apoptose (death-associated protein, bcl-2) et enfin dans la biominéralisation de la
coquille (shell matrix proteins, perlucine, galaxine, chitine- and calcium-binding

proteins).
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Ces différentes études nous permettent de mieux comprendre les voies moléculaires
impliqués dans la réponse de I'hdte d'une part mais également potentiellement
régulée directement ou indirectement par le pathogéne d'autre part. Un des objectifs
de cette thése est de mieux comprendre les régulations directes et indirectes du
pathogéne sur |'expression des genes de la palourde japonaise afin de mieux
caractériser les mécanismes d'infection.
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IV. Facteurs de pathogénicité de V. tapetis
potentiellement impliqués dans la MAB

La compréhension des caractéristiques propres a |I'hote ou au pathogéne ainsi que
de la dynamique de l'infection est essentielle dans l'identification des facteurs de
virulence connus ou probables dans le cadre de la MAB. C'est sur la base de ces
informations qu’est construite la partie IV qui reprend les facteurs de virulence autour

desquels se sont construits les chapitres de cette thése.

4.1. Le systéme de sécrétion de type IV

Comme décrit dans la partie 2.8. Méthodes de détection du pathogéne, Bidault et al.
(2015b) ont mis en évidence la présence du gene virB4 chez les souches de V. tapetis
pathogénes de palourdes et uniquement chez celles-ci. Récemment, Dias et al. (2018)
ont démontré la présence dans le génome de V. tapetis d'un ilot génomique

correspondant au systéme de sécrétion de type IV (T4SS).

Le T4SS a précédemment été décrit chez Agrobacterium tumefasciens, pathogene
de végétaux provoquant une maladie appelée « galle du collet». Le T4SS est
composé d'un groupe de 11 génes virB ainsi que d'1 géne virD4 et contrdle le
transfert, dans la cellule héte, d’ADNr oncogénique provoquant, dans le cas de A.
tumefasciens, des tumeurs chez les plantes infectées. De maniére schématique, le
systéme de sécrétion de type IV peut étre représenté comme un pilus injectant dans

la cellule héte cet ADN exogéne et oncogeéne.
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Figure 16 : Description du systéme de sécrétion de type IV chez A. tumefasciens, Alvarez-Martinez and Christie
(2009)

La figure 16 schématise chacune des 11 protéines de ce systeme, ayant une fonction
bien définie dans la construction de cette « seringue ». VirB1 est une transglycolase
lytique dégradant le peptidoglycane de la paroi au niveau du site d’assemblage du
TA4SS. VirB2 et VirB5 sont des composants du pilus. VirB3 et VirB7 sont des protéines
associées au pilus. VirB4 et VirB11 sont des nucléoside triphosphatases qui
permettent de fournir I'énergie nécessaire au transfert de I’ADN oncogénique. VirBé,
VirB7, VirB8, VirB9 et VirB10 sont des composants du canal de transfert de cette ADN
(Juhas et al., 2008).

Depuis la découverte du T4SS d’A. tumefaciens, plusieurs types de T4SS ont été
décrit chez diverses bactéries pathogenes Gram-négatives. Les plus connus sont le
systeme VirB d'A. tumefasciens (Stachel and Nester, 1986), mais également le
systeme Tra d’E. coli (Zatyka and Thomas, 1998) impliqué dans la conjugaison
bactérienne ou le systeme Dot/lcm de Legionella pneumophila entrainant la maladie
du légionnaire et impliqué dans la survie intracellulaire du pathogene (Berger and

Isberg, 1993). Les figures 17 et 18 décrivent respectivement |'organisation des genes
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codant pour le T4SS chez différents pathogenes et les mécanismes d’actions liés a

cette diversité de T4SS au sein des différentes espéces chez lesquelles il a été décrit.
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Figure 17 : Organisation des systémes de sécrétion de type IV. Alignement de différents systémes de sécrétion
illustrant la conservation de I'organisation entre les systémes conjugatifs ou le systéme de transfert de I'’ADN-T d'
Agrobacterium tumefasciens, (Foulongne et al., 2002).

L'organisation des génes codant pour le T4SS chez les différents pathogénes est tres
diverse selon les especes bactériennes comme le montre la figure 17. Cette diversité
met en évidence des mécanismes de mobilisation du systéme trés spécifiques en

fonction des mécanismes d'infection mobilisés chez les différents pathogénes.
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Figure 18 : Processus dans lesquels sont impliqués les différents T4SS (transport d'ADN durant la conjugaison et
l'infection d'A. tumefasciens, transport d'effecteurs par de nombreuses bactéries pathogénes). Les cadres rouge
représentent les systémes de pathogénes dont I'organisation des génes est décrit dans la figure 17 (modifié
d'apres Waksman 2019).

Les mécanismes mobilisés dans le cadre du T4SS vont de la conjugaison bactérienne
(systeme Tra d’E. coli) a la sécrétion de toxines directement dans la cellule hote
eucaryote. La figure 18 décrit cette diversité de mécanismes. Les cadres rouges
représentent les mécanismes concernant les bactéries dont |'organisation du cluster
est décrite dans la figure 17. Chez les bactéries de I'espece Bordetella pertussis,
responsable de la coqueluche, I'organisation du cluster Ptl permet l'injection directe
de toxine de la bactérie dans le phagosome de la cellule hote. Chez les bactéries de
I'espece Helicobacter pylori, responsable dulceres gastrique, la mobilisation du

systeme Cag entrainant la sécrétion de la toxine CagA nécessite une internalisation
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de la bactérie dans le phagosome. Enfin, chez L. pneumophila, responsable de la
légionellose, le T4SS est de type Dot/lcm (Defective for organelle trafficking
/IntraCellular multiplication). Il permet la survie intracellulaire de la bactérie par
inhibition de la fusion phagosome-lysosome. Pour éviter d'étre tué par I'héte, L.
pneumophila transforme les phagosomes en un compartiment protecteur appelé "
Legionella containing vacuole " (LCV). La formation de la LCV nécessite le systeme
Dot/lcm. Les LCV sont congus pour échapper a la fusion avec les lysosomes. lls se
déplacent le long de microtubules dans la cellule héte, finissent par fusionner avec le
réticulum endoplasmique (RE) et interagissent avec les mécanismes impliqués dans le
trafic de vésicules endosomales et sécrétoires (Foulongne et al., 2002; Grohmann et

al., 2018; Waksman, 2019).

Chez V. tapetis, Dias et al. (2018), ont comparé les génomes issus de différentes
souches de V. tapetis isolées de plusieurs espéces de bivalves et de poissons. Cette
étude se base sur le séquencage et la comparaison des génomes de ces différentes
souches afin de mieux identifier les génes potentiellement impliqués dans leur
pouvoir pathogénes et principalement dans la MAB. lls ont permis de définir 5
groupes a partir de la présence/absence et de la structure du cluster de géne codant
pour le T4SS.
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Figure 19 : Organisation du T4SS chez la plupart des souches de V. tapetis extraites de bivalves. Les fléches
indiquent chaque CDS du cluster selon leur fonction. Fléches orange et cyan : protéines de fonction inconnue.
Fléches violettes : VirB4 et VirB1.Fléches rose foncé : VirB2. Fleche verte : VirB6, VirB8, VirB9, VirB10. Traduit de
I'anglais d'apres Dias et al., (2018).

Les souches chez lesquelles ce cluster de génes a été retrouvé possedent un T4SS de
type VirB (le méme que chez A. tumefasciens) comme l'illustre la figure 19. La plupart
des souches isolées de I'espece R. philippinarum possédent une organisation du T4SS

trés similaire. Les souches isolées d'autres espéces de bivalves (palourdes ou coques)
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possedent également un T4SS mais |'alignement des genes montrent une

organisation différente du cluster.

L'avancée principale réalisée par ces auteurs est la mise en évidence de la présence
du T4SS uniguement chez les souches de V. tapetis capables d'induire la MAB chez
la palourde japonaise. En effet, les souches isolées de bivalves aprés les années 2000
ainsi que les souches isolées de poissons ne possedent pas ce cluster de genes. Il est
ainsi fortement probable que ce systéme de sécrétion joue un role clé dans le cadre
du développement de la MAB. Un des objectifs de cette thése sera de confirmer ou

d'infirmer le role de ce systeme dans le cadre de la MAB.

4.2. La protéine chaperonne DjlA

D'apres Lakhal et al. (2008) la délétion du géne codant pour la protéine chaperonne
DjlA, appartenant a la famille des DnaJ, entrainerait, chez R. philippinarum, une perte
du phénotype « décollement des hémocytes » lorsque ceux-ci sont infectés par la
souche V. tapetis CECT4600 dont le gene djlA a été supprimé (test in vitro détaillé
dans la partie 3.4). Dans cet article, il a été démontré que le gene codant la protéine
DjlA (282 acides aminés) se trouve dans un opéron et est soumis a |'expression d'un
promoteur contrélant également |'expression du géne Dufezs (178 acides aminés), ces

deux CDS étant séparées par un fragment de 123 pb.

Le mutant V. tapetis ADjlAvr n'induit pas de perte d’adhérence sur les hémocytes de
R. philippinarum in vitro et n'est pas capable de reproduire le phénotype MAB in vivo.
L'absence de restauration du phénotype wild-type avec la complémentation Dufez
seule indique que, dans I'opéron DjlIA- Dufeu, seule la protéine DjlA est impliquée
dans le décollement des hémocytes de la palourde japonaise. La structure DjlA-Dufsza
étant peu conservée chez les Vibrios (présente uniquement chez V. tapetis et V.
splendidus), il est possible qu’elle résulte d'une acquisition récente de genes sans

relation fonctionnelle apparente.

Dans cette étude, les auteurs ont ainsi prouvé l'efficacité de cette méthode de
délétion de genes dans |'étude de la virulence de V. tapetis. Il est néanmoins
important de prendre en compte le phénotype de croissance associé a la construction
dépourvue du gene djlA. En effet, bien que I'absence de virulence in vitro et in vivo
soit prometteuse dans la compréhension des mécanismes d'infection, il est possible
que ces observations soient dues a la croissance ralentie chez la souche dépourvue

du géne djlA.
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4.3. Les Protéines Extracellulaires ou ECP

D'apres Allam and Ford (2006), V. tapetis secréte des protéines extracellulaires (ECPs)
présentant un effet inhibiteur sur le systéme immunitaire de R. philippinarum. Ils ont
testé, in vitro, l'activité biologique de ces ECPs provenant de V. tapetis mais
également de V. anguillarum et V. splendidus sur les hémocytes de la palourde
japonaise en ciblant les propriétés suivantes : la phagocytose, la granulosité et la
viabilité des hémocytes. Ils ont observé dans un premier temps, une diminution de la
phagocytose et de la granulosité chez les hémocytes exposés a V. tapetis. Dans un
second temps, ils ont observé un effet des différentes fractions de cultures de V.

tapetis sur la viabilité des hémocytes (Tableau 10).

Tableau 10: Effet des différentes fractions de V. tapetis sur la viabilité des hémocytes de R. philippinarum,
d'apres Allam and Ford 2006.

Effet des différentes fractions de V. tapetis sur la viabilité des hémocytes de R.
philippinarum

Cultures totales Viabilité diminuée

Cellules lavées Viabilité diminuée

ECP Viabilité diminuée

Cultures avec choc Pas d'effet

thermique

En présence du surnageant d’une culture de V. tapetis, contenant ces ECPs, la
phagocytose est inhibée contrairement a ce qui est observé avec V. splendidus et V.
anguillarum. De plus, des mortalités d’hémocytes plus importantes sont observées
lors de la mise en contact des hémocytes de R. philippinarum avec V. tapetis qu’avec
V. splendidus ou anguillarum. Le résultat du choc thermique, auquel ont été soumises
les différentes fractions de V. tapetis, a révélé que celles-ci présentent une activité
biologique thermosensible sur la viabilité des hémocytes, cette viabilité diminuant
lorsque la fraction testée est active. Cette étude démontre ainsi Iactivité biologique
inhibitrice des différentes fractions de V. tapetis et particulierement des produits de

sécrétion extracellulaires de |la bactérie.

Madec et al. (2014) ont caractérisé ces produits extracellulaires comme étant des
protéines solubles ou associées aux vésicules de la membrane externe. Ces auteurs
ont réalisé une analyse du sécrétome de V. tapetis. Parmi les protéines identifiées,
certaines pourraient vraisemblablement étre impliquées dans le pouvoir pathogéne

de la bactérie dans le cadre de la MAB compte tenu de la dynamique connue de
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I'infection et de la fonction ou l'influence de ces protéines sur la pathogénicité dans

d’autres maladies.

Les chitinases par exemple sont des enzymes permettant la dégradation de la chitine,
composant essentiel de |'enveloppe externe de certains animaux. Plusieurs types de
chitinases ont été retrouvés dans les protéines extracellulaires sécrétées par V. tapetis.
La dégradation de la chitine peut représenter une source de carbone pour les
organismes pathogénes et faciliter leur pénétration dans les tissus de I'hote. Aussi, le
role des chitinases dans la virulence de plusieurs bactéries a déja été démontré
comme par exemple chez les pathogénes Listeria monocytogenes (Chaudhuri et al.,
2013) ou Legionella pneumophila (DebRoy et al., 2006). De plus, la chitine étant un
composé essentiel de la matrice organique de la coquille des bivalves, la présence
de chitinases sécrétées chez V. tapetis pourrait avoir un role clé dans la colonisation

de la lame périostracale chez les palourdes infectées (Madec et al., 2014).

En plus des chitinases, d'autres protéines sécrétées par le pathogéne pourraient jouer
un réle clé dans le développement de la MAB. Les protéines candidates décrites ci-
dessous figurent parmi les plus susceptibles d'étre impliquées dans la MAB et sont
celles retenues pour les expériences de mutagénéses développées durant cette
thése. Elles ont été retenues d'une part a cause de leur réle connu dans d'autres
infections. D'autre part les genes codant ces protéines sont présents en copie unique
dans le génome de V. tapetis CECT4600, permettant d’envisager des techniques de
délétion de genes pour confirmer leur role dans la MAB, contrairement par exemple
aux génes codant les chitinases présent en de nombreuses copies dans le génome
de V. tapetis CECT4600.

OmpU ou Outer Membrane Protein U

Le géne ompU code pour la protéine de la membrane externe du méme nom et est
connu pour étre un facteur de virulence impliqué dans |'adhérence du pathogéne
Vibrio cholerae, responsable du choléra (Sperandio et al., 1995). Son expression est
induite par |'activateur transcriptionnel ToxR. La présence/ régulation du gene ompU
joue un role prépondérant dans |'expression de facteurs de virulence et la colonisation
de I'épithélium intestinal par V. cholerae (Provenzano and Klose, 2000). La protéine
OmpU est utilisée par la bactérie Vibrio tasmaniensis dans |'adhésion et la colonisation
des cellules du systeme immunitaire lors de l'infection chez I'huitre Crassostrea gigas
(Duperthuy et al., 2011).
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GbpA ou N-acetyl-glucosamine (GIcNAc) binding protein

La protéine GbpA se lie aux carbohydrates contenant de la N-acetylglucosamine
comme par exemple la chitine. Elle est impliquée dans la colonisation du mucus
intestinal et la dégradation de la chitine marine par V. cholerae (Wong et al., 2012).
Cette protéine est sécrétée par le systeme de sécrétion de type Il chez V. cholerae
(Kirn et al., 2005). Cette protéine posséde 4 domaines dont 3 sont essentiel a la

colonisation de V. cholerae chez la souris (Wong et al., 2012).

4.4. Les toxines associées a |'espece V. tapetis

La synthese de toxine par des bactéries peut étre un élément clé de leur pouvoir
pathogéne vis a vis d'un héte particulier ou d'un groupe d'hdtes. Les toxines
bactériennes sont classiquement réparties en 2 catégories : les endotoxines et les
exotoxines. L'appellation « endotoxines » est définie par le LPS (lipopolysaccharides)
des bactéries Gram négatives. L'implication du LPS chez les Vibrios pathogénes a déja
été démontré chez différentes especes comme par exemple V. cholerae ou V.
vulnificus (Choquet, 2004; Linkous and Oliver, 1999; Reidl and Klose, 2002).
Concernant les exotoxines, il en existe une grande diversité tant dans leur structure
que leur mode d'action (Choquet, 2004; Cossart et al., 2004) et elles sont retrouvées
chez des bactéries Gram positives comme négatives. Différentes études se sont axées
sur les exotoxines produites par cette bactérie, pouvant étre liée aux mécanismes

impliqués dans la MAB.

Lors de la caractérisation de la souche de référence V. tapetis CECT4600, il a été mis
en évidence que cette souche possede une activité de type hémolysine gréce a sa
capacité a lyser des érythrocytes de chevaux (Borrego et al., 1996b). Choquet, (2004)
ont identifié chez V. tapetis des génes codant pour des hémolysines de type
|écithinase. Seule une partie des souches de V. tapetis testées, pourtant toutes isolées
de palourdes japonaises, présentaient une activité |écithinase. Néanmoins, chez ces

souches négatives, 'activité |écithinase a pu étre induite.

Enfin, lors de la réalisation du sécrétome de V. tapetis, la présence d'une protéine
contenant la signature des toxines RTX a pu étre mise en évidence (Madec et al.,
2014). Les toxines RTX (repeats-in-toxin) sont des facteurs de virulence de type
exotoxines formant des pores au niveau de la membrane (Choquet, 2004; Cossart et
al., 2004). Les toxines RTX contiennent des répétitions de motifs riches en glycine et
en aspartate se liant au ions Ca?* (Linhartova et al., 2010; Madec et al., 2014). Ce sont
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des facteurs de virulence connus chez d'autres bactéries comme Vibrio cholerae
(Olivier et al., 2007) et Vibrio vulnificus (Ziolo et al., 2014).

4.5. Les biofilms de V. tapetis

La formation de biofilms bactériens est impliquée dans les processus de colonisation
et d'infection de nombreuses bactéries pathogénes (Costerton, 1999). Leur réle dans
le potentiel infectieux de différents agents pathogénes a déja été démontré tels que
les biofilms formés par Pseudomonas aeruginosa dans le cadre de la mucoviscidose
(Costerton, 2001; Hgiby et al., 2010) ou leur réle dans le potentiel infectieux de V.

cholerae (Tamayo et al., 2010) par exemple.

Rodrigues et al. (2015) ont étudié les biofilms formés par différentes souches de V.

tapetis :

CECT4600

Pathogéne du poisson labre Pathogéne des bivalves de la famille des Veneridae

Symphodus melops Rudi philippinarum Ruditapes philippinarum Dosiniaexoleta Tapes rhomboides

Figure 20 : Description des souches testées et de leur hote associé, d'apres Rodrigues et al. 2015

Les deux souches de référence LP2 (isolée de S. melops, souche de référence chez
les isolats de poissons) et CECT4600 (isolée de R. philippinarum, souche de référence
de la MAB) forment des biofilms tres différents dont les principales caractéristiques

sont reprises dans les figures 21 et 22.

* Architecture structurée
LP2 ¢ Structure en « champignon »
* Détachement de larges parties du
biofilm

* Non structuré
CECT4600 * Homogéne
e Sattache a la surface

¢ Colonise I’ensemble de la surface
* Non mobile

Figure 21 : Principales caractéristiques des biofilms formés par V. tapetis LP2 et CECT4600, d'aprés Rodrigues et
al. 2015
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OH 2H 8H 10H 12H 13H

Attachement Multiplication ~Agrégation Premiéres micro Structure en Surface couverte Détachement d'une
des cellules  cellulaire cellulaire colonies champignon de cellules partie du biofilm

CECT4600
1S

Figure 22 : Etapes de formations du biofilm chez les deux souches V. tapetis LP2 et CECT4600, d'aprés
Rodrigues et al. 2015

Le biofilm des souches de V. tapetis est principalement composé de polysaccharides
et d’ADN extracellulaire. De plus, les étapes de formations du biofilm chez ces deux
souches bactériennes different avec une structure différente d'une part et le
détachement uniquement chez CECT4600 d'une partie du biofilm d’autre part.

ADN
extracellulaire

LP2

I Polysaccharides

Polysaccharides

CECT4600

ADN
extracellulaire s

Figure 23 : Schéma de la composition des biofilms des souches V. tapetis LP2 et CECT4600, d'aprés Rodrigues
etal. 2015

La principale différence entre les deux souches caractérisées est la répartition de ces
« couches » du biofilm. Le biofilm de la souche CECT4600 est principalement
composé de polysaccharides sur la face supérieure du biofilm lui donnant un aspect
trés homogéne tandis que celui de LP2 est également composé d’ADN extracellulaire
sur la partie extérieure du biofilm formant ainsi une structure hétérogéne sur la surface

d'attachement comme l'illustre la figure 23.
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Le biofilm de CECT4600 présente a sa surface, en grande quantité, des structures
sphériques de 1 a 2 um de diametre, d'aspects rugueux, liés physiquement a la
bactérie et les unes aux autres. Ces composés contiennent des protéines et de I’ADN
et présentent des alternances de zones claires et sombres sans qu’aucun
compartiment interne ne soit visible. Les auteurs ont écarté |I'hypothése selon laquelle
ces composés pourraient étre des vésicules membranaires car celles-ci mesurent
entre 50 et 250 nm de diamétre, taille bien inférieure a celle des composés sphériques
observés. Si ces composés sont abondants a la surface du biofilm de la souche
CECTA4600, ils sont présents en faible nombre a la surface du biofilm de la souche
LP2.

Apres avoir observé I'ensemble des 5 souches testées dans cet article, les auteurs
semblent avoir mis en évidence un pattern avec les souches CECT4600, IS1, GDE,
GTRI, pathogénes de bivalves, présentant des composés sphériques abondants a la
surface du biofilm et la souche LP2, pathogéne de poissons, présentant des composés
sphériques en faible quantité. Il semble donc vraisemblable que le biofilm formé par
les souches pathogéne de bivalve joue un réle (certainement au cours de la

colonisation) dans le pouvoir pathogéne vis a vis de I'héte.

Les auteurs ont également mis en évidence le réle des conditions environnementales
dans le développement du biofilm de la souche CECT4600. En effet, dans des
conditions dites non favorables au développement de la MAB (température a 21°C et
salinité a 4%), le biofilm formé par la souche CECT4600 présente toujours un grand
nombre de composés sphériques, cependant la cinétique de formation du biofilm est
différente de celle observée dans les conditions standards (température a 14° et
salinité a 2%). Le biofilm croit plus rapidement mais n'atteint pas sa densité maximale

par rapport aux conditions standards (Rodrigues, 2014).

4.6. La virulence associée au pH

Le pH est un facteur abiotique essentiel a la croissance des organismes vivants des
microorganismes jusqu'a |'Homme. Il peut également étre impliqué dans le
développement de la flore microbienne commensale ou pathogene. De nombreuses
études ont démontré le lien étroit existant entre le développement bactérien et le
pH, par exemple dans la composition microbiologique du sol ou encore de la flore
intestinale (Nicol et al., 2008 : Ratzke and Gore, 2018 ; Sofi et al., 2014). Ratzke and

Gore, (2018) ont déterminé que le changement du pH environnant peut entrainer des
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boucles de rétroaction chez les bactéries pouvant influencer le devenir des
populations bactériennes en facilitant ou inhibant leur croissance. Ces auteurs mettent
en avant le fait que la compréhension des mécanismes par lesquels les microbes
réagissent et modifient leur environnement permettrait également de comprendre et

prévoir leurs interactions.

Chez certains organismes, le pH joue le réle « d'activateur » de genes de virulence.
Ce phénomene est particulierement décrit chez des espéces de champignons et
levures. Chez le champignon Fusarium oxysporum, pathogene de plante, la
régulation de |'expression de génes par le pH environnant est assurée par une
cascade de signalisation dont le composant terminal est le facteur de transcription
PacC/Rim101p, cette régulation incluant I'expression de genes impliqués dans la
virulence (Caracuel et al., 2003). La voie de transduction du signal Rim101
dépendante est la premiére voie du « pH sensing » décrit chez Candida albicans et
est étroitement impliquée dans de nombreuses infections, notamment en permettant
au pathogéne de s'adapter aux conditions environnantes afin d’assurer sa croissance
(Davis, 2009).

Chez Colletotrichum gloeosporioides, une espéce de champignon pathogene de
plante, il a été mis en évidence que la capacité du pathogéne a produire une pectate
lyase (PL) joue un réle prépondérant dans son pouvoir infectieux. Le champignon est
capable de sécréter de I'ammoniac et d’augmenter le pH du milieu. L'accumulation
d'ammoniac et le changement de pH qui en résulte augmentent en fonction du pH
initial et du pouvoir tampon du milieu. La sécrétion de PL par C. gloeosporioides

augmentait en conséquence lorsque le pH du milieu augmentait (Prusky et al., 2001).

Le carbonate de calcium (CaCOQOs) est le principale constituant des coquilles de
mollusques. Ce minéral se trouve sous trois formes dans |'eau de mer : |'aragonite, la
calcite et le magnesian-calcite (riche en magnésium). L'équilibre de dissolution du
carbonate de calcium se défini comme suit :

CaCOs « Ca?* (aq) + COs* (aq)

L'état de saturation de ce minéral dans I'eau de mer définit si la réaction est favorisée
dans le sens de la formation de cristaux ou de leur dissolution. L'acidification a pour
effet de diminuer le taux de saturation des cristaux de carbonate de calcium en

diminuant les ions COs? disponibles et favorise ainsi la dissolution de la coquille.
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Dans le cadre de la MAB, la régulation du pH pourrait jouer un réle important dans la
modulation de la pathogénicité. En effet, la bactérie colonise et dégrade le
périostracum de la palourde japonaise. L'une des conséquences de l'infection est

alors l'inhibition de la biominéralisation de la coquille.

Central extrapalial fluid

Fluides extra-palléaux , ,
- - Palikal fluid Sécrétion de la coquille

] par le manteau
Palkal line
; Manteau
Peripheral extrapaliial Suid
Periostracal amina

Figure 24 : Schéma de la formation de la coquille chez la palourde japonaise R. philippinarum
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Chez la palourde japonaise, |a réaction de biominéralisation de la coquille se déroule
dans les fluides extra-palléaux. Le périostracum (partie externe de la coquille) est
composé d'une matrice organique appelée conchyoline. Le manteau sécréte les
composants le la coquille (Ca?* et COs?) qui précipitent sur la matrice organique au
niveau du périostracum et forme des cristaux aragoniques de carbonate de calcium
(Figure 24).

Periostracum Périostracum

Outer layer . .
b Matrice organique _

e Précipitation cristaux
o de CaCO;3

Central extrapallial fluid
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Fluides extra-palléaux o .
Pallial fluid Sécrétion de la coquille
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Periostracal lamina

Figure 25 : Schéma hypothétique de l'infection par Vibrio tapetis et de l'intervention du pathogéne dans la

Manteau

biominéralisation de la coquille. En rose : la bactérie infiltrant les fluides extra-palléaux périphériques et centraux.
En bleu, le pathogéne infiltrant les tissus en cas de lésions tissulaires.

Lors de l'infection par Vibrio tapetis, le pathogene colonise donc le périostracum et
le dégrade de maniére a infiltrer les fluides extra-palléaux périphériques voire
centraux. De ce fait, il va inhiber la réaction de biominéralisation de la coquille,
empéchant probablement la précipitation des cristaux de carbonate de calcium
d'aragonite et ainsi conduisant a I'accumulation de ce dépdt brun organique qu’est
la conchyoline (Figure 25). La matrice protéique (organique) est composée
essentiellement, dans des conditions normales, d'aspartate, responsable de liaison

avec les ions calcium : la chélation par des groupes d’esters sulfates sur les chaines
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polysaccharidiques amorcerait la biominéralisation. Lorsque la MAB se développe, les
palourdes atteintes présentent des taux anormaux en acide glutamique, acide
aspartique, sérine, glycine et alanine pouvant entrainer une configuration
stéréochimique anormale entrainant une mauvaise liaison Calcium — Carbonate (Ph
Goulletquer et al., 1989).

L'un des objectifs de cette thése sera de comprendre les relations entre le pH et
I'infection dans le cadre de la MAB au regard de ces informations et des mécanismes

de virulence connus.
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Obijectifs de travail

L'objectif de cette thése est d'identifier les facteurs de pathogénicité de la bactérie
Vibrio tapetis, responsable de la maladie de I'anneau brun chez la palourde japonaise

Ruditapes philippinarum et de mortalités récentes chez les poissons marins.

Ce travail a été effectué au LEMAR (Laboratoire des Sciences de |'environnement
marin), UMR 6539, et a été encadré par Vianney Pichereau, Christine Paillard (tous

deux directeurs de these) et par Francois Delavat (encadrant scientifique).

Il a été construit au travers de 2 axes de recherches visant a répondre a cette

problématique générale de thése.

Le premier axe vise a étudier la virulence de V. tapetis en répondant aux 2
problématiques suivantes : Chapitre 1- Quels sont les génes impliqués dans la
virulence de V. tapetis ? et Chapitre 2 - Existe-t-il des marqueurs hotes-spécifiques de

la virulence de V. tapetis ?

Le second axe de recherche concerne l'interaction héte pathogéne et répond aux 2
problématiques suivantes : Chapitre 3 - Quels sont les génes exprimés lors de
I'infection chez I'h6te ? et Chapitre 4 - Quelles sont les modulations au sein de I'animal

associées au pH et a la température lors de l'infection ?
L'ensemble de ces travaux a pour ambition de mieux identifier les mécanismes

moléculaires et physiologiques impliqués dans la maladie de I'anneau brun et de

maniére plus large dans la virulence de I'espéce V. tapetis.
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MATERIELS ET METHODES

Matériels et Méthodes

Dans cette partie sont détaillés |'ensemble des milieux de cultures, souches

bactériennes et tests standardisés de base utilisés dans les recherches menées durant

cette thése. C'est a partir de ce référentiel commun a I'ensemble des chapitres que

nous avons réalisé nos expériences par modifications des milieux de cultures,

constructions de nouvelles souches et modifications de protocoles a partir de ce

matériel biologique de base.

1. Milieux de culture

La tableau n®11 décrit la composition des milieux de culture sources. LB : Luria Bertani
broth, LBS : Luria Bertani broth with Salt, TSA : Tryptic Soy Agar.

Tableau 11 : Milieux de cultures de base utilisés durant cette thése

NOM DU MILIEU

CONTENU DU MILIEUX DE CULTURE

LB

Eau distillée (1L) + Extrait de levure (5g)+ Tryptone (10g) +
NaCl (5g)+ Agar (159)

LBS Eau distillée (1L) + Extrait de levure (5g)+ Tryptone (10g) +
NaCl (20g)+ Agar (159)

Zobell Eau distillée (1L) + Extrait de levure (1g)+ Peptone (49) +
Phosphate ferrique (0,1g) + Sels marins (30g) + Agar (15g)

TSA Eau distillée (1L) + TSA powder (40g)

TSA + 1,6% NaCl
(TSA2)

Eau distillée (1L) + TSA powder (40g) + NaCl (16g)

2. Souches de Vibrio tapetis utilisées

La tableau n°12 recense les souches de V. tapetis utilisées dans les différentes études

menées au cours de ces recherches de thése.
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Tableau 12 : Liste des souches de V. tapetis utilisées durant cette thése

V. tapetis isolées Espéce Subsp. Année Lieu Héte Référence

CECT4600 V. tapetis tapetis 1990 France, Landeda Ruditapes philippinarum C Paillard and Maes
1995; Borrego et al.
1996

IS1 (VP1) V. tapetis tapetis 1988 France, Landeda Ruditapes philippinarum Paillard and Maes,
1990; Maes and
Paillard 1992b; Borrego
etal. 1996

IS5 V. tapetis tapetis 1991 France, Landeda Ruditapes philippinarum Borrego et al., 1996;
Maes, 1992

I1S7 V. tapetis tapetis 1990 France, Quiberon Ruditapes philippinarum Borrego et al., 1996;
Maes, 1992

IS8 V. tapetis tapetis 1990 France, Quiberon Venerupis aurea Borrego et al., 1996;
Maes, 1992

IS9 V. tapetis tapetis 1990 France, Quiberon Cerastoderma edule Borrego etal., 1996;
Maes, 1992

RP 2.3. V. tapetis tapetis 1990-1991 France, Landeda Ruditapes philippinarum Borrego et al., 199¢;
Maes, 1992

RP 8.17 V. tapetis tapetis 1990-1991 France, Landeda Ruditapes philippinarum Borrego et al., 199¢;
Maes, 1992

RP 9.7 V. tapetis tapetis 1990-1991 France, Landeda Ruditapes philippinarum Borrego et al., 199¢;
Maes, 1992

RP 11.2 V. tapetis tapetis 1990-1991 France, Landeda Ruditapes philippinarum Borrego et al., 199¢;
Maes, 1992

P16B V. tapetis tapetis 1995 France, Golfe du Ruditapes philippinarum Allam, Paillard, and

Morbihan Ford 2002

GDE V. tapetis tapetis 2003 France, Glénan Dosinia exoleta C. Paillard 2004a; Dias
etal. 2018

GTRI V. tapetis tapetis 2008 France, Glénan Polititapes rhomboides Dias et al. 2018

UKé6 V. tapetis tapetis 1996 Grande Bretagne, Ruditapes philippinarum Allam, Paillard, and

Poole Harbour Auffret 2000

HH6087 (CECT V. tapetis brittanicus 2002 Grande Bretagne, Hippoglossus Reid et al. 2003

8161) Glasgow hippoglossus

LP2 V. tapetis tapetis 1999 Norvege, Bergen Symphodus melops Jensen et al. 2003

2AU V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et
al. 2018

2BB V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et
al. 2018

2BW V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et
al. 2018

2BT V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et
al. 2018

2BA V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et
al. 2018

2AC V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et
al. 2018

2BC V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et
al. 2018

2BCT V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et
al. 2018

2AE V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et
al. 2018

2BG V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et
al. 2018

2BU V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et
al. 2018

2BM V. tapetis inconnue 2017 Belgique (Norh sea) Limanda limanda Vercauteren et
al. 2018

V. tap Tong V. tapetis inconnue 2015 Belgique Solea solea Declercq et al.
2015

(Experimental
environment)
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3. Test de virulence des souches de V. tapetis in vitro vis a vis de la palourde

japonaise

Ce test, développé et standardisé par (Choquet et al., 2003), a été appliqué aux
différents chapitres de cette thése afin de tester la virulence des souches de V. tapetis
aux regards des recherches menées. Un schéma récapitulatif de ce test est disponible

figure 26.

A) Animaux
Les animaux utilisés lors des expériences décrites dans cette thése sont des palourdes
japonaises de I'espece Ruditapes philippinarum fournies par la société conchylicole
SATMAR et provenant des sites de Landeda (Nord Finistére) ou Marennes Oléron
(Charente-Maritime). Les palourdes ont été acclimatées dans de l'eau de mer

oxygénée a |'aide d'un bulleur et a une température de 14°C.

B) Prélevement d’'hémolymphe
L'hémolymphe des palourdes japonaises utilisées pour ces expériences est prélevée
directement dans le muscle adducteur via le ligament situé a 'extérieur de la coquille
sans avoir a ouvrir les animaux. Chaque hémolymphe est prélevée individuellement
et la qualité des hémocytes présents dans ce fluide est vérifiée par observation au
microscope (présence de pseudopodes, peu d’hémocytes de forme arrondie, pas de
microorganismes). Les hémolymphes de bonne qualité sont poolées et les hémocytes
de ce pool sont comptés sur cellule de Malassez pour déterminer la concentration

d’hémocytes.

C) Suspension bactérienne
Les suspensions bactériennes, nous permettant de tester la virulence des différentes
souches concernées, sont obtenues a partir de colonies resuspendues dans de I'EMSF
(eau de mer stérile filtrée). Les densités cellulaires de ces suspensions sont ajustées
pour que l|'exposition finale lors du test soit de 25 bactéries / hémocyte. Les
concentrations sont déterminées aprés mesure au spectrophotometre de la densité
optique (DO) a une longueur d’onde A de 492nm selon la formule :
UFC/mI=1,3x10? DO - 3,6x10’.
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D) Préparation des échantillons
Les expériences sont toujours réalisées au minimum en triplicas pour chaque
condition testée. Dans une ou plusieurs plaques 24 puits, selon le nombre de souches
a tester, sont déposés 100 pl d’'hémolymphe. Aprés quelques minutes, 100ul de
suspension bactérienne de la souche a tester sont déposés dans les puits
correspondant pour les conditions expérimentales et 100 pl d'EMSF pour les

contrdles.

E) Déroulement du test
La ou les plaques contenant de I'hémolymphe + EMSF (contrbles) ou de
I'hnémolymphe + suspension bactérienne (exposés) sont incubées pendant 3 heures a
18°C en étuve. Le contenu des puits est alors immédiatement fixé a I'aide de 200 pl

de formol 3% final (volume a volume) et conservés a +4°C jusqu’a analyse.

F) Analyse au cymometre en flux
Le contenu de chaque puit est transféré individuellement dans un tube de cytométrie
et est marqué par ajout de 4 uL de SYBR Green 107, intercalant de I'ADN. Apres 30
minutes de marquage a l'abri de la lumiere, les échantillons sont analysés par
cytométrie en flux. Le SYBR Green permet de marquer I'ADN des cellules qui
deviennent alors fluorescentes. Connaissant les caractéristiques de taille et de
granulosité des hémocytes, cette analyse permet de quantifier la fluorescence
correspondant aux hémocytes et ainsi de connaitre le nombre d’hémocytes se

trouvant dans le surnagent de chaque puit exposé ou non a la bactérie.

G) Détermination des ratios d’hémocytes non adhérents
Apres recueil du nombre total d’hémocytes en suspension présents dans chaque puit,
déterminé par l'analyse au cytométre en flux, nous effectuons une moyenne
d'hémocytes présents dans les puits controles. Nous calculons ensuite le ratio moyen

d'hémocytes pour chaque condition testée et chaque réplica :

nombre d’hémocytes présents dans les puits expérimentaux

Ratio = ” ” — A
nombre moyen d’hémocytes présents dans la condition contréle

Nous effectuons ensuite une moyenne de ratio des réplicas pour chaque condition.
Ce ratio est basé sur le fait que chez les palourdes non atteintes, les hémocytes sont
capables, via leurs pseudopodes, d’adhérer au fond des puits de la plaque 24 puits.

En revanche, lorsque les palourdes sont atteintes, les hémocytes perdent leurs
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pseudopodes et donc leur capacité d'adhérence et ne peuvent plus adhérer au fond
de la plagque. Ainsi, lorsque la souche testée est non-virulente, le nombre d’hémocytes
présents dans le surnageant des puits correspondants n’est pas significativement
différent de celui des puits contréles et le ratio est proche de 1. En revanche, lorsque
la souche testée est virulente et induit une perte d’adhérence, le nombre d’'hémocytes
surnageant présents dans les puits correspondants est significativement supérieur a
celui des puits contréles, induisant ainsi un ratio supérieur a 1. Les représentations
graphiques classiquement utilisées pour présenter les résultats de ce test sont basées

directement sur ces ratios moyens.

H) Tests statistiques
Afin de déterminer si la différence du nombre d’hémocytes entre les échantillons
expérimentaux et contréles est significative, nous nous basons sur le nombre
d'hémocytes présent dans chaque puit. Sur ces données nous réalisons un test de
Student lorsque les données suivent une loi normale ou un test de Mann-Withney-

Wilcoxon lorsque les données ne suivent pas une loi normale.

Radviapen phicppemsrem

‘ Suspension CECT4600 |

‘ Pool d’hémocytes ’

|

\ 25 bactéries /
/ hémocytes

Transfert en
microplaques 24 puits O O O O O O
[ololelelele]
l oleleleleTe

= elelelelele) U
-

Fixation et Marquage @
2. SYBR Green

l 1. Formol 6% L 1
Analyse au cymometre =
en flux

Figure 26 : Schéma récapitulatif du test d'adhésion in vitro
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CHAPITRE 1

Quels sont les genes impliqués dans la
virulence de V. tapetis ?
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Introduction :

Dans ce premier chapitre, nous avons choisi de cibler des génes candidats,
potentiellement responsables du pouvoir pathogéne dans la cadre de la MAB. Le
choix de ces genes repose sur les informations apportées par de précédentes études
basées a la fois sur des approches transcriptomiques, protéomiques et sur les
recherches déja menées au regard de la grande diversité de souches de V. tapetis
existantes. Notre objectif est de comprendre les mécanismes impliqués dans la
maladie de l'anneau brun au travers d'une approche de mutagénése ciblée,
permettant de supprimer des génes chez le pathogéene et de déterminer leur réle

précis dans la dynamique de I'infection.

Dans la premiére partie de ce manuscrit, nous avons choisi de cibler le gene virB4
codant pour un ATPase du systéme de sécrétion de type IV (T4SS), décrit pour la
premiére fois chez Agrobacterium tumefasciens, pathogene de végétaux provoquant
une maladie appelée « galle du collet » (Stachel and Nester, 1986). Le T4SS a
également été décrit comme étant impliqué dans la virulence de nombreux
pathogénes comme les bactéries Helicobacter pylori responsable d'ulcéres
gastriques ou Legionella pneumophila responsable de la maladie du Iégionnaire,
affection pulmonaire pouvant entrainer la mort (Grohmann et al., 2018). La présence
du cluster de génes codant pour le T4SS uniquement chez les souches de V. tapetis
pathogénes de palourdes (Dias et al., 2018) indique que ce systéme de sécrétion

pourrait étre impliqué dans les mécanismes associés a la MAB.

Compte tenu de la mise en évidence de |'importance trés probable du T4SS dans la
virulence de V. tapetis, nous avons choisi de commencer par la délétion du géne virB4
chez la souche V. tapetis CECT4600 (souche de référence de |'espece V. tapetis
subsp. tapetis).
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|dentification de génes de virulence chez V.
tapetis dans le cadre de la MAB par une approche
de mutagéneése ciblée

Résumé de l'article

Vibrio tapetis est une bactérie Gram négatif qui provoque des infections sur les
mollusques bivalves et les poissons. La maladie de |'anneau brun (MAB) est une
infection causée par V. tapetis qui affecte la palourde japonaise Ruditapes
philippinarum. Des études récentes ont montré que le groupe de génes du systeme
de sécrétion de type IV (T4SS) se trouve exclusivement dans des souches de V. tapetis
pathogénes de palourdes japonaises. Toutefois, on ne sait toujours pas si le T4SS est
effectivement impliqué pendant le processus d'infection. Le but de cette étude était
de créer et de caractériser une souche mutante de V. tapetis ne possédant pas le
TASS, obtenue par délétion complete du gene virB4, afin de déterminer le réle du
T4SS dans le développement de la MAB. Cette étude a démontré que le T4SS n'est
pas responsable de la perte des capacités d'adhésion des hémocytes, ni de la
diminution de I'activité lysosomale durant la MAB. Néanmoins, nous avons observé
une diminution de 50% de la prévalence de la MAB et une diminution de la
dynamique de mortalités avec le mutant virB4. Ces travaux démontrent que le T4SS
de V. tapetis joue un réle crucial dans le développement de la MAB chez la palourde

japonaise.
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ABSTRACT

Vibrio tapetis is a Gram-negative bacterium that causes infections on mollusk bivalves
and fish. The Brown Ring Disease (BRD) is an infection caused by V. tapetis that affects
the Manila clam Ruditapes philippinarum. Recent studies have shown that the type IV
secretion system (T4SS) gene cluster is exclusively found in strains of V. tapetis
pathogenic to clams. However, whether the T4SS is effectively implicated during the
infection process remains unknown. The aim of this study was to create and
characterize a V. tapetis T4SS null mutant, obtained by complete deletion of the virB4
gene, in order to determine the role of T4SS in the development of BRD. This study

demonstrated that the T4SS is neither responsible for the loss of hemocytes adhesion
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capacities, nor for the decrease of the lysosomal activity during BRD. Nevertheless,
we observed a 50% decrease of the BRD prevalence and a decrease of mortality
dynamics with the AvirB4 mutant. This work demonstrates that the T4SS of V. tapetis

plays a crucial role in the development of BRD in the Manila clam.

IMPORTANCE

TA4SSs are known to be involved in the infection activity of many pathogens. Vibrio
tapetis is a marine pathogen affecting a wide range of hosts and particularly the
Manila clam Ruditapes philippinarum. Recent genomic comparisons highlighted that
only V. tapetis strains pathogenic to clams carry the T4SS cluster. However, the lack
of genetic tools to genetically modify those strains hampered the demonstration that
their T4SS is implicated for infection of clams. In this study, a technical bottleneck has
been alleviated, by the development an efficient technique to delete the virB4 gene,
an essential ATPase of the T4SS. This genetic approach unveiled the role of this
system for V. tapetis, by the demonstration that its T4SS does not affect hemocytes

but is important for the development of the Brown Ring Disease in the Manila clams.

Keywords: Brown Ring Disease, V. tapetis, R. philippinarum, Hemocytes, T4SS,

rounding phenotype, colonization, mutagenesis
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Abbreviations

BRD: Brown Ring Disease

CFU: Colony Forming Unit

EPFs: Extrapallial Fluids

FSSW: Filter Sterilized Sea Water

PCR: Polymerase Chain Reaction

T4SS: Type IV Secretion System

WT: Wild Type
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INTRODUCTION

Mass mortalities have occurred on the last decades impacting bivalves in hatcheries
as well as in natural beds. Many Vibrio species are involved in these plagues and are
known to be important pathogens in aquaculture (1). Vibrio tapetis (2) is the etiological
agent responsible for the Brown Ring Disease (BRD) (3, 4) affecting the manila clam
Ruditapes philippinarum (5). BRD is characterized by a brown organic deposit, in the
inner face of the shell, between the pallial line and the edge of the shell, which can
often be observed in Manila clams during the winter and spring periods but is present
all year long (6, 7), mostly on the European Northern coast. BRD is a cold water
disease considering the fact that V. tapetis is virulent only at low temperatures, with

an optimum infection temperature of 14°C (3, 8).

The effects of BRD infection on R. philippinarum have been well documented. The
pathogen enters the pallial cavity of clams and then colonizes and degrades their
periostracum to penetrate into extrapallial fluids (EPFs) where they can spread (3, 8).
Hemocytes, which are the clam’s immune system cells, are recruited to the site of
infection within the extrapallial fluids to eliminate the pathogen (9). During a typical
infection, hemocytes phagocytize foreign bacteria and mobilize the lysosome to
eliminate them (10). These immune cells are characterized by pseudopods, which are
actin-rich membranes expansions, that make them able to catch and internalize

bacteria. During the development of BRD, V. tapetis cells are phagocytized by
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hemocytes, but once internalized, they will inhibit several cellular functions such as
actin polymerization or phagosome-lysosome fusion, thereby avoiding degradation
(8, 10-12). Moreover, Reactive Oxygen Species (ROS) production is reduced in
infected hemocytes (13). These bacteria-mediated inhibitions of critical cellular
functions lead to the multiplication of V. tapetis within the hemocytes, which are
ultimately lysed when bacteria reach high densities, allowing V. tapetis cells to spread

in EPFs.

However, while knowledge is improving regarding the behavior of clams and clam
hemocytes upon infection by V. tapetis, very little is known about the precise
mechanisms linked to the virulence of the pathogen. A characterization of the V.
tapetis’ secretome upon exposure to Manila clam hemocytes allowed the
identification of several proteins potentially involved in pathogenicity (14). V. tapetis
is also able to produce several virulence factors potentially involved in its pathogenic
capacity such as hemolysins, cytotoxins and exotoxins (15). It has also been recently
demonstrated that the structures of the biofilms formed by different V. tapetis strains

vary, depending on whether they are clam- or fish- pathogens (16).

The genomes of various strains of V. tapetis have recently been sequenced and
compared. Interestingly, this analysis showed that the Type IV Secretion System (T4SS)
cluster is exclusively found in strains of V. tapetis reproducing BRD in clams and mainly
isolated from infected clams, and not in the ones isolated from fish (17). Furthermore,

a diagnosis method has recently been developed to quantify V. tapetis in EPFs relying
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on the presence of the virB4 gene (18). The T4SS is a delivery system, which can
transfer proteins, but also DNA, directly into recipient cells (which can be either
prokaryotes or eukaryotes). T4SSs were first described in the plant pathogen
Agrobacterium tumefaciens (19) and are well known to be involved in pathogenicity
in multiple infections such as Brucellosis (Brucella spp.) or Legionnaires’ disease
(Legionella pneumophila) (20). One of the characteristics of T4SSs is the presence of
a conserved ATPase, called VirB4 in A. tumefaciens. VirB4 is one of the two ATPase

of this T4SS, being essential for both T4SS structure and activity (21, 22).

Based on the presence of the T4SS cluster only in V. tapetis strains infecting clams
and based on the demonstrated role of T4SS in the pathogenicity of many bacteria,
this secretion system is therefore a likely candidate to be tested to understand the
pathogenicity mechanisms set up by V. tapetis during infection of the Manila clam.
The best way to test such a hypothesis is to delete the corresponding genes. However,
despite laborious efforts, only one deletion mutant (4djlA) of V. tapetis strains
infecting clams has been generated so far (23) and has shown its role on hemocyte
cytotoxicity. This AdjIA mutant was not able to induce mortality or BRD development
in clams, but this result may be a consequence of the growth defect phenotype of the

mutant (23).

In this study, we aimed at clarifying the role of the T4SS in the development of the
BRD, by deleting the virB4 gene of V. tapetis CECT4600. A targeted mutagenesis

approach has been developed, which led to the deletion of the virB4 gene. We could
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demonstrate that the T4SS, while not being essential to induce vibriosis, plays a crucial

role in BRD development in the Manila clam. This approach and the generation of

deletion mutants will help to better understand the genes, and therefore the

mechanisms, set up by the pathogen during the development of BRD.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids and culture conditions:

Bacterial strains used in this study are described in Table 1. Plasmids and primers used
in this study are listed in Table 2 and 3, respectively. E. coli strains were routinely
grown at 37°C in LB medium. V. tapetis CECT4600 and AvirB4 were grown in LB
containing 20 g/I (final concentration) of NaCl (LBS) or in Zobell medium (24) at 18°C
+ 2°C. When necessary, the following components were added: Kanamycine (Km, 100
pg/ml), Chloramphenicol (Cm, 5 pg/ml for E. coli (Cm?); 1 (Cm?) or 5 pg/ml (Cm?) for
V. tapetis), Trimethoprim (Trim, 10 ug/ml), Diaminopimelic acid (DAP, 0.3 mM), D-
glucose (D-glc 1%), L-arabinose (L-ara 0.2 %) or agar (15 g/l). Growth parameters of
strains CECT4600 and AvirB4 have been determined by using a microplate reader
(BioscreenC) in both LBS and Zobell media at 18°C with agitation, in 100-well

microplates, after 24 h of growth.

Construction of a AvirB4 deletion mutant
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The virB4 gene has been deleted by double homologous recombination using a
pLP12-derived suicide plasmid (26), but with specific culture and mating conditions.
Briefly, two fragments of 820 and 799 bp located upstream (UP) and downstream
(DOWN) of the virB4 gene of V. tapetis CECT4600, respectively, were PCR-amplified
using 170607-170608 and 170609-170712, respectively. The two DNA fragments
were fused by Splicing by Overlap Extension (SOEing) PCR using 170607 and 170612,
giving a single 1.6 kbp fragment UP-DOWN (UD-fragment) that was inserted into the
PGEM-T plasmid (Promega) by ligation with T4 ligase (Promega) according to the
manufacturer recommendations. The UD-fragment sequence has been checked by
sequencing at the Eurofins Genomics platform. The UD-fragment has been retrieved
from pGEM-T using EcoRl and Nhel (Promega) and ligated in the pLP12 plasmid
digested with the same enzymes. The ligation mixture was transformed by heat shock
into competent cells of E. coli DH5a Apir, and a clone containing the pLP12 plasmid
in which the UD-fragment had been inserted (renamed pFD055) has been stored at -
80°C. The purified pFD0O55 plasmid has then been transferred to E. coli GEB883 by
heat shock transformation (strain 88). E. coli GEB883 has also been transformed with
the pEVS104 plasmid in order to obtain the helper strain (strain 102, Table 1) used in

this study.

The pFDO55 plasmid was transferred to V. tapetis CECT4600 by a triparental mating
procedure. Briefly, strains 88, 102 and 2 (Table 1) were mixed at a 1:1:5 ratio. Each

strain was harvested one by one, centrifuged (7168 x g, 3 min) and the supernatant
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was removed in order to avoid exposure to antibiotics for the next strain added. The
cell pellet was subsequently resuspended in 20 pl of LBS+D-Glc+DAP and spotted on
a cellulose filter deposited on a LBS+D-Glc+DAP plate. This plate has been incubated
at 25°C for 48 h. The spot was then resuspended with 1 ml LBS, and 100 pl were
plated on both LBS+D-Glc+Cm?® and LBS+D-Glc+Cm'. The remaining suspension was
centrifuged (7168 x g, 3 min), resuspended in 200 pl of LBS, splitted in two 100
fractions which were plated on the same culture media. All plates were incubated at

20°C for 5 days.

The obtained colonies were re-streaked on LBS+D-Glc+Cm' and the site of
chromosomal insertion of pFDO55 was determined by PCR, using 170611-170902 (for
a recombination between UP fragments) and 170901-170612 (for a recombination

between DOWN fragments).

After confirmation of plasmid integration, clones that had integrated pFD055 were
cultivated overnight in LBS. The culture was serially diluted, and 100 pl were plated
on LBS+L-ara to induce expression of the Vmi480 toxin (26) and then excision of
pFDO55 by a second recombination, followed by an incubation at 20°C. The obtained
colonies were then tested for deletion of the virB4 gene by using 170611-170612
(expected size 1759 bp in the mutant, 4285 bp in the wild type (WT)) and 170513-
170514 (no PCR product in the mutant, 173 bp in the WT). A V. tapetis mutant strain

deleted for the virB4 gene has been stored at -80°C (strain 177).
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Complementation of the AvirB4 deletion mutant

The full coding sequence of the virB4 gene of V. tapetis CECT4600 was PCR-amplified
using 180915-180916, cloned into the pGEM-T vector and verified by sequencing.
The obtained construction, as well as the pFD086 plasmid, were then both digested
using EcoRl and Nhel, the accurate DNA fragments were purified from electrophoresis
gel (NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit, Macherey-Nagel) and ligated. The
replacement of the gfp gene in pFD086 by virB4 was checked by using primers
180401-170514 (expected size 2848 bp). The obtained pAR003 plasmid was then
transformed into V. tapetis AvirB4 (strain 177) by triparental mating as described
earlier, by mixing the strains 234, 102, and 177 (Table 1) at 18°C, 24 h. The mating
mixture was plated on LBS+Trim and the presence of pAROO3 in V. tapetis AvirB4 was

confirmed by using 180401-170514 (expected size 2848 pb) to obtain the strain 268.

In vitro virulence assays on Manila clams

The in vitro virulence assay has been performed, following a standardized protocol
developed in order to test the ability of V. tapetis strains to induce a rounding on
hemocytes of the Manila clam (11). . Briefly, Manila clams from the SATMAR shellfish
aquaculture site in Marennes (Charente-Maritime, France) were acclimatized in
oxygenated seawater at 14°C. Hemolymph was harvested directly from the adductor
muscle of each individual, and the quality of hemocytes was checked by microscopical

observation (presence of pseudopods, number of rounded hemocytes). Good quality
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hemolymph samples were pooled and the hemocytes enumerated by using a
Malassez cell. Hemolymph was exposed to a bacterial suspension of V. tapetis
CECT4600 or its derivatives (Table 1) in at least 3 replicates and two independent
experiments. 100 pl of hemolymph were added in 24-well plates, followed by 100
of bacterial suspension (in Filter-Sterilized Seawater (FSSW)), to obtain a 25/1 :
bacteria’/hemocyte ratio);. For the controls, the bacterial suspension was replaced by
100 pl of FSSW. The flow cytometry analysis was coupled with the lysotracker assay
described below, and results were expressed as the ratio of non-adherent hemocytes

in exposed vs control samples.

LysoTracker assays on Manila clams hemocytes:

The LysoTracker probes (Molecular Probes) are fluorescent acidotropic probes for
labeling and tracking acidic organelles in live cells, according to the manufacturer
definition. We used this method to characterize the amounts of acidic organelles in
hemocytes exposed to the different strains of V. tapetis, or FSSW for control. This
Lysotracker assay, performed during the in vitro virulence test, has recently been
developed in order to correlate the rounding phenotype to the cell content in acidic
organelles by performing both tests (i.e. virulence test and LysoTracker assay) on the

same samples (12).

The virulence test was performed as described above. After 1 hour of incubation at

18°C, 4 pl of 50 pM Lysotracker Red DND-99 (Invitrogen, emission from 550 to 700
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nm, final concentration 1 pM) was added to each well. After 2 more hours of
incubation at 18°C, the contents of the wells were then transferred in 5-mL cytometry

polystyrene Falcon tubes (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

Flow cytometry analyses were performed by using a BD FACSVerse flow cytometer
using its blue laser (488 nm) as an excitation source. The mean red fluorescence level
(LysoTracker fluorescence linked to acidic organelles) of the selected hemocytes was

measured using the PerCP-Cy5.5 detector of the flow cytometer (700/54 nm).

Subsequently, 2 pl of a 100X dilution in ultra-pure water of a commercial solution of
SYBR-Green | nucleic acid gel stain 10 000X in DMSO (Molecular probes by Life
Technology, USA) have been added in each tube for 10 min at room temperature, in
dark conditions, before measurement of the green fluorescence. Addition of SYBR-
Green allow the selection of hemocytes by FITC detector of the flow cytometer
(527/32 nm) and then the quantification of the number of non-adherent hemocytes in

our sample.

This second flow cytometry analysis allowed to measure both the green and red
fluorescences, and were performed by using excitation wavelengths of 488 nm and
640 nm, respectively. Results are expressed in mean red fluorescence level per
hemocyte (arbitrary units, AU) measured with the APC detector of the flow cytometer
(660/10 nm) instead of the PerCP-Cy5.5 detector (700/54 nm) to overcome a possible

SYBR-Green fluorescence overlapping.
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To determine whether the differences between the ratio of non-adherent hemocytes
and the amount of acidic organelles in exposed and controls samples are statistically

significant, a Wilcoxon test has been performed.

In vivo virulence assays on Manila clams:

For the in vivo experiments, two modes of infection were used: (i) inoculation of a
fixed number of bacteria into the pallial cavity, which results in BRD symptoms after a
few weeks (31) and (ii) injection of V. tapetis strains into the adductor muscle, which

induces clam mortality in a few weeks (32).

(i) The day before injection, clams were removed from water to allow them to
open enough for injection the next day. 150 clams were injected with 100 pl of
a suspension (5 x 107 CFU/animal) of strains V. tapetis CECT 4600 or AvirB4, or
with 100 pl FSSW as the control. All injected clams were left for 6 h out of water
to promote the colonization of the periostracal lamina by V. tapetis. Animals
were then placed into tanks (50 animals per replicate, in triplicate) equipped
with a bubbler, at 14°C. Animals were not fed during the experiment and water
was changed once after 2 weeks post injection (p.i.). The replicates have been
injected in 3 independent days. After 4 weeks p.i., animals were sacrificed and
shells were kept and analyzed according to the method developed by Paillard

and Maes (33) to determine the BRD prevalence in each condition. To
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determine whether the BRD prevalence was statistically significant between
these conditions, a Chi-2 test with 2 degree of freedom was performed.

(ii) 30 animals (ten clams per replicate) were injected in the adductor muscle with
either a bacterial suspension (5 x 107 CFU/animal) of strains V. tapetis
CECT4600, V. tapetis AvirB4 or V. tapetis AvirB4 +pAR003, respectively for the
experimental conditions, or with 100 pl FSSW as a control. Animals were then
placed into tanks equipped with a bubbler, at 14°C. Dead animals were
enumerated and collected all along the experiment, thus enabling to
determine the mortality rates. Data represented survival rates for each
condition. Statistical analyses have been done using Kaplan-Meier survival

analysis and a Wilcoxon test.

RESULTS

Deletion of the virB4 gene in V. tapetis CECT4600 and physiological characterization

of the AvirB4 mutant:

In order to determine the role of the T4SS in the virulence of V. tapetis CECT4600,
the T4SS-conserved gene virB4 has been chosen as a target for gene deletion. V.
tapetis death occurs at around 30°C and its optimal growth temperature is 18°C,

which is low as compared to the one of E. coli. Based on the recent observation that
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the growth of Vibrio strains under supra-optimal conditions increases the chance of
transferring foreign DNA into marine bacteria (28), matings between V. tapetis
CECT4600 and E. coli carrying the suicide plasmid pFDO55 were performed at 25°C.
After selection of chloramphenicol-resistant clones, one colony was obtained, that
had integrated the pFD055 plasmid into its genome. This clone was tested by PCR
which showed an integration of pFDO55 by recombination within the "DOWN"
region. After excision of the pFD055 plasmid by induction of the Vmi480 toxin with L-
arabinose, some of the obtained colonies were tested by colony-PCR to determine
the genotype of the clones, regarding the presence of virB4. Finally, clones in which
the virB4 gene was deleted in V. tapetis CECT4600 have been obtained, and one

clone has been stored at -80°C for subsequent analyses.

In order to characterize the effect of the virB4 deletion on V. tapetis CECT4600, the
doubling time of both strains has been compared, under both LBS and Zobell culture
conditions in microplate. The growth rates of both strains in LBS were around 2 times
slower than in Zobell, even though the final cell densities were higher when cells were
grown in LBS (Table 4). Statistical analyses of doubling time and Lag phase have been
performed by Wilcoxon tests. The doubling time of the virB4 mutant as compared to
the wild type, was higher in LBS (p=0.016) but not in Zobell (p=0.06) and the Lag
phase was longer in LBS medium as compared to growth in the Zobell medium (p =

0.0002) for both strains. Therefore, although the absence of the virB4 gene leads to a
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slight increase in the doubling time of V. tapetis in LBS, this deletion does not

significantly modify the growth of the mutant in Zobell medium.

The T4SS does not induce loss of adhesion properties on hemocytes

In order to characterize the importance of the T4SS in the virulence of V. tapetis
CECT4600 toward R. philippinarum hemocytes, an in vitro adherence test of clam
hemocytes has been performed, comparing the wild-type- and the AvirB4- strains
both in LBS (data not shown) and in Zobell media (Fig. 2). Our results showed that the
ratio of non-adherent hemocytes in exposed versus control samples was increased by
5.6 fold when hemocytes were exposed to V. tapetis CECT4600, as compared to
hemocytes exposed to FSSW (Fig. 2). This confirmed earlier works, that showed that
V. tapetis CECT4600 induces a loss of hemocytes adhesion properties, by causing
rounding of the cells and de-structuration of the actin cytoskeleton (12, 34).
Interestingly, inactivation of the T4SS did not lead to a decrease in this ratio (Fig.2)
neither in Zobell or LBS. These results strongly suggest that the T4SS of V. tapetis is

not implicated in the pathogen-induced loss of hemocytes adhesion properties.

The T4SS is not implicated in the inhibition of the lysosomal activity in V. tapetis

infected hemocytes

To test whether the T4SS is implicated in the inhibition of the phagosome-lysosome

fusion, we have characterized the amounts of acidic organelles in hemocytes exposed
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to V. tapetis or the virB4 mutant in comparison with exposure to FSSW, by using the
LysoTracker Red DND-99 in flow cytometry. Our results showed that, during in vitro
exposure of hemocytes to V. tapetis CECT4600 or V. tapetis AvirB4, a clear decrease
of at least 2-fold in the amount of acidic organelles was observed as compared to
control hemocytes (Fig 3). The amount of acidic organelles was slightly higher with
the virB4 mutant, as compared to CECT4600 (p=0.004), but this amount was still lower
than the control (p=0.003). This decrease probably reflects a decrease in the
lysosomal activity of hemocytes induced by V. tapetis. The deletion of the virB4 gene

only marginally influences this decrease of lysosomal activity.

The T4SS of V. tapetis is involved in BRD development in the Manila clam

Our in vitro assays revealed that the T4SS does not seem to be implicated in the
cytotoxic effect and in the phagosome-lysosome inhibition of V. tapetis within
hemocytes. To test whether the T4SS is important for BRD development in the Manila
clam, injections of V. tapetis CECT4600 or V. tapetis AvirB4 into the pallial cavity of
clams have been performed. BRD prevalence has been determined after 4 weeks
post-injection (Fig. 4). The prevalence of BRD in control clams was very low (2%),
confirming that clams were not infected before this experiment. After four weeks of
infection, the prevalence of BRD observed in clams infected by V. tapetis CECT4600

was close to 60%, which is the expected prevalence already reported in several
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studies (8, 34-36). Interestingly, clams injected with a suspension of the AvirB4 mutant
displayed a prevalence of BRD close to 30%, thus decreasing two-fold the prevalence
of BRD in Manila clams. Consequently, our results show that the T4SS is implicated,

but not essential, for BRD development.

The T4SS of V. tapetis is involved in the mortality dynamics observed after injection

of V. tapetis in the adductor muscle

The T4SS is implicated in BRD formation, but it remained unknown whether this
system is also important for the direct mortality of Manila clams. To answer this
question, mortalities have been monitored for 4 weeks after injection in the adductor
muscle of Manila clams with V. tapetis strains. In this experiment, we expected
mortality because the injection was performed in tissues (i.e. adductor muscle) and
this protocol allows mortality within weeks as it has already been demonstrated (32,
37). Mortality rates observed in this experiment are presented in the Fig. 5. By using
the Kaplan-Meier survival analysis, we showed that the mortality rates significantly
differed among conditions (p = 0.002). Expectedly, the highest mortalities were
observed when clams were injected with V. tapetis CECT4600. By contrast, V. tapetis
AvirB4 displayed a lower virulence, as the mortality dynamics significantly differed
from the ones of strains CECT4600 (p = 0.013). Specifically, the proportion of dead

animals at the end of the experiment decreased from 43% to 23% following exposure
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to CECT4600 and AvirB4, respectively. In order to confirm that this phenotype was
effectively due to the AvirB4 deletion, we performed genetic complementation on V.
tapetis AvirB4 by transferring in this mutant a plasmid carrying the virB4 gene. As
expected, the functional complementation of virB4 in the AvirB4 mutant partially
restored the virulence of this strain (Fig. 5), with 30% of clam mortality after 5 weeks
of infection, and a mortality dynamics that did not significantly differed from that
observed for V. tapetis CECT4600 (p = 0.52). Thus, the functional complementation
of V. tapetis AvirB4 reproduced the mortality dynamics observed after injection in the
adductor muscle of the V. tapetis CECT4600. This demonstrated that the attenuated
virulence phenotype of V. tapetis AvirB4 is effectively due to the deletion of the virB4

gene, thus demonstrating a major role for the T4SS in the virulence of V. tapetis.

DISCUSSION

Brown Ring Disease (BRD) affects the Manila clam R. philippinarum and is due to an
infection by V. tapetis, a bacterium that acts as an external microparasite to induce
this disease (8). V. tapetis colonizes and degrades the periostracal lamina, in order to
enter the extrapallial fluids (EPFs). During this process, a brown organic deposit is
produced that results from the inhibition of shell biomineralization. This inhibition
leads to accumulation of the organic part of the shell, the conchyoline that forms a

brown ring inside the shell, giving its name to BRD (3). Invasion of V. tapetis in EPFs
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also leads to several perturbations in the immune response capacities of the Manila
clam, exemplified by a phenotype of rounded hemocytes. Indeed, it has been
demonstrated that V. tapetis induces a loss of adhesion properties of infected
hemocytes and a standardized test have been developed in order to show and
measure this phenotype in vitro (11). Studies also demonstrated that V. tapetis is able
to modify processes such as phagocytosis, ROS production and resistance capacities
of the hemocyte cells during infection (15, 34, 38). These modifications of hemocytes
physiology are accompanied by actin cytoskeleton re-organization, as it has been
shown by analyses of deregulated genes in clams during infection or physiological

assay (12, 34, 39, 40).

Nevertheless, almost nothing is known about the molecular mechanisms set up by the
pathogen in order to induce the phenotypes described above. Interestingly, a recent
genomes comparison of V. tapetis strains highlighted the probable involvement of
TA4SS in BRD (17). In this study, the authors compared the genomes of seventeen
strains of V. tapetis isolated from either bivalves or fish. They highlighted that strains
of V. tapetis pathogenic to clams are the only ones that carry a cluster of 11 genes
encoding a VirB/D4 T4SS. It is then likely that T4SS is involved in this specific ability
of clam’s pathogenic strains to induce BRD in the Manila clam. T4SSs are found in
nearly half of the bacterial genomes (41) and are implicated in the conjugation of DNA
and/or the secretion of effectors into prokaryotic and/or eukaryotic cells. Its molecular

structure is also very different depending on the infection strategy implemented by
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the species that carries this cluster, and on the bacterial species itself. The T4SS genes
organizations of V. tapetis CECT4600 is very close to the VirB/D4 system of A.

tumefasciens (17).

Given that T4SSs are present in many pathogenic strains, and that a T4SS is present
only in V. tapetis strains pathogens to clams (17, 18), we decided to inactivate this
system in V. tapetis CECT4600. To achieve this goal, we focused our effort on the
deletion of the virB4 gene of V. tapetis CECT4600. The VirB4 protein is one of the
two ATPase of this T4SS and is involved in pilus biogenesis, as it gives the energy
required for this process. The other ATPase, VirB11, functions with VirB4 to induce a
structural change in the pilin and was thus suggested to modulate the VirB4 dislocase

activity (22).

Unfortunately, no efficient technic of gene deletion was available for V. tapetis, with
only one study that was able to perform a gene deletion on V. tapetis. Indeed, Lakhal
et al. (23) already succeeded more than 10 years ago to delete the djIA gene (849
bp), encoding a membrane-anchored DnaJ-Like protein that is involved in the
rounding phenotype observed and measured by in vitro assay. V. tapetis AdjIA was
not able to induce BRD in infected clams. However, the fact that this strain exhibits a
significantly reduced growth rates makes it role in the virulence of V. tapetis in vivo
undetermined (23). In this study, we succeeded to delete the virB4 gene, using a
derivative of the pLP12 suicide plasmid (26). To achieve it, we developed a

mutagenesis protocol specifically designed for V. tapetis, by identifying the optimal
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mating temperature allowing recombination of the suicide plasmid into the V. tapetis
genome. Specifically, performing the matings at 25°C was key to obtain cointegrates.
This temperature is sublethal for V. tapetis CECT4600, as this strain can survive but is
not able to grow at this temperature. This stressful condition is supposed to alter the
restriction/modification systems (42), making these stressed cells more prone to
accept foreign DNA. An electroporation protocol has recently been developed to
introduce foreign DNA in various marine bacteria, and successful transformation was

only obtained if cells were grown at supraoptimal temperature (28).

V. tapetis is able to grow and develop into clam hemocytes after phagocytosis (4, 33).
This ability to grow into hemocytes may be due to the activity of the T4SS, as
demonstrated with various pathogens. Indeed, Legionella pneumophila, that induces
the legionnaire disease in humans, carries a specialized dot/lcm T4SS. This T4SS
induces the formation of a Legionella containing vacuole (LCV) and escape fusion with
lysosome (44). L. pneumophila T4SS structure is close to H. pylori Cag T4SS (45), and
this system allows the translocation of more than 300 effectors in eukaryotic cells,
affecting pathways controlling membrane transport process (44, 46). The LCV is able
to merge with endoplasmic reticulum and to move along microtubules to deregulate
factors for host signaling. Nevertheless, in this study we demonstrated that the
amount of acidic organelles, which is a proxy of lysosomal activity, decreases after
challenge of hemocytes by V. tapetis in the WT strain but also in the virB4 mutant (Fig.

3). Thus, although there is a probable link between intracellular survival and decrease
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of lysosomal activity, this process is not dependent on the T4SS in the case of V.

tapetis (Fig. 3).

The diversion of the actin cytoskeleton has already been shown in clam hemocytes
following exposure to V. tapetis (12, 34). Such a phenomenon has also been reported
in other pathogenic species, forming a vacuole and encoding a T4SS. For example,
Helicobacter pylori, that carries a cag pathogenicity island, and causes gastric ulcers
and gastric adenocarcinoma in humans, secretes a protein, CagA, associated with the
surface-exposed portion of pilus (47). This effector is associated with the protein HtrA
to open cell-to-cell junctions and to bind to the basolateral host receptor integrin.
These proteins disorganize the apical junctions in stomach cells by a disorganization
of the actin cytoskeleton (44, 48). Bartonella henselae carries a VirB/D4 type of T4SS
which is involved in a reorganization of the cytoskeleton that leads to uptake of
bacteria into endothelial cells (44). Finally, Coxiella burnetii, that causes Q-fever in
humans, forms a Coxiella-containing-vacuole (CCV), using a Dot/Icm-like T4SS similar
to the L. pneumophila’s one. It modifies host endocytic transport systems and
replicates into CCV, interacting with autophagosome (49). Unlike V. tapetis, C.
burnetii grows into a CCV that has acquired lysosomal characteristics such as acidic
pH, acid hydrolases and cationic peptides (50). Interestingly, in vitro incubation of R.
philippinarum hemocytes with V. tapetis heated cultures had revealed that the severe
changes that affect hemocytes during exposure to V. tapetis (i.e. changes in structure

and decrease in hemocyte phagocytic activity and viability) are related to a
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thermosensitive molecule (15). Thus, V. tapetis seems to possess thermosensitive
cytotoxic factor(s) mediated by intact bacterial cells, which are also present as
extracellular secretions (15) and might be secreted through the T4SS. Protease
production is widespread amongst members of the Vibrionaceae and could be
involved in V. tapetis toxicity. In the dynamics of BRD, disorganization of hemocytes
adhesion capacities is followed by an absence of phagolysosome fusion, thus allowing
V. tapetis to grow into the infected hemocytes in a vacuole formed after phagocytosis
(34). Nevertheless, we demonstrated in this study that T4SS is not implicated in the
cytotoxic effect of V. tapetis toward hemocytes, as in vitro assays showed that a virB4

null mutant is still inducing a loss of adhesion properties on hemocytes (Fig. 2).

Finally, we could demonstrate that the deletion of the virB4 gene in V. tapetis
CECT4600, and therefore inactivation of its T4SS, significantly reduced BRD
prevalence by 50% when compared to the WT strain (Fig. 4). Furthermore, mortality
rates of clams after injection of the adductor muscle significantly decreased in V.
tapetis AvirB4, as compared to the WT strain (Fig. 5). Thus, the T4SS has a direct
implication in the virulence and BRD formation by V. tapetis. Interestingly, previous
studies focusing on V. tapetis LP2, a strain that does not carry the T4SS cluster, might
help us to understand the role of T4SS in the development of BRD. The LP2 strain is
not able to induce BRD in the classical way of infection (i.e. injection into the pallial
cavity or balneation) (17, 18, 37). However, if this strain is injected directly into the

extrapallial cavity of Manila clams, it can induce BRD at rates of 75%, as compared to
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strain CECT4600 injected into extrapallial cavity that had induced 100% of BRD is this

particular study (51).

Considering the knowledge about other bacterial species encoding T4SS, it is likely
that V. tapetis is able to secrete effector proteins during the infection’s dynamics of
the BRD. Nevertheless, because a virB4 mutant is not able to reduce loss of adhesion
properties in infected hemocytes, and because prevalence of BRD is reduced in the
absence of the VirB4 gene, we make the hypothesis that V. tapetis T4SS would rather
be involved in the colonization of the host, thus suggesting that T4SS-pilus-mediated
colonization is a key factor for the specificity of this pathogen toward the Manila clam.
The BRD owns its name from the brown organic deposit observed during infection by
V. tapetis. This reaction of the Manila clams to infection occurs in two steps: conchiolin
deposit and shell process repair to enrobe bacteria (52). It has also been shown that
V. tapetis is able to disrupt the host biomineralization process to facilitate colonization
(53). Indeed, V. tapetis colonizes the periostracal lamina and the epithelia of mantle
fold (34). The mantle edge cells are involved in pathogen recognition and
“nacrezation” defense mechanism with the secretion of melanized matrices (3, 40,
54). Thus, we could also formulate the hypothesis that the T4SS interacts with the shell
biomineralization process by injecting effectors into the cytosol of mantle edge cells.
Considering our study, the AvirB4 strain is able to colonize (at least partially) the

periostracal blade and epithelium of the mantle edge, but it might induce a weaker
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immune response because this strain might be less recognized by the mantle cell

receptors and therefore induces less brown deposit.

Future analyses could focus on colonization of the periostracal lamina by light and
electronic microscopy but also on phenoloxydase production in mantle and

extrapallial fluids, in order to study these hypotheses (8, 51).

CONCLUSION

In this study, we showed that the T4SS plays an important role in the dynamics of BRD
but is not essential for BRD development. Considering our results and the knowledge
on other pathogens carrying T4SSs, we make the hypothesis that this system might
be involved in colonization steps or pathogen'’s induction of the immune response in
the development of BRD. Both of these hypotheses might be consistent with the

reduced prevalence of BRD observed in vivo.

This study is the first gene deletion approach on V. tapetis that unveil an important
molecular mechanism involved in the pathogenic activity of this bacterium in the BRD.
Furthermore, it is the first study that confirms the involvement of T4SS in the

development of BRD.
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TABLES AND FIGURES

Table 1: Bacterial strains used in this study

Strains Strains collection Description Reference
number
E. coli strains
DH5a Apir 9 supE44, AlacU169 (@lacZAM15), recAl, endAl, Lab strain
hsdR17, thi-1, gyrA96, relA1, Apir phage lysogen
GEB883 62 E. coli K12 AdapA::erm, pir, RP4-2, ArecA, gyrA462, (25)
2€i298::Tn10, EryR, Tet?, DAP-, conjugative strain
E. coli GEB883 + 88 E. coli GEB883 containing pFD055 This study
pFD055
E. coli GEB883 + 102 E. coli GEB883 containing pEVS104 This study
pEVS104
E. coli DH5a Apir + 234 E. coli DH5a Apir containing pAR003 This study
PAROO3
V. tapetis strains
CECT4600 2 V. tapetis reference strain (wild type) isolated form R.  (2)
philippinarum
AvirB4 177 CECT4600 strain in which the virB4 gene has been  This study
deleted
AvirB4+ 268 Strain 177 containing pAR003 This study

PARO03
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Table 2: Plasmids used in this study

Plasmids Characteristics Reference
pGEM-T® Promega Amp®, lacz Promega
pLP12 oriTRP4, oriVR6K, Psap-vmi480, CmR, suicid plasmid in V. tapetis,  (26)
replicative plasmid in E. coli Apir strains
pFDO55 pLP12 plasmid containing the upstream and downstream regions ~ This study
of the virB4 gene of V. tapetis CECT4600
pJLS199 oriT RP4, oriV R6K, TrimR, Replicative in V. tapetis and in E. coli. ~ (28)
Derived from (27)
pEVS104 KmF, replicative plasmid in E. coli, helper plasmid for conjugation  (29)
pVSV102 Km?R, containing a gfp gene, Replicative in V. tapetis and in E. coli  (30)
pFDO085 Derivative of pJLS199, in which the mcherry gene has been  This study
removed (using Eagl), and in which the RBS region of the gfp
gene has been replace by the one found upstream of the gfp
gene of pVSV102. Replicative plasmid in E. coli and V. tapetis,
TrimR
pFDO086 Derivative of pFD085 containing the Piac promotor of pVSV102  This study
upstream of the gfo gene (Xhol/Xbal), replicative plasmid in E.
coliand V. tapetis, Trim®
pAROO3 Derivative of pFD086 in which the gfp gene has been replaced  This study

by the virB4 gene (Xbal/BamHlI), expressed from the P

promoter. Replicative plasmid in E. coli and V. tapetis. Trim®

All'in silico plasmid maps and sequences are available upon request
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Table 3: Primers used in this study

Primer Name

Sequence (5' -> 3)

Description

170513

170514

170607

170608

170609

170712

170611

170612

170515

170516

180915

180916

170901

170902

180401

TTAAAAGTGGCGGAGGAATG

AAGCTCTGCATCGGTTAGGA

TTTTTGAATTCCACGTTCAAAACTATCCAAAG (EcoRl)

GGGCTTGTGCATAATTAGAAC

GTTCTAATTATGCACAAGCCCCGGAACTAAGGAAAGAGCTG (reverse

complement of primer 170608 in italic)

TTTTTTGCTAGCGGTTTCATTAACGTCAATCTC (Nhel)

GGTTAGAACTTTTCGAGGAAC

CCAAATCGTGTTTGACGTTC

GTTTTCCCAGTCACGAC

CAGGAAACAGCTATGACC

TTTTTICTAGAAAGAAGGAGATATACATATGCACAAGCCCCTCAATAG
(Xbal)

TTTTTTGGATCCTCACAGCTCTTTCCTTAGTTC (BamH1)

GCTCGAGGGAATATAAGTCG

CGGCTGACATGGGAATTGC

ACGTACTAGTGATATCCTGCAGCTCGAGGGTTCGCGTTGGCCGATTC

(Spel)

Forward primer annealing within the virB4
gene

Reverse primer annealing within the virB4
gene

Forward primer to amplify the UP region of
virB4 gene

Reverse primer to amplify the UP region of
virB4 gene

Forward primer to amplify the DOWN region
of virB4 gene

Reverse primer to amplify the DOWN region
of virB4 gene

Forward primer annealing 33 bp upstream of
the UP region of virB4 gene

Reverse primer annealing 83 bp downstream
of the DOWN region of virB4 gene

Forward primer annealing 111 bp before
PGEM-T insertion site

Reverse primer annealing 126 bp after
PGEM-T insertion site

Forward primer amplifying virB4 gene

Reverse primer amplifying virB4 gene
Forward primer annealing 59 bp before UD
fragment in pFDO55

Reverse primer annealing 52 bp after UD
fragment in pFDO55

Forward primer annealing in Plac promotor in

pFD086

Restriction sites are underlined
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Table 4: Growth parameters of V. tapetis CECT4600 and V. tapetis AvirB4 in LBS and Zobell media, with shaking

at 18°C in 100-well microplates.

LBS Zobell
Strains T° Doubling ~ Maximum Lag Doubling Maximum  Lag
Time (h) OD 492 Phase Time (h) OD 492 phase
(h) (h)
V. tapetis 18°C 4.42 1.74+0.01 3.33% 2.22+0.19 1.29+0.01 253 +
CECT4600 0.04 0.00 0.18
V. tapetis 18°C 6.00 = 1.59+£0.01 340+ 2.55+0.10 1.13+£0.01 225 +
AvirB4 0.07 0.15 0.32
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Figure 1: Scheme of VirB4 region in the V. tapetis CECT4600 chromosome A with the positions of primers used

in this study
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Figure 2: Effect of the AvirB4 mutation on the adhesion properties of clam hemocytes. Results are presented by
mean ratio of non-adherent hemocytes (i.e. round hemocytes) on exposed samples / control samples. ****:

p-value <10 (student test)
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Figure 3: Measurement of acidic organelles amount by flow cytometry using Lysotracker Red DND-99®.
Excitation of the probe has been done at 640 nm, as specified in the x axis. Mean fluorescence measured in this

range of excitation laser in y axis for each strain tested. **: p.value < 0.004 (Wilcoxon test)
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Figure 4: BRD prevalence after injection of V. tapetis strains CECT4600 and AvirB4 in the pallial cavity of the

Manila clam. ****: p.value <10 (ChiZ2 test, 2df)
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SURVIVAL RATES
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Figure 5: Mortality rates, using Kaplan-Meier analysis, observed after injection of strains V. tapetis strains

CECT4600, AvirB4 and AvirB4+pAR003 (30 clams / conditions) in the adductor muscle of the Manila clam R.

philippinarum.
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Résultats complémentaires
Apres |'obtention de la souche V. tapetis AvirB4, nous avons tenté de supprimer les
deux génes suivants dans le but de réaliser de nouvelles expériences de mutagénese
ciblées chez la souche V. tapetis CECT4600.

OmpU ou Outer Membrane Protein U

Le géne ompU code pour la protéine de la membrane externe du méme nom et est
connu pour étre un facteur de virulence chez le pathogéne Vibrio cholerae,
responsable du choléra. Son expression est induite par |'activateur transcriptionnel
ToxR. La présence/ régulation du gene ompU joue un réle prépondérant dans
I"expression de facteurs de virulence et la colonisation de |'épithélium intestinale par
V. cholerae (Provenzano and Klose 2000). La protéine OmpU est utilisée par la
bactérie Vibrio tasmaniensis dans I'adhésion et la colonisation des cellules du systéeme

immunitaire lors de I'infection chez I'huitre Crassostrea gigas (Duperthuy et al., 2011).

GbpA ou N-acetyl-glucosamine (GlcNAc) binding protein

La protéine GbpA se lie aux carbohydrates contenant de la N-acetylglucosamine
comme par exemple la chitine. Elle est impliquée dans la colonisation du mucus
intestinal et la dégradation de la chitine marine par V. cholerae (Wong et al. 2012).
Cette protéine est sécrétée par le systéme de sécrétion de type Il (Kirn, Jude, and
Taylor 2005). Cette protéine posséde 4 domaines dont 3 sont essentiel a la

colonisation de V. cholerae chez la souris (Wong et al. 2012).

Nous avons réussi a construire les plasmides pAROO1 et pAROO2 (Fig. 27) permettant
de réaliser les expériences de mutagéneéses ciblées vers les génes ompU et gbpA,
respectivement. Ces plasmides sont construits a partir du plasmide pLP12 (Luo et al.,
2015) dans lequel nous avons intégré les séquences en amont et en aval des génes

cibles, précédemment amplifiées par PCR et purifiées.
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Figure 27 : cartographie des plasmides pAROO1 (portant les séquences Up-DOWN du gene ompU) et pAR002 (portant

les séquences UD du géne gbpA)

Plusieurs essais de conjugaisons ont été réalisés avec les souches suivantes, a 25°C

durant 48H selon le protocole développé pour déléter le gene virB4 :
- E. coli GEBB883 + pAR001 ; E. coli GEB883 + pEVS104 ; V. tapetis CECT4600

ou

- E. coli GEBB883 + pAR002 ; E. coli GEB883 + pEVS104 ; V. tapetis CECT4600

Nous avons tenté de réaliser les conjugaisons en milieux LBS et Zobell et a 18° et

25°C avec des conjugaison durant 24 ou 48H. Malheureusement aucun co-intégrat

(souche de V. tapetis ayant intégré le plasmide pAROO1 ou pARO02 dans son génome)

n'a pu étre obtenu malgré plusieurs tentatives. Il est possible que la température de

conjugaison optimale soit différente selon la taille du plasmide. Il est également

possible que l'intégration de celui-ci entraine une modification |étale chez V. tapetis.

Comme pour la délétion du géne virB4, une étape d'optimisation de la température

de conjugaison devra étre développée de maniere adaptée pour chaque géne cible

afin de maximiser les chances d’'obtenir un mutant de délétion des génes ompU ou

gbpA.
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Conclusion et perspectives

Dans ce chapitre, nous avons développé une technique de mutagénese ciblée nous
ayant permis d’obtenir une souche délétée pour le gene virB4. De cette fagon, nous
avons pu étudier l'influence du T4SS sur le développement de la MAB. Dans notre
étude, nous avons démontré I'importance du T4SS dans la MAB ainsi que dans la
dynamique des mortalités associées a l'injection de V. tapetis dans le muscle
adducteur de la palourde japonaise. Nous avons aussi mis en évidence que le T4SS
n'était pas impliqué dans le phénomeéne d'arrondissement des hémocytes et dans la
baisse de l'activité lysosomale observées in vitro aprés exposition d’hémocytes de
palourdes japonaises a V. tapetis. La tentative d’obtention de deux autres mutants de
délétion ciblant les genes ompU et gbpA nous a permis de confirmer |'efficacité des
techniques mises en place pour la construction des plasmides intégratifs nécessaires
aux expériences de mutagénése. En revanche, il semble que la technique développée
pour supprimer le géne virB4 ne soit pas directement adaptable a d'autres genes
cibles. Un travail supplémentaire d'optimisation du protocole de conjugaison devra
donc étre réalisé selon le gene ciblée, dans le but de multiplier le nombre de mutant

et donc d'explorer plus en détails les voies moléculaires impliquées dans la MAB.
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CHAPITRE 2

Existe-t-il des marqueurs hbtes-
spécifiques de la virulence de V.

tapetis ?
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Introduction

V. tapetis est une bactérie capable d'infecter un large spectre d'hotes vertébrés
comme invertébrés. Nous avons la chance d'avoir accés a des isolats provenant
d'espéces telles que la palourde japonaise mais aussi de poissons comme le labre ou
la limande (Vercauteren et al., 2018). Le second chapitre de cette these est axé sur la
problématique visant a étudier la virulence de souches de V. tapetis ayant un spectre
d’'hote tres différents. Les isolats testés ont été isolés a partir de la palourde japonaise
R. philippinarum, de la limande Limanda limanda, du labre Symphodus melops ou
encore du flétant Hippoglossus hippoglossus. Notre objectif est de déterminer s'il
existe des marqueurs de virulence hote-spécifiques. Pour cela, menée une étude
basée sur 2 approches distinctes. D'une part, nous avons effectué une analyse de la
virulence de souches de V. tapetis, a partir du test d’adhérence in vitro, afin de
caractériser la pouvoir d'arrondissement des hémocytes des nouveaux isolats issus de
la limande. Dans un second temps, nous avons analysés |'ensemble des isolats grace
a la technique MALDI-TOF MS et développé une approche de « strains typing » afin
d'identifier des marqueurs discriminant les souches de V. tapetis pathogenes de
bivalves et de poissons. Cette étude a été réalisée en collaboration avec la Ghent
University (Belgique) et plus particuliérement avec ma collegue doctorante Maaike
VERCAUTEREN, sous la direction de Koen CHIERS et Annemie DECOSTERE.

120



AXE DE RECHERCHE | : ETUDE DE LA VIRULENCE DE VIBRIO TAPETIS — CHAPITRE 2

|dentification de marqueurs de virulence hote-
spécifiques chez V. tapetis : étude comparative
chez la palourde japonaise et |la limande

Résumé de l'article

Vibrio tapetis est I'agent étiologique de la maladie de I'anneau brun qui affecte
principalement la palourde japonaise Ruditapes philippinarum. Bien que cette
bactérie ait été principalement connue comme pathogéne des palourdes, elle a été
isolée chez plusieurs espéces de poissons. L'objectif principal de la présente étude
était d'explorer la variabilité entre de 29 isolats de V. tapetis provenant de bivalves et
de poissons, en considérant trois aspects différents : la virulence in vitro basée sur la
perte des propriétés d'adhésion des hémocytes de palourdes, la détection du géne
virB4, qui code une composante essentielle du systéme de sécrétion de type IV (T4SS)
et la caractérisation MALDI-TOF MS. Enfin, ces approches ont été comparées et
évaluées pour leur capacité a discriminer la pathogénicité potentielle des 29 isolats
vis a vis de la palourde japonaise. Les isolats de poissons et de palourdes ont montré
une virulence faible et élevée, respectivement, selon des expériences de virulence in
vitro, vis a vis de la palourde japonaise. Parmi les 11 isolats de limande commune
isolés en 2018 en Belgique, sept sont porteurs du gene virB4 alors qu'aucun des
isolats de poissons testés dans les études précédentes n'a montré la présence de ce
géne particulier. Enfin, les profils de pics générés par I'analyse MALDI-TOF MS ont
montré un regroupement clair des souches pathogenes de palourde. Par conséquent,
nous pouvons supposer qu'un nouvel isolat qui se regrouperait avec des souches
pathogénes de palourdes serait plus probablement pathogéne pour la palourde

japonaise.

Dans cette étude, nous avons démontré ['efficacité du typage MALDI-TOF MS pour
discriminer les isolats de V. tapetis en fonction de leur virulence contre la palourde
japonaise. Cette approche permet une identification rapide et tres abordable des
souches de V. tapetis et ouvre de nouvelles perspectives pour |'étude de la virulence
des isolats de V. tapetis mais aussi pour la surveillance environnementale afin de

prévenir les foyers d'infection.
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ABSTRACT

Vibrio tapetis is the etiological agent of Brown Ring Disease mainly affecting the Manila
clam Ruditapes philippinarum. Although this bacterium has been mainly known as a clam
pathogen, it has been isolated from several fish species. The main aim of the present
study was to further explore the variability between 29 V. tapetis isolates from bivalves
and fish, considering three different aspects; in vitro virulence based on the loss of clam

hemocyte adhesion properties, detection of the virB4 gene, which encodes an essential
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component of the Type IV Secretion System (T4SS), and MALDI-TOF  MS
characterization. Finally, these approaches were compared and evaluated for their ability
to discriminate the potential pathogenicity of the 29 isolates against the Manila clams.
The isolates from fish and clams showed low and high virulence, respectively, according
to in vitro virulence experiments, against the Manila clam. Among the 11 isolates from
the common Dab isolated in 2018 in Belgium, seven carry the virB4 gene while none of
the fish isolates tested in previous studies showed the presence of this particular gene.
Finally, the peak profiles generated with MALDI-TOF MS analysis showed a clear
clustering of clam pathogenic strains. Therefore, we can assume that a new isolate that
would cluster with clam pathogenic strains is more likely pathogenic to the Manila clam

as compared to a one that would not.

In this study, we demonstrated the efficacy of MALDI-TOF MS typing to discriminate
isolates of V. tapetis according to their virulence abilities against the Manila clam. This
approach allows rapid and very affordable identification of V. tapetis strains and opens
new perspectives to study the virulence of V. tapetis isolates but also to perform

environmental monitoring in order to prevent outbreaks.

KEYWORDS: Vibrio tapetis, MALDI-TOF MS, virB4, hemocyte cytotoxicity assay, Manila

clam, fish
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ABBREVIATIONS

BRD: Brown ring Disease

FSSW: Filtered Sterilized Sea Water

HPLC: High performance liquid chromatography

MALDI-TOF MS: Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass

spectrometry

MLSA: Multilocus sequence analysis

RAPD-PCR: Randomly Amplified Polymorphic DNA PCR

T4SS: Type IV secretion system

TSA: Tryptic Soy Agar
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INTRODUCTION

Vibrio tapetis is the etiological agent of Brown Ring Disease (BRD) mainly affecting Manila
clam Ruditapes philippinarum and responsible for mass mortalities in cultured clams
(Maes and Paillard, 1992; Paillard et al., 1994). BRD is characterized by a brown organic,
conchiolin deposit, between the pallial line and the edge of the shell (Paillard and Maes,
1995). The reference strain V. tapetis CECT4600, first isolated from a cultured Manila
clam exhibiting BRD in France, has been well characterized (Borrego et al., 1996; Paillard
and Maes, 1990). Since 1990, V. tapetis was identified in BRD of various bivalve hosts
such as the common cockle Cerastoderma edule (Novoa et al., 1998; Paillard and Maes,
1990), the rayed artemis Dosinia exoleta (Paillard, 2004), Polititapes rhomboides (Paillard,
2004), R. decussatus (Maes and Paillard, 1992; Novoa et al., 1998) and Venerupis aurea
(Maes and Paillard, 1992). This suggests that V. tapetis is able to cross species barriers

(Paillard, 2016).

Recent studies described the isolation of V. tapetis from cultivated or captive held aquatic
vertebrates such as the corkwing wrasse Symphodus melops (Jensen et al., 2003), the
Atlantic halibut Hippoglossus hippoglossus (Reid et al., 2003), the Dover sole Solea solea
(Declercq et al., 2015), the Fine flounders Paralichthys adspersus and the Red conger eel
Genypterus chilensis (Levican et al., 2017). V. tapetis was also pinpointed as causative
agent of ulcerative skin lesions in the wild-caught common Dab Limanda limanda

(Vercauteren et al., 2019).
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In the past, V. tapetis has been described as a homogenous taxon based on traditional
methods such as bio- or serotyping (Castro et al., 1996; Figueras et al., 1996). More
recently, more advanced genetic or experimental techniques revealed that this species
is more heterogeneous. To date, three distinct subspecies of V. tapetis are described,
i.e. subsp. tapetis (Balboa and Romalde, 2013), subsp. britannicus (Balboa and Romalde,
2013) and subsp. quintayensis (Levican et al., 2017). Using genotyping methods, such as
Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) PCR (Romalde et al., 2002) and multilocus
sequence analysis (MLSA) (Gulla et al., 2017) different clusters could be defined between
V. tapetis isolates. Nevertheless, the phylogeny of V. tapetis is not yet completely
unraveled. From an epidemical point of view, differences between V. tapetis isolates can
provide valuable information regarding the diagnosis of BRD outbreaks and detection of
virulent strains. Furthermore, typing of isolates can also help examining the geographical
and host distributions supporting a more ecological approach for studying host-

pathogen-environment interactions (Paillard, 2016; Rodriguez et al., 2006).

Several studies have indeed pointed towards differences between V. tapetis strains
pathogenic and non-pathogenic to clam. In vivo experiments revealed that none of the
strains isolated from fish are able to induce BRD in clam (Bidault et al., 2015; Choquet,
2004; Dias et al., 2018). In addition, these last authors have pointed out that genes
coding for the Type IV Secretion System (T4SS) were only present in strains isolated from

bivalves and pathogenic to the Manila clams (Dias et al., 2018).
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The main aim of the present study was to further explore the variability between the 29
V. tapetis isolates from bivalves and fish, considering three different aspects; in vitro
virulence based on the loss of hemocyte adhesion properties (Choquet et al., 2003),
detection of the virB4 gene (Bidault et al., 2015), coding an essential component of the
Type IV Secretion System (T4SS) and MALDI-TOF MS characterization. Finally, these
approaches were compared and evaluated for their ability to discriminate the potential

pathogenicity of the 29 isolates against the Manila clams.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial isolates and cultivation

The V. tapetis isolates used in this study were isolated from nine different host species
(five bivalves and four fish species) in various countries between 1988 and 2017. Table 1
summarizes the information available on the year, place and host of first isolation in
relation with the knowledge about virulence associated to isolates of V. tapetis in the

context of this study.

In this study, V. tapetis isolates were usually cultivated on Tryptic Soy Agar (TSA; Difco™)
supplemented with 1.5% NaCl and were allowed to grow for two days at 16 = 1°C (fish
isolates) or 18+ 1°C (clam isolates). In all experiments, the reference strain CECT4600

was used as the positive control.
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In vitro toxicity assay against Manila clam hemocytes

In vitro virulence of V. tapetis isolates derived from the common Dab was tested using
the standardized in vitro hemocyte cytotoxicity bioassay (Choquet et al., 2003). The type
strain CECT4600 was used as the positive control, and filter-sterilized seawater (FSSW)
as the negative one. Animals used in this study were Manila clams from the SATMAR
shellfish aquaculture site in Landeda (Finistére, France). Clams were allowed to acclimate
in oxygenated seawater at 14°C for 14 days. Hemolymph was harvested from the
adductor muscle, pooled after quality check and the hemocytes were enumerated using
a Malassez cell. One hundred pl of hemolymph was added in 24-well plates and kept for
a few minutes to let hemocytes to adhere to the bottom of the plate. Then, 100 pl of
bacterial suspension prepared with FSSW, was added at a bacteria’/hemocyte ratio of
25/1. Each bacterial exposure was performed in triplicates. In control samples, 100 pl of
FSSW was added to the hemolymph. After 3 h of incubation, the number of non-adherent
hemocytes was measured using flow cytometry after addition of 4 pl of SYBR-Green
solution in DMSO (nucleic acid gel stain, dilution 1:10 000, Life Technology, USA) as
already described (Choquet et al., 2003). Statistical analyses were performed using a
pairwise Student test to determine significant differences in non-adherent cell ratios

between bacterial suspensions and control samples (both positive and negative).
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Detection of the virB4 gene in isolates from the common Dab

As the presence of the virB4 gene was already known in most of all the other strains, PCR
detection of the virB4 gene was only performed in the common Dab isolates. A PCR
assay was performed in which a fragment of 173 bp of the virB4 gene was amplified using
primers 170513  (5-TTAAAAGTGGCGGAGGAATG-3') and 170514  (5'-
AAGCTCTGCATCGGTTAGGA-3) and GoTAQ polymerase. Subsequently a Tagman
real-time gPCR quantification was performed according to the standardized method

previously described (Bidault et al., 2015).

MALDI-TOF MS typing on the 29 V. tapetis isolates from bivalves and fish

An ethanol formic acid extraction was performed, based on MALDI Biotyper protocol
(Bruker Daltonics, Bremen Germany). Briefly, cultures were suspended in nuclease-free
water aliquoted in 1.5 ml Eppendorf tubes. Ethanol dissolved in high performance liquid
chromatography (HPLC) grade water was added to the suspension and tubes were
centrifuged (20 000 x g, 2 min) twice upon which the ethanol was removed. Thereafter,
20 pl of 70% formic acid (in HPLC grade water) was added to the pellet. To finish the
extraction, 20 pl of acetonitrile was added. One pl of each extract was spotted eight-fold
(technical replicates) on a MALDI target plate (Bruker Daltonics, Bremen, Germany), air
dried and covered with one pl of alpha- cyano-4-hydroxycinnamic acid matrix (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany). All samples were processed in triplicate (technical

replicates) with an Autoflex Ill Smartbeam MALDI-TOF MS, recording masses ranging
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from 2 000 to 20 000 Da. The obtained raw spectra were imported in BioNumerics 7.6.3
(Applied Maths NV, Sint-Martens-Latem, Belgium) for data analysis. Preprocessing of the
data was performed according to (Giacometti et al., 2018). After preprocessing, peaks
were detected using the continuous wavelet transform method with a signal-to-noise
threshold of two. The spectra were summarized in a single average spectrum per
biological replicate and all replicates with less than 95% similarity to this summary
spectrum were removed from the analysis. The resulting summary spectra were used to

construct an UPGMA dendrogram using a Pearson similarity coefficient.

RESULTS AND DISCUSSION

The wide host and geographic distribution of Vibrio tapetis and linked questions on
possible variability of isolates have been discussed in previous research with a deep
interest in finding a discriminative test for assessing pathogenicity of V. tapetis strains
against clams (Bidault et al., 2015). Furthermore, the isolation of new isolates from skin
ulcerations in the common Dab (Vercauteren et al., 2018) might urge for further

explorations of pathogenic markers using available techniques.
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Most of the V. tapetis isolates from the common Dab are unable to induce a loss of

Manila clam hemocytes adhesion properties

To gain insight into the pathogenicity of V. tapetis to the Manila clam, an in vitro
cytotoxicity assay was developed based on the cell-rounding and subsequent loss of
adherence of hemocytes following exposure to V. tapetis (Choquet et al., 2003). This
bioassay was previously performed for many V. tapetis strains pathogenic to clam (Table
1), whereby isolates IS? and CECT4600 induced the highest loss of adhesion properties
(i.e. in vitro cytotoxicity). Most of the other strains isolated from bivalves displayed
intermediate cytotoxicity. Remarkably, the GDE and GTR-I strains, both isolated from
bivalves but not from the Manila clam, showed no cytotoxicity in vitro. Complete genome
analyses of these two particular isolates revealed strong differences with those from
strains isolated from clam (Dias et al., 2018). Interestingly, genomes comparisons showed

that they would rather be genetically closer to a strain initially isolated from fish (LP2). .

Regarding the common Dab isolates tested in this study, non-adherent cells ratios after
bacterial exposure were fluctuating around 1 for isolates 2AE, 2BG, 2AC and 2BM. The
2BU isolate displayed a ratio of 0.85 + 0.14 and remained clearly below 1 in all replicates.
The ratios found with isolates 2AU, 2BW, 2BC, 2BT and 2BA ranged between 1 and 1.5.
The isolate 2BB showed the highest cytotoxic activity with an average ratio of 2.27 £ 0.26
(Figure 1). For almost all isolates, the ratios of non-adherent cells did not significantly
differ from the FSSW control (pvalue > 0.05 ; Fig. 3). The only exception was the isolate

2BB that showed a significantly higher ratio compared with the FSSW control (pvalue:
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0.0005 ; Fig. 3). These results are consistent with previous results concerning strains

isolated from fish that mostly showed negative cytotoxicity towards clam hemocytes (Dias

et al., 2018).

The cytotoxicity assay, used with clam pathogenic strains, is not always clearly linked to
in vivo pathogenicity as illustrated by virulence profile of strain RD0O705 (Table 1). Indeed,
this strain is not able to induce a loss of hemocytes adhesion properties in vitro but is
able to induce BRD in vivo in the Manila clam (Dias et al., 2018; Novoa et al., 1998).
Nevertheless, since this particular strain has been isolated from another species (i.e.
Ruditapes decussatus), we can assume that this this inconsistency might be related to

host specificity regarding the cytotoxicity in vitro.

Beyond this exception, it should be recalled that the analysis of the virulence profiles of
many V. tapetis strains already characterized for virulence in vitro and in vivo revealed a
good correlation between the cytotoxic activity to clam hemocytes and the in vivo
pathogenicity. Therefore, in view of the results obtained with the new common Dab
isolates, it would be interesting to test whether the 10/11 isolates that display negative
in vitro virulence tests are effectively not pathogenic (in vivo) to the Manila clam, and

conversely whether the 2BB isolate is pathogenic in vivo.
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First detection of the virB4 gene in non-cytotoxic fish isolates

Recently, a rapid and accurate Tagman real-time PCR assay for detection and
quantification of V. tapetis in extrapallial fluids of the Manila clam has been developed,
based on the presence of the virB4 gene, which encodes an essential component of the
T4SS (Bidault et al., 2015). Furthermore, among 17 fully sequenced V. tapetis genomes,
the T4SS genes cluster was identified only in the genomes of strains virulent to the Manila
clam, thus strongly suggesting a role for this T4SS system in V. tapetis pathogenicity (Dias
et al., 2018). These results confirmed previous ones based on the screening performed
on V. tapetis strains pathogenic vs non-pathogenic to clam (Table 1), which showed that
the virB4 gene was present only in clam pathogenic strains (Bidault et al., 2015). It should
be noted that the only strain known to carry the virB4 gene and not able to induce in
vitro cytotoxicity to hemocytes is the strain RDO705. However, as previously evoked,
while it was not isolated from the Manila clam, this strain is able to induce BRD in vivo,
which can explain this inconsistency as described above.

Surprisingly, in the isolates from common Dab, the virB4 gene was found to be present
in seven out of the 11 isolates from the common Dab (2BM, 2AU, 2BA, 2BT, 2BU, 2AC
and 2BG). This study is therefore the first one that provides evidence that V. tapetis
isolated from fish that can carry the gene virB4. None of these isolates displayed in vitro
virulence to clam hemocytes.

This finding challenges the idea that the presence of T4SS is systematically associated

with virulence and questions the relevance of virB4 as a pertinent marker in order to
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discriminate strains according to their pathogenicity to clams.

MALDI-TOF MS analyses reveals 3 clusters of V. tapetis isolates

All 29 V. tapetis isolates included in this study were analyzed using the MALDI-TOF MS
method. This method allows sensitive and rapid identification of microorganisms and is
now widely used in different fields such as clinical microbiology, epidemiological studies
or water or food borne pathogens (Singhal et al., 2015). The technique is broadly used
to identify microorganisms at the species level, but has recently been shown valuable for

strain-typing (Sandrin et al., 2013).

The main peaks were found between 2000 and 7500 Da. Based on the peak profile
generated by the MALDI-TOF MS, the constructed dendrogram (Figure 2) of the
investigated spectra revealed some clearly delineated clusters. In total three distinct
clusters (named A, B and C) and six sub-clusters could be defined, based on differences
in 12 peaks (Figure 2). Peak intensities visualized by the heat map in figure 2 show that
the differences between isolates are subtle. All strains that were isolated from BRD
outbreaks in cultured Manila clam between 1988-1996 clustered together in cluster B
with only a 29.6 % similarity with other isolates. The strains isolated from the common
cockle (IS9) and from the carpet shell clam, R. decussatus (RD0705) were also included in
this cluster. By contrast, the stains that were isolated from the rayed artemis, D.exoleta

(GDE) and from P. rhomboides (GTR-I) were clustered together with isolates from fish, in
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the cluster A. In all, the recent isolates from the common Dab all clustered together,

except 2BW that formed a completely separate cluster, named cluster C.

Among the strains analyzed in the present study, some are of particular interest. GDE
and GTR-I| are two strains that were isolated from natural populations of D. exoleta and
P. rhomboides in 2003 and 2008, respectively. Although the strain GTR-I is able to induce
BRD on P. rhomboides, these two strains GDE and GTR-l are considered as non-
pathogenic for the Manila clam, despite the fact that they were isolated from bivalves
(Dias et al., 2018). The strain FPC1121 was isolated from cultivated Manila clam in Japan
(Table 1, Matsuyama et al., 2010). The original report clearly described the brown deposit
and mass mortalities of Manila clam due to this strain, which was confirmed by in vivo
virulence assays (Matsuyama et al., 2010). Previous gPCR analysis was not able to detect
the virB4 gene in the FPC1121 strain and a possible explanation might be that the strain
uses a different secretion system or that pathogenicity mechanisms might be different
(Bidault et al., 2015). More research will be necessary to study this specific strain and its

phylogenetic position.

The clustering that was deduced from the MALDI-TOF MS analyses, showed some
similarities with previously reported data based on genome analyses (Dias et al., 2018).
Indeed, previous results had shown that the strains isolated from the rayed artemis (GDE)
and P. rhomboides (GTR-I) were genetically distant from V. tapetis strains isolated from
clams. Furthermore, strain LP2 (isolated from S. melops) seemed to be genetically close

to the strain GTR-I. The same clustering could be observed based on the MS profiles.
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Finally, Dias and collaborators (2018) had also shown that strain HH6087, which belongs
to the subspecies britannicus of V. tapetis, was highly distant from all the other studied
strains of V. tapetis (that belong to the subsp. tapetis). Furthermore, the increase of V.
tapetis fish isolates in this study, as compared to previous ones, allows us to better clarify
the place of strain HH6087 in the species V. tapetis, thus questioning the subspecies

associated to several isolates from the common Dab.

Ecophysiological implications in the context of BRD

Figure 3 synthesizes the relationship between the MALDI TOF MS clustering and the
virulence (in vitro) for all the isolates used in this analysis, according to either this study

or previous virulence profiles analyses.

First, we can show that all the strains that present the same virulence profile, i.e. positive
virulence (in vitro or in vivo) associated to the virB4 gene, clustered together in cluster B
based on the MALDI-TOF MS analysis. Second, the strains GDE and GTR-I, clustered in
cluster A with fish isolates, which is consistent with their virulence profiles, i.e. negative
virulence in vitro or in vivo without the presence of virB4 gene. Finally, all strains isolated
from fish and presenting no virulence in vitro, clustered together, also in cluster A,

despite the fact that 7 of them carry the gene virB4.

As already mentioned, a Tagman real-time PCR assay for the detection and quantification

of V. tapetis in extrapallial fluids of the Manila clam has been developed, based on the
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presence of the virB4 gene (Bidault et al., 2015). Analyses of several V. tapetis strains
have demonstrated that only the strains isolated from the Manila clams carry this
particular gene, therefore suggesting an important role for the T4SS in the pathogenicity
of V. tapetis. This postulate was recently reinforced by the study of several genomes of
V. tapetis strains that demonstrated that the T4SS genes cluster was present only in

strains pathogenic to and isolated from the Manila clam (Dias et al., 2018).

In the present study, we showed for the first time that some V. tapetis isolates from fish
carry the gene virB4. This discovery challenges the way in which strains of V. tapetis to
the Manila clam are analyzed and detected. Since the fish isolates carrying the virB4 gene
did not cause cytotoxic effects in clam hemocytes, the use of the virB4 gene as a single
tool to detect pathogenic strain seems not to be sufficient. By contrast, the MALDI-TOF
MS analysis performed in this study on 29 isolates of V. tapetis allowed for a good
segregation considering to their in vitro pathogenic activity against the Manila clam
hemocytes. It is noteworthy that all the strains included in cluster B are also able to
reproduce the Brown Ring Disease (BRD) in vivo in manila clams. Therefore, we can
assume that an isolate that would cluster in cluster B is more likely pathogenic to the

Manila clam as compared to a one that clusters in cluster A and vice versa.

It is important to bear in mind that strain-level identification using MALDI-TOF MS can
be influenced by minor changes in growth conditions (Kern et al., 2014). To avoid such
inconsistencies, all isolates have been cultured at both optimal growth temperature on

the same media and the same timing was employed with all strains in this study. However,
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when using this method at a broader scale, the same culture conditions need to be taken

into account therefore complicating the applicability.

The information retrieved from the MALDI-TOF analysis is very sensitive to highly
abundant proteins and peaks are therefore mainly based on ribosomal proteins (Sauer
and Kliem, 2010). Those proteins are highly conserved and might therefore be quite
similar between different strains, as seen in the peak intensity tables (Figure 2).
Nevertheless, all fish and clam isolates could be separated based on the MALDI-TOF
peak profile. This MS technique might therefore be regarded as a rapid and cost-effective
tool to discriminate V. tapetis isolates more likely pathogenic to the Manila clam. Further
research will be necessary to confirm the value and accuracy of this MALDI-TOF MS

clustering.

Although the MALDI-TOF MS strain typing presented may be a rapid and powerful to
identify V. tapetis strains, real-time gPCR Tagman is still required to quantify the V. tapetis
load, but ultimately, the BRD reproduction experiments in Manila clams are the essential

challenge to confirm the true pathogenicity of V. tapetis strains.
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CONCLUSION:

In conclusion, although the currently used assays (toxicity to hemocyte and search of the
virb4 gene) were proved interesting to discriminate V. tapetis isolates pathogenic to
clams, our results suggest that the MALDI-TOF MS analysis could be used as a valuable
additional test to discriminate potentially pathogenic strains of V. tapetis, which would
greatly limit the number of strains to be tested for in vivo reproduction of BRD. In this
study, we showed the efficacy of the MALDI-TOF based technic to discriminate isolates
of V. tapetis according to their virulence abilities against the Manila clam. This approach
allows rapid and costless identification of V. tapetis species and opens new perspectives
to study the virulence of V. tapetis isolates but also to perform environmental monitoring

in order to prevent outbreaks.
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TABLES AND FIGURES

Table 1: Synthesis of virulence associated to isolates of V. tapetis. *: virulence against the Manila clam Ruditapes philippinarum ((-):
no virulence, () intermediate virulence, (+): comparable virulence as the reference strain (CECT4600)). Nd: non determined a:
negative in Dias et al, 2018 and intermediate in Choquet, 2004. b: negative in Dias et al, 2018 and intermediate in Choquet et al,
2003. ** : All virB4 gene detection from Bidault et al., 2015; (+) : presence, (-): absence. All strains from bivalves were isolated from
animals that present signs of BRD, except for strain 1S9 isolated from cockles without signs of BRD, since this species is considered
to be a reservoir for the pathogen.

Strain Host species Common name Year Location Isolate reference In vitro In vivo
virulence* virulence*
GTR-I Polititapes rhomboides nd 2008 France, Glénan (Dias et al., 2018) - Nd
RD 0705 Ruditapes decussatus European clam 1992 Spain, Galice (Novoa et al., 1998) - +
CECT4600 Ruditapes philippinarum Manila clam 1990 France, Landeda (Borrego et al., 1996; Paillard and Maes, + +
1995)

FPC1121 Ruditapes philippinarum Manila clam 2008 Japan (Matsuyama et al., 2010) + +

IS1 (VP1) Ruditapes philippinarum Manila clam 1988 France, Landeda (Paillard and Maes, 1990) + +

IS5 Ruditapes philippinarum Manila clam 1991 France, Landeda (Borrego et al., 1996) + +
P16B Ruditapes philippinarum Manila clam 1995 France, Golfe du Morbihan (Allam et al., 2002) + +

RP 11.2 Ruditapes philippinarum Manila clam 1990 France, Landeda (Borrego et al., 1996) + +

RP 2.3. Ruditapes philippinarum Manila clam 1990 France, Landeda (Borrego et al., 1996) + +

RP 8.17 Ruditapes philippinarum Manila clam 1990 France, Landeda (Borrego et al., 1996) +/-2 +

RP 9.7 Ruditapes philippinarum Manila clam 1990 France, Landeda (Borrego et al., 1996) + +

UKé6 Ruditapes philippinarum Manila clam 1996 Great Britain (Allam et al., 2000) + +

1S9 Cerastoderma edule Common cockle 1990 France, Quiberon (Borrego et al., 1996) + +
GDE Dosinia exoleta Rayed artemis 2003 France, Glénan (Dias et al., 2018) - -
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. V. tapetis strains pathogenic to Ruditapes philippinarum
Control : FSSW
V. tapetis isolated from the common dab Limanda limanda

cd

Mean ration of non adherent hemocytes in
exposed samples /control samples

ac
abc ab

FSSW CECT4600 2BB 2BA 2AU 2BT 2BM 2BC 2BW 2AC 2AE 2BG 2BU

Samples : V. tapetis isolates

Figure 1: Effect of various strains of V. tapetis on non-adherent cell ratio. Incubation
time: 3h. Results are presented by a mean ratio of non-adherent hemocytes (i.e. round
hemocytes) in presence of bacteria to the number of non-adherent cells after
incubation with FSSW. Letters depict significant differences (Pairwise Student test).

Errorbar = Standard Deviation/ {n (n = 3 replicates)
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Figure 2: MSP dendrogram of all V. tapetis isolates based on the complete spectra.

Peak intensity is represented using different colors ranging from blue (low intensity)

to red (high intensity). In red : isolates that can induce BRD after injection in the pallial

cavity. In blue : isolates that cannot induce BRD after injection in the pallial cavity. In

black : isolates where no in vivo assay have been performed against the Manila clam
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Figure 3: Dendrogram, based on the MALDI-TOF peak lists, of Vibrio tapetis strains isolated from bivalves and fish combined with

in vitro virulence (hemocyte cytotoxicity assay) and presence of the virB4 gene. In red : isolates that can induce BRD after injection

149



AXE DE RECHERCHE | : Etude de la virulence de Vibrio tapetis — CHAPITRE 2

in the pallial cavity. In blue : isolates that cannot induce BRD after injection in the pallial cavity. In black : isolates where no in vivo
assay have been performed against the Manila clam. * (-): no virulence, (%) intermediate virulence, (+): comparable virulence as the
reference strain (CECT4600). ** (+): present; (-): absent.. nd: not determined. ®: negative in Dias et al, 2018 but intermediate in

Choquet et al, 2003. °: Intermediate in Chqouet, 2004 but negative in Dias et al, 2018
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Conclusion et perspectives

Dans ce chapitre, nous avons mis en évidence une technique permettant de
discriminer les souches de V. tapetis ayant une probabilité plus importante d'étre
pathogénes vis a vis de la palourde japonaise. Basée sur |'analyse par MALDI-TOF
MS, cette technique rapide et peu couteuse présente |'avantage de pouvoir comparer
de nouveaux isolats de V. tapetis a la base de données déja constituée des isolats
décrits dans ce chapitre. De plus, nous avons démontré pour la premiere fois la
présence du géene virB4 dans des isolats issus de poissons, remettant alors en cause
notre fagcon d'analyser la présence et la quantité de souches virulentes de V. tapetis
vis a vis de la palourde japonaise. Cette étude permet ainsi de questionner |'efficacité
de la technique g-PCR virB4 dans la détection et la quantification de V. tapetis
pathogénes de palourdes, dans un contexte de diversité grandissante des isolats de

V. tapetis.
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AXE DE RECHERCHE I

Etude de I'interaction héte-pathogéne

Chapitre 3 : Quels sont les génes

exprimés chez |'hote lors de I'infection ?

Chapitre 4 : Quelles sont les modulations
au sein de |'animal associées au pH et a la

température lors de |'infection ?

153



154



AXE DE RECHERCHE Il : ETUDE DE L'INTERACTION HOTE PATHOGENE — CHAPITRE 3

CHAPITRE 3

Quels sont les genes exprimés lors de

I'infection chez I'héte ?
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Introduction

Dans le cadre de la MAB, I'étude des genes régulés lors de l'infection a fait I'objet de
trois principales études. Ces approches se sont basées sur différentes méthodes. Les
études ayant utilisé la technique de SSH (Suppression Subtractive Hybridization) ont
été réalisées a partir d'hémolymphe et de manteau de palourdes expérimentalement
infectées par V. tapetis dans le but d’étudier la réparation coquilliere (Jeffroy et al.,
2013) ou sur de I'hémolymphe exposée a V. tapetis selon le protocole du test de
virulence standardisé (Choquet et al., 2003) dans le but d'étudier l'influence du
pathogéne directement sur les cellules hémocytaires (Brulle et al., 2012). Elles ont
respectivement mis en évidence la régulation de génes impliqués dans le systeme
immunitaire et la biominéralisation de la coquille pour la premiére et dans
I'organisation du cytosquelette d'actine pour la seconde. Un troisieme type d'étude
basée sur la méthode oligoarrays (puces a ADN) s’est intéressée a des animaux
prélevés dans I'environnement présentant des signes de MAB (Allam et al., 2014). Ces
auteurs ont mis en évidence la régulation de génes impliqués dans la reconnaissance
du pathogéne, I'apoptose ou encore la biominéralisation de la coquille chez les
palourdes atteintes de MAB.

Bien que ces trois analyses aient permis de mieux comprendre les mécanismes liés a
la MAB et la réparation coquilléere chez la palourde japonaise, aucune donnée n’était
disponible sur la régulation des genes dans le compartiment extra-palléale, pourtant

lieu de développement du pathogéne et du dépdt brun caractéristique de la MAB.

Dans ce chapitre 3, nous avons réalisé une analyse transcriptomique de fluides extra-
palléaux (FEP) provenant de palourdes expérimentalement infectées par V. tapetis
par injection dans la cavité extra-palléale. L'objectif de ces recherches est d'identifier
les modifications d’expression de genes mises en jeu lors de |'infection de la palourde
japonaise dans les premiéres étapes du développement de la MAB avec un
échantillonnage a 7 jours post-infection, afin de mieux comprendre les mécanismes
moléculaires liés a la virulence de V. tapetis. Les infections ont été réalisée dans le

cadre du projet VIBALGO en collaboration avec |'Université de Rio de Janeiro (Brésil).
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Une analyse transcriptomique de fluides extra-
palléaux révéle des altérations du systéme
immunitaire et du cytosquelette dans la premiére
semaine de la MAB

Résumé de l'article

La maladie de I'anneau brun est une infection causée par la bactérie Vibrio tapetis sur
la palourde japonaise Ruditapes philippinarum. Le processus d'infection, dans les
fluides extra-palléaux (FEPs) des palourdes, implique une altération des fonctions
immunitaires, en particulier des hémocytes qui sont les cellules responsables de |a
phagocytose. La désorganisation du cytosquelette d'actine des palourdes infectées
est en partie responsable de cette altération. Cette étude est la premiére approche
transcriptomique basée sur la récolte de fluides extra-palléaux a partir d’animaux
vivants, infectés expérimentalement par V. tapetis. Nous avons effectué une analyse
différentielle de |'expression de génes dans les FEPs aprés deux traitements
expérimentaux (palourdes saines contre infectées par V. tapetis), et avons montré la
dérégulation de 135 genes. Chez les palourdes infectées, une régulation a la baisse
des transcrits impliqués dans les fonctions immunitaires (activité lysosomale et voies
du complément et des lectines) a été observée pendant l'infection. Nous avons
également montré une dérégulation des transcrits codant des protéines impliquées
dans 'organisation du cytosquelette de I'actine comme une surexpression de la 312-
Thymosine (qui est une protéine de séquestration de l'actine) ou une régulation
négative des protéines qui interagissent étroitement avec les capping proteins
comme la Coactosine, qui contrent |'action des capping proteins, ou la Profiline. Nous
avons validé ces résultats transcriptomiques par des analyses physiologiques
cellulaires qui ont montré une diminution des quantités de lysosomes et la

désorganisation du cytosquelette d'actine dans les hémocytes infectés.
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ABSTRACT
The Brown Ring Disease is an infection caused by the bacterium Vibrio tapetis on the
Manila clam Ruditapes philippinarum. The process of infection, in the extrapallial fluids
(EPFs) of clams, involves alteration of immune functions, in particular on hemocytes which
are the cells responsible of phagocytosis. Disorganization of the actin-cytoskeleton in
infected clams is a part of what leads to this alteration. This study is the first
transcriptomic approach based on collection of extrapallial fluids on living animals
experimentally infected by V. tapetis. We performed differential gene expression
analysis of EPFs in two experimental treatments (healthy- against infected- clams by V.

tapetis), and showed the deregulation of 135 genes. In infected clams, a downregulation
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of transcripts implied in immune functions (lysosomal activity and complement- and
lectin-dependent PRR pathways) was observed during infection. We also showed a
deregulation of transcripts encoding proteins involved in the actin cytoskeleton
organization such as an overexpression of 312-Thymosin (which is an actin sequestration
protein) or a downregulation of proteins that closely interact with capping proteins such
as Coactosin, that counteract action of capping proteins, or Profilin. We validated these
transcriptomic results by cellular physiological analyses that showed a decrease of the

lysosome amounts and the disorganization of actin cytoskeleton in infected hemocytes.

Keywords: Brown Ring Disease, V. tapetis, R. philippinarum, Hemocytes, Actin

cytoskeleton, B-thymosin, Coactosin, Resting cells

Abbreviations

ABP: Actin Binding Protein
BRD: Brown Ring Disease
EPF: Extrapallial Fluids

FSW: Filter Sterilized Seawater
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1. INTRODUCTION

Ruditapes philippinarum, the Manila clam, has been imported in Europe from Indo-
pacific coasts in the early 70’s. Ten years later, a disease causing a brown organic deposit
at the inner face of the shell, between the pallial line and the edge of the shell, spread
mostly all over Northern coasts of Europe, causing mass mortalities to this species [1,2].
This infection has been called the Brown Ring Disease (BRD, according to it macroscopic
manifestations) and is due to the bacterium Vibrio tapetis [3,4].

V. tapetis is a Gram-negative bacillus that acts, in most of cases, as an external
microparasite, mainly in cold waters (optimal infection temperature of 14°C [5]) by
spreading into the extrapallial fluids (EPF) of the Manila clam. Despite the fact that growth
declines and shell deformations are frequently observed in this disease, tissue’s infections
are rare and only happen in case of pre-existing tissues lesions, then causing the death
of animals. Nevertheless, BRD is a microparasitic infection which dynamics does not imply
the death of animals [4,6].

A particular symptom of BRD is the rounding of hemocytes in infected clams, thus
revealing damages to the clam’s immune system [7,8]. Indeed, hemocytes are key
effectors of the immune defenses of the clam that eliminate pathogens by phagocytosis
[9]. In a normal phagocytosis process, hemocytes spread their pseudopods which
encapsulate and internalize bacteria and, by a phagosome/lysosome fusion, destroy the

pathogen. During BRD infection, it was shown that V. tapetis causes a disorganization of
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the hemocyte actin cytoskeleton, resulting in the loss of hemocytes pseudopods (and
thus, the rounding of cells) thus reducing its phagocytosis capacity [10]. V. tapetis is then
able to multiply into hemocytes, finally resulting in cell membrane disruption. Bacteria
can then spread into clams before being released by pseudo feces into the environment
(sediments) where they can infect other clams [7,11-13].

This study is the first transcriptomic approach based on collection of extrapallial fluids
(EPFs) on living animals experimentally infected by V. tapetis. This study led to the
identification of a set of transcripts regulated during BRD infection, combined with
physiological experiments performed in order to check the validity of some of the major
interpretations raised from the differential expression analysis. This study gave new

insights to understand the pathogenicity of V. tapetis to Manila clams.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Clams in vivo infection, RNA extraction and sequencing
Animals and experimental design are fully described in [14]. Two years-old clams were
harvested in the Marennes-Oleron Bay (Charente Maritime, France) on May 5th, 2014. A
first visual health diagnostic was performed on 50 clams in situ and no BRD clinical signs
were observed. Clams were then transferred to Ifremer facilities in Plouzané (Finistére,
France) and held in a 6-day quarantine with a chloramphenicol (8 mg.L") treatment to

avoid local contamination. After quarantine, animals were randomly divided and
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maintained in trays placed in eighteen 100 L-tanks equipped with air-lift systems (100
clams per tank). Water temperature was maintained at 13°C during the whole experiment
so that infection by V. tapetis was favored [5]. Tanks were continuously supplied with filter
sterilized seawater (FSW, filtered at 1 um and UV-sterilized) at a renewal rate of 50% per
day and cleaned every two days. Clams were fed ad libitum with T-iso. Manila clams, R.
philippinarum, were injected in the extrapallial cavity with 100 pL of V. tapetis CECT4600
suspension at the concentration of 10’ CFU.mL" (Infected, 900 clams) or by Filter
Sterilized Seawater (FSW, Control, 900 clams) as described in Le Bris et al [15]. At 7 days
post injection, EPFs of infected and control clams were harvested and total RNAs were
extracted with TRI reagent® according to the procedure manufacturer (Sigma-Aldrich®).
Presence or absence of the Brown Ring Disease have been diagnosed according to the
standardized methodology established by Paillard et al [16] based on the presence and
localization of brown deposit in clam shells. We performed this diagnosis by an image
analysis method using a 50-mm CANON macroscopic lens and analyzed using Visilog
6.6 image analysis software, according to image analysis methodology already
performed [14,16]. This method allows to visualize the shell and to analyze the presence
of a brown deposit (BRD positive diagnosis) with an image analysis software. BRD was
diagnosed in all infected clams whereas no BRD was found in control animals. As
ribosomal RNA (rRNA) is the most abundant component in total RNA, while not being

informative in this kind of RNAseq strategy, we performed two rRNA depletion steps, the
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first one targeting bacterial rRNA and the second one targeting eukaryotic ones (by using
the Ribo-Zero rRNA Removal Kits, bacteria and Human/Mouse/Rat, respectively, from
lllumina). The RNAs from seven clams, 3 healthy and 4 infected, were subjected to cDNA
libraries creation according to standard lllumina procedures (TruSeq Stranded mRNA
Library Prep Kit). All the libraries were sequenced, by lllumina Miseq PE300, at the
Federal University of Rio de Janeiro, Brazil. Other control and infected clams have been

further analyzed for other questions [14].

2.2. Transcriptomic analysis

Raw data analysis and differential expression evaluation were carried out using the ABIMS
Galaxy platform, Station Biologique de Roscoff, CNRS / Sorbonne Université, France
(http://galaxy.sb-roscoff.fr, January 2019).

Reads have been trimmed using AdaptorRemoval v2 [17], Trimmomatic v0.36.3 [18] and
Prinseq v0.20.4 [19] in order to remove read adaptors, low quality sequences and poly(A)
tails. Persistent rRNA were removed with SortMeRNA v2.1b.4 [20]. For the differential
analysis, all the reads were mapped to a dataset of 61 747 transcripts obtained from a
combination of R. philippinarum'’s stimulated hemocytes ESTs (expressed sequences tag)
library [21], from R. philippinarum’s ESTs deposited in NCBI EST database
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/) and sequences deposited in the Ruphibase

database (http://compgen.bio.unipd.it/ruphibase/)). Transcripts abundances were
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estimated by using the “Align and Build expression matrix” pipeline (mapping with
bowtie + reads estimation with RSEM) of the Trinity suite v2.4.0.2 [22]. The statistical
analysis of differentially expressed transcripts were done using the “Differential
expression analysis” pipeline of Trinity suite v2.4.0 (using DESeq2) and “Extract and
cluster differentially expressed transcripts” pipeline of Trinity suite v2.4.0 [22]. We have
set up parameters to exclude differential expression with a LogFoldChange between -2
and 2. Transcripts were considered as significantly differentially expressed if the p-value
adjusted by FDR (false discovery rate) is <103. The identified deregulated transcripts
were subjected to blast2GO for re-annotation, including blastX vs the NCBI nr, refseq
and swissprot (2018 version) non redundant databases, interpro, GO mapping and GO
annotation, all with standard parameters. All the annotations and functions were carefully
manually checked. The sequencing data have been made available at the European

Nucleotide Archive (project PRIEB23385). The analysis data are given in Table S1.

2.3. Clams in vitro infection : bacterial exposure
Animals used in this study were Manila clams from the SATMAR shellfish aquaculture site
in Marennes (Charente-Maritime, France). The clam pool was acclimatized in oxygenated
seawater using a bubbler at 14°C. Hemolymph was harvested directly from the adductor
muscle. Each hemolymph was sampled individually and the quality of the hemocytes

present in this fluid was checked by observation under the microscope (presence of
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pseudopods, few round-shaped hemocytes). Good quality hemolymph samples were
pooled and the hemocytes enumerated by using a Malassez cell. For exposure assays,
hemolymph was exposed to a bacterial suspension (in FSSW) of V. tapetis CECT4600, at
a 25/1 : bacteria/hemocyte ratio. Hemocytes exposure were performed in at least 3
replicates and two independent experiments for each condition tested. Briefly, 100 pL of
hemolymph was added in 24-well plates. After a few minutes, in order to let hemocytes
attach on the bottom of the plate, 100 pL of bacterial suspension was added for the

exposed samples, and 100 pL of FSSW for the controls.

2.3.1. F-actin visualization by microscopy
To visualize F-actin in control and infected hemocytes, we used the fluorescent probe
Rhodamine Phalloidin (Invitrogen). Exposure assays were performed as described above.
After 3 hours of challenge, we collected the supernatant and added 30 pL of Triton X-
100 0.1% for 15 minutes. Triton permeabilizes cells, thus allowing probes to enter the
cell. 2 uL of Rhodamine-phalloidin (Stock solution dissolved in 1.5 mL methanol) was then
added to each sample (hemolymph non exposed and exposed to V. tapetis) which were
stained for 20 min, on ice, without light. Epifluorescence microscopy was then performed
by using a ZEISS AXIO observer Z1 inverted microscope with a wavelength of excitation
BP (band pass) 550/25 nm, Beam splitter 570 nm and of emission BP 605/70 nm. Cells

were observed both in red epifluorescence and in bright field.
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2.3.2. Lysotracker assay
The LysoTracker® probes (Molecular Probes ®) are fluorescent acidotropic probes for
labeling and tracking acidic organelles in live cells, according to the manufacturer
definition. We have developed and tested a method to characterize the amount of acidic
organelles on hemocytes exposed to V. tapetis or FSSW for control. Lysotracker assay is
performed during the in vitro bacterial exposure assay based on the rounding of
hemocytes caused by V. tapetis previously developed by Choquet et al. [7]. Our protocol
allows to perform both tests on the same sample, and then to correlate the rounding

phenotype to the cell content in acidic organelles.

Hemocytes exposure were performed as described above. The 24 wells plates were
incubated 1 hour at 18°C before addition of 4 uL of 50 uM Lysotracker® Red DND-99
(Invitrogen, emission from 550 to 700nm, final concentration 1 uM) to each well. The 24
wells plates were then let 2 hours more, in dark conditions at 18°C, to reach the 3 hours
exposition. The contents of the wells were then transferred in 5-mL cytometry polystyrene

tubes (Falcon®, BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

First, flow cytometry analyses were performed by using a BD FACSVerse flow cytometer
using its blue laser (488 nm) as an excitation source. The mean red fluorescence level
(Lysotracker fluorescence linked to acidic organelles) of the selected hemocytes was

measured using the PerCP-Cy5.5 detector of the flow cytometer (700/54 nm).
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Second, 2 pL of a 100X dilution in ultra pure water of a commercial solution of SYBR-
Green® | nucleic acid gel stain 10 000X in DMSO (Life Technology, USA) were added in
each cytometry tube for 10 min, at room temperature, in dark condition, before a second
flow cytometry analysis. Hemocytes were selected according to their green fluorescence
(SYBR-Green, FITC detector of the flow cytometer 527/32 nm). Addition of SYBR-Green

also allowed to quantify the number of non-adherent hemocytes in our sample.

This second flow cytometry analyses of red fluorescence were performed using a red
laser (640 nm) as an excitation source and fluorescence was measured using the APC
detector of the flow cytometer (660/10 nm). This detector was selected instead of the
PerCP-Cy5.5 detector (700/54 nm) to overcome a possible SYBR-Green fluorescence
overlapping. Results are expressed in mean red fluorescence level per hemocyte in

arbitrary units (UA).

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Transcriptomic results: differential expression analysis
The total number of reads was 29.3 million, with an average length of 262.5 bp, for a
total coverage of 5.62X. Differential expression analysis revealed 135 differentially
expressed genes, which 90 and 45 appeared down- and up- regulated, respectively, in

the EPF treatment (V. tapetis infected clams), as compared to the control treatment. We
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could obtain an annotation, and functional information, for 118 of them, which were
classified according to their probable cellular role (Table S1, Table 1). In all, 85% of these
transcripts belonged to four functional categories, ie. translation (34 transcripts),
cytoskeleton (27), immune response (24) and metabolism (15) (Table 1). The deregulation
of these transcripts in clams EPFs appears clearly related to the infection by V. tapetis. In
the following section, we discuss the pathogen induced modulation of the immune
response, which is a major point to better understand the host-pathogen interactions.
Table 2 summarizes all the differentially expressed transcripts involved in cytoskeleton or
immunity. It is noteworthy that the whole reads were also mapped against the recently
released genome of V. tapetis CECT4600 [23], but no significant correspondence has

been found with the pathogen.

Table 1: Number and functions of the transcripts differentially expressed in clams EPFs during V. tapetis

infection
TFUNCTIONS  Totalnumberof  DOWNREGULATEDIN  UPREGULATED IN

transcripts INFECTED CLAMS INFECTED CLAMS

Translation 34 23 1"

Cytoskeleton 27 18 9

Immunity 24 18 6

Metabolism 15 9 6

Proteins processing 6 4 2

Unknown / Hypothetical / Other 29 18 1"
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Table 2: Transcripts significantly regulated during infection by V. tapetis and implied in the clam immune

system or in actin cytoskeleton organization. FDR : false discovery rate, LogFC : Log Fold-Change.

DOWN REGULATED IN INFECTED CLAMS

UP REGULATED IN INFECTED CLAMS

Seq. Description logFC FDR Seq. Description logFC FDR
Immune system Immune system
cathepsin K-like -10.52 1.25E-05 complement C1g-like protein 4 11.02  4.29E-04
cathepsin K -10.04  4.87E-04  cyclophilin-like protein 9.45  3.93E-04
cathepsin | -9.93  4.16E-04  lysozyme 9.16  4.87E-04
cathepsin L1 -9.81 3.31E-04  cyclophilin A 7.60  8.56E-05
cathepsin | -9.77  2.27E-11  dermatopontin 6.29  8.88E-04
saposin B domain-containing protein -9.42 1.79E-11  cyclophilin-like protein 491  9.48E-04
saposin B domain-containing protein precursor -8.74  2.95E-09
cell death-inducing p53-target protein 1 -8.46  2.95E-09
cathepsin S -8.22  2.50E-05
ferric-chelate reductase 1 -8.08  4.99E-04
CDé63 antigen -7.51 1.44E-04
defense protein 3-like -7.30  5.66E-04
complement C1g-like protein 4 -7.24  4.50E-05
galectin-3 isoform 1 -7.20  6.22E-04
c1qg domain containing protein 1q13 -6.89  1.83E-06
complement c1q TNF-related protein 3-like isoform 2 -6.34  3.82E-07
complement c1g-like protein 2 precursor -5.76  2.63E-04
saposin B domain-containing protein -5.04  1.25E-05
Actin cytoskeleton organization

Actin cytoskeleton organization
actin -11.30 1.49E-04  actin 12.46  7.50E-05
actin -11.21 8.94E-05  cytoplasmic actin 10.82 1.46E-04
actin -10.49 5.02E-05 actin 10.82  1.49E-04
cytoplasmic actin -10.18  4.81E-08  kinesin 10.33  4.34E-08
myophilin -10.12 1.98E-05  actin 8.84  9.99E-04
cytoplasmic actin -10.09 5.50E-05  thymosin beta-12 8.76  4.93E-04
coactosin-like protein -9.73  2.07E-05  actin 8.57  6.14E-04
beta-actin -8.86  1.27E-04  cytoplasmic actin 8.34  6.65E-04
cytoplasmic actin -8.30  2.95E-09 myosin light chain 5.57  1.98E-05
actin 5¢ -7.96 4.99E-04
cytoplasmic actin -7.45  4.99E-04
cytoplasmic actin -7.37  7.39E-04
coactosin-like protein -6.94  4.93E-04
cytoplasmic actin -6.84  2.82E-07
cysteine and glycine-rich protein 3 -6.80  5.97E-04
profilin -6.63 9.08E-04
cysteine and glycine-rich protein 3 -6.63  8.28E-04
dynein light chain, cytoplasmic -6.52  9.99E-04
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3.2. Immune response

Extrapallial fluids (EPFs) play an essential role in the biomineralization of the shell of
bivalves. Given the particular etiology and symptoms of BRD, this compartment,
containing numerous hemocytes [24], is particularly interesting to better understand both
the infection process and how the clam’s hemocytes fight against it. For this reason, in
this study, V. tapetis infection was carried out directly inside the EPFs passing through
the periostracal lamina barrier to accelerate the immune response, particularly in EPFs.

A transcript encoding lysozyme was found to be upregulated in response to V. tapetis
infection. In previous studies, lysozyme activities in cell lysates of extrapallial fluids were
significantly higher 7 days after V. tapetis inoculation into the pallial cavity, as compared
to control ones [24]. The antibacterial protein lysozyme, which is circulating in body fluids
such as hemolymph and EPFs, is an important line of defense of the animal against

bacterial pathogens because of their bacteriolytic properties [5,25].

Only five transcripts directly related to immunity were actually upregulated during V.
tapetis infection. Beside the lysozyme, three genes belonging to the cyclophilin family,
as well as dermatopontin, were upregulated (Table 2). Dermatopontin is a tyrosine-rich
acidic matrix protein (TRAMP) that primarily acts as a structural component of the

extracellular matrix. However, this protein was shown to modulate TGF-f activity as well
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as cell-cell aggregation during infection in invertebrates [26]. Dermatopontin was
previously shown to be upregulated in the EPFs and hemolymph of clams during BRD
[27]. Not less than 3 cyclophilin transcripts appeared upregulated following V. tapetis
infection. Cyclophilin was shown to be transcriptionally upregulated during infection in
the shrimp [28]. In the clam R. philippinarum, Chen et al. [29] previously showed that two
cyclophilin genes were differentially expressed in hemolymph when exposed to

pathogenic bacteria.

The cellular component of the innate immune system also includes more specific
pathways that involve the recognition of specific Pathogen-Associated Molecular
Patterns (PAMPs) by pattern recognition receptor (PRRs). Most of these receptors are
membrane proteins (eg. Toll like receptors), but they also include soluble proteins (eg.
SAP, CRP) that are activated by the C1q proteins of the complement system [30-32].
When the pathogen is recognized by either C1q proteins or Mannose Binding Proteins
(MBP), these proteins activate the complement pathway through the “classical pathway”
or the “lectin pathway” resulting in phagocytosis with the formation of a phagosome.
[30]. Pathogens are then degraded after the fusion of the phagosome and the lysosome
by the action of low pH, acid hydrolases and by reactive oxygen species produced during

the pathogen-induced oxidative burst [33].
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In this study, 18 out of the 24 deregulated genes potentially involved in clams’ immune
defenses were downregulated. Nine of these transcripts encoded proteins clearly related
to lysosome activity (ie., cathepsins, saposins), four were C1q complement proteins, while
others encoded CDé63 (a cell death-inducing P53-target protein), galectin 3, as well as
two proteins annotated as Defense Proteins, that should be related to ferric iron
chelation/reduction. Different transcripts of C1q proteins were also reported in the clam
R. decussatus infected with Perkinsus olseni[34], and in R. philippinarum infected with V.

tapetis [27].

Pathogens have developed many strategies to bypass the immune defenses of their
hosts. In the particular case of BRD, it has been shown that the immune system of clams
is not able to eliminate V. tapetis during infection, even if very high phagocytic rates of
V. tapetis were measured when the pathogen is injected into the extrapallial space [35].
However, during phagocytosis by hemocytes, V. tapetis could persist and multiply within
hemocytes and was also able to inhibit the phagosome-lysosome fusion, thus preventing
its destruction [6]. The repression of nine genes encoding saposins (2) and cathepsins (7)
could reflect the ability of the bacteria to inactivate the lysosomal functioning. Indeed,
Cathepsins K, L, L1 and S are cysteine proteases [36][37] that belong to lysosomal acid
hydrolases, that are normally released during the phagosome-lysosome fusion. Saposins

are small lysosomal proteins that participate (stimulate/activate) to the hydrolysis of

173



AXE DE RECHERCHE Il : Etude de I'interaction hote pathogéne — Chapitre 3

sphingolipids and many other lipids [38]. Interestingly, the CD63 antigen belongs to the
family of lysosomal associated proteins (LAMPs) and is also considered as an indicator of
the phagosome-lysosome fusion [39]. In all, these results strongly suggest that lysosomal
function plays a key role in the development of BRD.

In addition to the predominant role of lysosome inactivation, the repression of genes
encoding three complement C1g/tumor necrosis factor proteins, and of the galectin 3,
might suggest an important role for the complement- and lectin-dependent PRR
pathways [40,41]. The downregulation of a cell death-inducing P53-target protein, which
is known to regulate the TNF-alpha-mediated apoptosis, might also suggest a role for
apoptotic processes during the infectious process [42].

Finally, the downregulation of a protein annotated as ‘defense protein’, that contains a
ferric-chelate reductase domain, could reflect an important role for iron acquisition
during the infectious process. Interestingly, the concomitant downregulation of ferritin,
which is implied in iron storage [43] and reduction of reactive oxygen species (ROS)
accumulation [44], could also be related to this, allowing then more availability of iron for

the pathogen.

3.3. Ribosomal proteins
We also identified deregulated genes involved in functions other than immunity, but

whose deregulation could strongly influence the host's immune response. This is
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especially the case for cytoskeleton reorganization, thoroughly discussed thereafter, but
also for translation proteins, which is the most modified category and, in other ways, for
genes encoding proteins which function was categorized in metabolism and protein
processes (Table 1).

A major reorganization of the translational apparatus may have occurred in response to
V. tapetis infection as a result of gene expression reprograming (32 ribosomal proteins
and 2 translation elongation factors). Eleven genes were induced, while 23 genes had
their expression reduced (Table 1). Ribosome inactivation resemble one of the major
symptoms of the so-called 'metabolic depression' observed in many environmental stress
responses in several marine mollusks [45,46]. However, it is noteworthy that the
expression of several ribosomal proteins was increased during infection (514, S21, S30,
L21, SA, P0O), and others appeared both repressed and induced (L3, L8, L27). For these
last proteins, we presume that the protein exists as different alternate isoforms (with
different regulations).

It is noteworthy that ribosomal proteins are increasingly studied for their alternate roles,
ie. independent of their ribosomal function [45]. More specifically, it should be noted that
the role of ribosomal proteins in the regulation of the innate immune response has been
well documented in recent years [45], especially the major role of the ribosomal protein
L13A in the GAIT complex, that selectively modulates the translation of some genes

involved in the interferon-y-mediated inflammatory response [47]. However, many other
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examples have been reported. For example, the ribosomal proteins S14 and L8, both
found upregulated in our study, would be able to activate P53 and the major regulator
NF-EB, respectively [48,49]. It would be particularly interesting to perform new focused
investigations to better understand the role of the translation apparatus in the

development of the BRD.

3.4. Actin cytoskeleton organization
Actin filaments (F-actin) belong to the cell cytoskeleton and are dynamically polymerized
and depolymerized from monomers of actin (G-actin) into the cell to enable cellular
activities such as locomotion, exocytosis or phagocytosis. The actin cytoskeleton is also
responsible for the cell shape. In this study, we showed that at least 27 transcripts
involved in actin cytoskeleton organization were differentially expressed during infection,
among which 9 were induced while 18 had their expression reduced. Genes
downregulated during infection are mainly involved in actin filament stabilization such as
myophilin, a member of calponin protein family [50,51], cysteine glycine rich protein
(CSRP1) [52,53] and dynein light chain [54]. Furthermore, our results showed that
expression regulation during infection also affected transcripts involved in cell motility
such as up regulation of the Myosin light chain, which role in hemocytes phagocytosis in

shrimp was already described [55].
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Two transcripts downregulated during BRD might give additional information on the
molecular mechanisms related to infection. The first one encodes a Coactosin like protein
that counteracts the action of capping proteins that reduce or slow down actin
polymerization [56]. The second one encodes Profilin, an ‘actin binding protein’ (ABP)
which is known to interact with others ABPs such as B4-thymosin [57]. The role of profilin
in actin polymerization is quite complex. In the presence of molecules that stimulate actin
assembly, profilin displaces P4-thymosin, bounds to G-actin and promotes actin
polymerization [58]. Furthermore, profilin regulates the effects of capping proteins.
Hopmann and Miller [59] demonstrated that balanced activities of capping protein and
profilin are essential in the regulation of actin dynamics and organization in Drosophila.

Capping proteins can be associated, in resting cells, with actin filament by electrostatic
interactions on the barbed (+) end. By changing the conformation of the capping protein
during this interaction, the + end is no longer available for G-actin and polymerization is

then inhibited [60,61].

In this study, we also highlighted an overexpression of 312 thymosin transcripts during
infection by V. tapetis. B12-thymosin belongs to the ABPs family. Fifteen variants of B-
thymosin proteins have been described in many vertebrates and invertebrates, but not
on prokaryotes and yeasts. They are able to bind ATP-G-actin complex (1:1), the

monomeric form of actin, and stabilized it. This actin-monomer sequestration prevents
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them from polymerization by changes in actin conformation [60,62]. Many factors are
actually involved in the dynamics of actin in eukaryotic cells, such as e.g. the ATP

concentration or the Critical Concentration (Cc) of G-actin monomers.

3.5. Physiological verification of differential expression analysis
Transcriptomics analysis is a very powerful tool to give, in a single experiment, a broad
overview of the multiple processes potentially involved in a biological response. In our
study, we showed the deregulation of many transcripts encoding proteins involved in
immunity and in the dynamics of actin cytoskeleton, thus suggesting an important role
for these biological processes during infection of R. philippinarum by V. tapetis.
Therefore, we performed additional experiments in order to check the validity of some

of the major interpretations raised from the differential expression analysis.

First, RNA-seq data showed a downregulation of many transcripts encoding proteins
involved in the lysosomal activity, thus suggesting a crucial of related biological process
during infection. We thus aimed at checking the actual effect of V. tapetis exposure on
the lysosomal activity of R. philippinarum hemocytes, by using the Lysotracker assay,
which is commonly recognized as an efficient proxy of the amount and activity of acidic

organelles within eukaryotic cells.
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As previously described [7,8], we first confirmed that the exposition to V. tapetis
CECT4600 induces a loss of hemocytes adherence as compared to the control (Fig. 1),
and results in a rounded phenotype. In these experimental conditions, we observed that
the loss of adherence is accompanied by a two-fold decrease of acidic organelles in
hemocytes exposed to V. tapetis CECT4600 as compared to the control (Fig. 2). As a
consequence, we hypothesize that the general depletion of lysosomal transcripts
observed in the RNAseq experiment should result from the decreased number of

lysosomes in EPFs-derived hemocyte cells.

Second, as many transcripts involved in actin-cytoskeleton dynamics were deregulated,
we aimed at observing the F-actin filaments in hemolymph that had been exposed or not
to V. tapetis (Fig. 3), by performing a phalloidin staining experiment. Results presented
in the Fig. 3 clearly show the loss of pseudopods and rounding of hemocytes after V.
tapetis exposure (Fig. 3C and 3D). In these conditions, it is noteworthy that the F-actin
filaments were clearly mainly located at the periphery of cells in healthy hemocytes (Fig.
3B), while phalloidin staining revealed a diffuse localization of F-actin in cells exposed to
V. tapetis (Fig. 3D). These results are consistent with previous works showing F-actin
network disorganization in diseased hemocytes in another clam species, Mya arenaria

[63], as well as with the infection model developed by Paillard [6] considering that V.
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tapetis induces a loss of phagosome-lysosome formation during infection of the Manila

clam R. philippinarum.

3.6. Hypothetical model of clam-Vibrio tapetis interaction

We took advantage of our data to propose an hypothetical model that encompasses
bacterium recognition (through microbe-associated molecular pattern [MAMP]) and
some relevant metabolic processes overrepresented in the transcriptomic profile of clams
EPFs in response to V. tapetis. Altogether, these results are consistent with the
knowledge we have about the influence of the BRD on actin cytoskeleton [13]. Indeed,
in the case of R. philippinarum’s infection by V. tapetis, the bacterium is phagocyted into
clam’s hemocytes which leads to hemocytes actin-cytoskeleton disorganization. The
result of this perturbation is the loss of pseudopods (ie. rounding phenotype) and then
the loss of hemocytes adhesion properties. This consequence of V. tapetis infection on
clams is commonly used to measure strains virulence by in vitro characterization [7].

The fact that transcripts such as coactosin or profilin, that interact with either capping
proteins and/or ABPs, are downregulated during infection, let us to formulate different
hypothesis. Considering our results and the knowledge on actin dynamics, we made the
hypothesis that infection might trigger a deregulation of capping protein which would
lead hemocytes to be blocked in a “resting cell state”. According to our model, capping

proteins would block the + end polymerization in infected hemocytes, then increasing
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the levels of free G-actin [60]. In this case, Mannherz and Hannappel [60] described that
in case of resting cells, B-thymosins massively bound to free G-actin, thus decreasing its
concentrations, thus stalling net polymerization [60]. On the other hand, they also report
that during this process, profilin concentration is low and most of it is inactivated. This
hypothesis would need additional experiments but might explain the disorganization of
the F-actin network observed during infection that gives to hemocytes this ‘rounded’

phenotype after challenge with V. tapetis.

Figure 4A to 4C represent the conceptual model of the Manila clam EPF infection by V.
tapetis in order to understand functions and interactions between the proteins that were
deregulated in our experiments, and their place in the immune response to infection and
actin dynamics polymerization process. Figure 4A represent the immune response of
healthy hemocytes to foreign bacteria. Foreign bacteria are opsonized and phagocytized
by hemocyte. After fusion between the phagosome and the lysosome, bacteria are
destroyed. Figure 4B represents early stage of hemocytes infection by V. tapetis and thus
downregulation of transcripts related to pathogen recognition (C1q proteins and lectin)
or to decrease of lysosomal activity as demonstrated in this study. Figure 4C represent
the deregulation of the immune system in hemocytes infected by V. tapetis inducing a

rounding phenotype related to infection with absence of pseudopods formation.
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4. CONCLUSION
This study presents the first transcriptomic approach on EPFs of experimentally infected
clams. It brought novel insights on the interaction between V. tapetis and clam by
exploring in vivo gene expression during the infection. This study revealed a
downregulation of the immune response, especially the complement pathway and
lysosomal activity, the disorganization of the actin cytoskeleton, accompanied by

ribosomal genes deregulation.
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Conditions  [_| control | Vibrio tapetis CECT4600

in exposed /control samples

Mean ratio of non adherent hemocytes

CONTROL Vibrio tapetis CECT4600
Conditions

Figure 1: Adherence test on hemocytes exposed to Vibrio tapetis CECT4600 (black) or
non-exposed (grey) representing the mean ratio of non-adherent hemocytes on exposed

/ control samples. Error bars = Standard error.
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Red fluorescence corresponding to acidic organelles
content of hemocytes exposed to V. tapetis

4000

2000

Conditions [_| control [JJJ] cecTac00

i

Ex : 488 nm/Em : 586 nm Ex : 640 nm/Em : 660 nm

Excitation (Ex) and Emission (Em) wavelenghts of the Lysotrackerin this
experiment

Figure 2: Mean red fluorescence of Lysotracker red used as a measure of the amount of

acidic organelles in hemocytes, exposed to V. tapetis CECT4600 (black) or non-exposed

(grey). Error bars = Standard error.
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Figure 3: Rhodamine phalloidin staining of F-actin filaments in hemocytes that had been
exposed (C, D) or not (A, B) to V. tapetis CECT4600. A, C: bright field microscopy
observations of control (A) and exposed (C) hemocytes. B, D: epifluorescence
observations of control (B) and exposed (D) hemocytes. Wavelengths: excitation, 550 nm;

emission, 605 nm. The scale bars (2cm=10 pm) correspond to the pictures A, B, C & D
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Figure 4: The hypothetical model of clam - V. tapetis interaction. a) Immune response of clams to foreign bacteria in
healthy, functional and active hemocytes. b) Immune response of clams to V. tapetis on the first steps of infection in early
Infected Hemocytes. c) Immune response of clams to V. tapetis on the late steps of infection in infected, non-functional

and, according to our model, resting hemocytes. (=) represent down regulated genes in this study.
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Conclusion et perspectives

Dans le cadre de la MAB, au sein des FEPs, les genes codant des protéines liées a la
destruction du pathogene par la voie du complément sont sous-exprimés, tels que
les C1q protéines ou les galectines. Nous avons également observé une baisse
d’'expression de transcrits impliqués dans la fonction lysosomale, pouvant suggérer
une diminution d’activité de celle-ci. Les expériences réalisées a 'aide du LysoTracker
sur des hémocytes infectés par V. tapetis ont permis de confirmer la diminution de
I"activité lysosomale liée a I'exposition des hémocytes a V. tapetis. Enfin, nous avons
démontré une dérégulation de transcrits impliqués dans la syntheése et |a stabilisation
d'actine. Une des hypothese et perspective d'analyse résultant de cette étude est une
possible sous-régulation de génes impliqués dans la synthése de protéines régulant
I'effet des capping proteins. Ces molécules, inhibant la synthése d'actine, si elles
n'étaient plus régulées, entraineraient une inhibition de la synthése d'actine et
pourraient entrainer le cellule hémocytaire dans un état de quiescence. Apres
marquage de l'actine-F, nous avons pu observer que la localisation de |'actine
changeait au cours de 'exposition a V. tapetis, étant plus diffuse chez les hémocytes
exposés. Dans ce chapitre, nous avons ainsi mis en évidence d'une part la régulation
de I'expression des génes dans le compartiment extra-palléal, lieu clé de l'infection
par V. tapetis et d'autre part les modifications physiologiques liées au pathogéene qui

n'avaient, jusqu’a présent, jamais été démontrées expérimentalement.
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CHAPITRE 4

Quelles sont les modulations au sein
de l'animal associées au pH et a la

température lors de l'infection ?
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Introduction

Dans la cadre de la MAB, V. tapetis colonise et dégrade le périostracum de la
palourde japonaise dans le but de pénétrer dans le compartiment extra-palléale
(Paillard and Maes, 1995). Cette vibriose est accompagnée d'une inhibition de la
biominéralisation de la coquille entrainant occasionnellement des déformations de
celle-ci (Paillard et al., 1994). La coquille des palourdes japonaises est constituée de
cristaux de carbonate de calcium de type aragonite (Taylor, J D et al., 1973; Trinkler,
2009). La biominéralisation est un processus étroitement lié au pH. L'état de
saturation des cristaux de carbonate de calcium détermine si la réaction de
biominéralisation de la coquille est favorisée au dépend de la dissolution celle-ci.
L'acidification a pour effet de réduire le taux de saturation des cristaux de carbonate

de calcium et favorise ainsi la réaction de dissolution (Gattuso and Hansson, 2011).

Chez la palourde japonaise, la réaction de biominéralisation de la coquille s’effectue
dans les FEPs (Trinkler, 2009). Bien que le lien entre la MAB et I'inhibition de la
biominéralisation de la coquille ait été prouvé (Paillard et al., 1994), aucune étude ne

s'était encore intéressée a la relation entre la MAB et le pH chez la palourde japonaise.

Dans ce chapitre, notre objectif était dans un premier temps de caractériser la
capacité de V. tapetis a croitre une large gamme de pH et de températures. Dans un
second temps, nous avons étudié les modifications de pH liées a l'interaction V.
tapetis — hémocytes en modifiant le test de virulence classiquement utilisé pour
pouvoir tester, in vitro, la capacité du pathogéne a influencer le pH des fluides de
palourdes japonaises. Enfin, nous avons mesuré les variations de pH dans les FEPs et
I'némolymphe de palourdes japonaises infectées expérimentalement in vivo dans le
but de comprendre si le développement de la MAB entraine des modifications de pH

chez les animaux malades.
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Modification du pH des fluides extra-palléaux et
de I'"hémolymphe lors de la maladie de |'anneau
brun chez la palourde japonaise R. philippinarum

Résumé de l'article

La maladie de l'anneau brun (ou MAB) est une affection touchant la palourde
japonaise Ruditapes philippinarum et due au pathogeéne Vibrio tapetis. Durant la
MAB, les palourdes sont confrontées a une immunodépression et a une altération de
la biominéralisation de la coquille. Dans cet article, nous avons choisi d'étudier le réle
du pH sur la croissance de |'agent pathogéne et sur |'établissement du MAB. Nous
avons mis en évidence la capacité de V. tapetis a réguler le pH durant sa mise en
culture vers une valeur optimale de 7,70. Chez la palourde, lors de la MAB, V. tapetis
est également capable d'influencer le pH des fluides extra-palléaux et de
I'hnémolymphes in vitro dans les premiéres heures d'exposition et in vivo aprés 3 jours
d'infection. Les modulations du pH peuvent étre dues a un mécanisme actif du
pathogéne pour coloniser I'héte ou peuvent étre une conséquence du fort taux de
développement du pathogéne durant la vibriose. Cette étude est la premiere
observation de I'évolution du pH dans le cadre de la MAB et pourrait orienter de

futures recherches sur les mécanismes associés a la MAB.
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Abstract

Aims

Brown Ring Disease (BRD) is an infection of the Manila clam Ruditapes philippinarum
due to the pathogen Vibrio tapetis. During BRD, clams are facing immunodepression
and shell biomineralization alteration. In this paper, we studied the role of pH on the
growth of the pathogen and on the establishment of BRD.

Methods and Results

In this study, we monitored pH evolution during growth of V. tapetis a range of pH
and temperatures. We also measured pH of Manila clam hemolymph and extrapallial
fluids during infection by V. tapetis. We highlighted that V. tapetis is able to regulate
the external pH during its growth, to a value of 7.70. During the development of BRD,
V. tapetis is also able to influence extrapallial fluids and hemolymph pH in vitro in the
first hours of exposure and in vivo after 3 days of infection.

Conclusions

Our experiments have shown a close interaction between V. tapetis CECT4600, a
pathogen of Manila clam that induces BRD, and the pH of different compartments of
the animals during infection. These results tend to prove that the bacterium, through
a direct mechanism or as a consequence of physiological changes encountered in the
animal during infection, alters the pH of the hemolymph and extrapallial fluids, and
could by this way promote the infection process or at least create an imbalance within

the animal, that would favor its persistence.
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Significance and Impact of Study
This study is the first observation of the pH evolution in the case of BRD and might

orient future research on the fine mechanisms of pH modulation associated to BRD.
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INTRODUCTION

The Manila clam Ruditapes philippinarum is a mollusk bivalve imported in France in
the early 70's for aquaculture. Ten years later, mortalities have been observed in
clam’s cultures, caused by an infection called the Brown Ring Disease or BRD (Paillard
et al., 1989). Indeed, infected clams were characterized by a brown deposit in the
inner face of the shell between the pallial line and the edge of the shell (Paillard et al.,
1994). BRD is caused by a Gram negative bacteria, Vibrio tapetis (Borrego et al., 1996;
Paillard and Maes, 1990).

V. tapetis is a microparasite acting in two modes. In the case of BRD, the bacterium is
referred to as an external microparasite because it degrades the periostracal lamina
of the clam to enter the extrapallial compartment without invading the tissues. In this
case, the pathogen induces BRD in Manila clams. In some cases, when tissues are
damaged, V. tapetis acts as an internal microparasite by infiltrating the animal's
tissues, resulting in mortality within days (Paillard, 2004a).

Manila clam is a species of significant economic interest with a world production
mainly from China, followed by European countries such as lItaly, Spain and France
(Paillard, 2004b). However, BRD has caused significant economic losses in livestock
farms on the Northern European coasts because the pathogen has an optimum

infection rate in cold waters at around 14°C. For example, in France, Manila clam

204



AXE DE RECHERCHE Il : Etude de I'interaction héte pathogéne — Chapitre 4

production decreased from 500 tons in 1987 to 200 tons in 1989, the production
being mainly located in area highly sensitive to BRD (Paillard, 2004b).

Many factors are involved in economic losses related to BRD. Indeed, some alterations
on the inner shell have significant impacts on the functioning of the affected clams.
Impeding the functioning of adductor muscles and siphons, they result in abnormal
positioning of the clam in the sediment and prevent the proper closure of valves that
can lead to mortality when fishing or directly in the sediment, as clams can no longer
retain their inter-valve water (Goulletquer et al., 1989; Paillard, 2016).

Furthermore, infected clams are facing an immunodepression caused by V. tapetis.
Hemocytes, which are key effectors of the immune defenses of clams, are altered in
BRD by actin cytoskeleton disorganization causing rounding of hemocytes and
downregulation of pathogen recognition effectors. Consequently, infected
hemocytes are no more able to ensure phagocytic progress to degrade the pathogen
(Allam et al., 2014; Choquet et al., 2003; Rahmani et al., 2019).

During infection by V. tapetis, the pathogen therefore colonizes the periostracum and
degrades it in order to infiltrate peripheral or even central extrapallial fluids (EPFs). As
a result, it inhibits the biomineralization of the shell, preventing the formation of
calcium carbonate crystals of aragonite and thus leads to the accumulation of the
organic brown deposit.

Shell biomineralization is characterized by the formation of Calcium-Carbonate

crystals (CaCOs) from calcium (Ca?*) and carbonate (CO3?) ions. CaCQOs crystals are
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the main constituent of shellfish. In the Manila clam, the shell is composed of
aragonitic crystals (Taylor, J D et al., 1973; Trinkler et al., 2011). The saturation state
of this mineral in seawater determines whether the biomineralization reaction is
favored in the direction of crystal formation or dissolution. It is defined by the
concentrations of Ca?* and COs* ions.

This process is often studied in the context of ocean acidification because pH is a
factor that considerably influences this crystals formation. Indeed, acidification has the
effect of reducing the saturation rate of calcium carbonate crystals through the
reduction in available COs* ions, thus promoting the dissolution of the shell (Gattuso
and Hansson, 2011).

The pH is a factor that strongly influences the physiology of different bivalves. Ocean
acidification has therefore significant impacts on these filter feeders. In the mussel
Mytilus edulis, decrease in pH leads to a decrease in the net calcification rate, Ca?*
ion content and, in general, in a change in the ultrastructure of the shell and a
decrease in amino acid content (Li et al., 2015). Combination of temperature and
pCO: increaseresults in a decreased shell hardness in the clam Mercenaria mercenaria
and in the American oyster Crassostrea virginica, indicating major changes in the
biomineralization process (lvanina et al., 2013). In the brittle stars Amphiura filiformis,
authors showed that the animal was able to compensate, in the short term, for the
effects of pH decline by accelerating calcification and metabolism at the expense of

certain functions such as growth and reproduction because of the high energy cost
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required for this mechanism (Wood et al., 2008). However, most of the studies reflect
that ocean acidification reduces the calcification rates of animals composed of calcitic
or aragonitic crystal shells by promoting the dissolution reaction of these crystals.

In the Manila clams, the shell biomineralization reaction occurs in extrapallial fluids: ie
the mantle secretes the shell components, the organic matrix (conchiolin) and the
calcium carbonate that form the shell (Paillard and Le Pennec, 1993; Trinkler, 2009).
The periostracum (outer part of the shell) is made of a sclerotinized organic matrix.
Shell organic matrix is mainly composed under normal conditions of aspartic acid,
glycine and serine, responsible for binding with calcium ions: chelation by sulphate
ester groups on polysaccharide chains would initiate biomineralization. When BRD
develops, affected clams have deficiencies in amino acid such as glutamic acid,
aspartic acid, serine, and alanine, which can lead to poor binding to Calcium -
Carbonate (Goulletquer et al., 1989).

Given the importance of pH homeostasis in the biomineralization process, it seems
likely that pH plays a significant role in the pathogenicity of V. tapetis in the case of
BRD. In this paper, we chose to investigate the role of pH in BRD and we present
elements that may allow us to consider phenomena causing pH variations as a
potential pathogenicity factor. This study is the first investigation of pH implication in

the case of BRD.
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MATERIALS AND METHODS

1) Monitoring of the pH evolution during growth of V. tapetis in culture media

Culture media and bacterial strain: The bacterial strain used in these experiments is V.
tapetis CECT4600, grown in Zobell medium (Zobell, 1941) and incubated at 18°C.
The first objective was to monitor the growth of this strain at 7 different pH values and
4 different temperatures. The 7 liquid culture media used in this experiment were
obtained from Zobell media supplemented with NaOH 1 M or HCI 0.1 M until the
expected pH is obtained. After autoclave sterilization, the pHs of the 7 media were
6.00, 6.45, 7.00, 7.55 (not modified, control medium, CM), 7.86, 8.12 and 8.70,
respectively. pH of the cultures/media were measured by using a Mettler Toledo©
InLab Micro electrode after calibration of the electrode with pH buffers 4, 7 and 9 at
the beginning and the end of each experiment. The 4 temperatures tested were 14°C
(optimal infection temperature), 18°C (optimal growth temperature), 21°C
(temperature at which the clam is able to initiate nacrezation) and finally 27°C

(temperature at which the bacteria die).

Growth experiments: colonies of strain CECT4600 were resuspended in 2 ml of Zobell

medium (unmodified pH, control medium CM). The Optical Density (OD) was
measured at a wavelength of 492 nm and the suspension concentration was adjusted
to an OD of about 0.1, i.e. to a cell density of 9.4 x 10’ CFU.ml"". The suspension was
diluted at 1:100 in 3 ml of Zobell medium at the desired pH. The control samples were

the same sterile media. 400 pL of inoculated media or controls were distributed in a
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Bioscreen© 100-wells plate (5 replicates per tested condition), allowing a sterile,
thermally controlled culture with an OD measurement at regular intervals under
stirring. This protocol was repeated twice; each experiment was run for 24 hours
(except at 14°C where the experiment ran for 30 h to take into account the reduced
bacterial growth), in a shaking mode, with measurement of OD every 20 minutes at a

wavelength of 492 nm ; temperature was set up at either 14°, 18°, 21° or 27°C.

pH monitoring during the bacterial growth: Two precultures of V. tapetis CECT4600

were performed in Zobell broth during 15 h at 18°C and 24 h at 14°C in order to reach
an OD of 0.98. Each preculture was diluted 12 times (initial OD = 0.08) with fresh
Zobell medium at the different pHs (from 6.00 to 8.70). With these new cultures,
bacterial growth was performed under shaking at 14°and 18°C, respectively from the
corresponding pre-culture, in three replicates. The pH was measured, from 200 pL-
samples, at the beginning of the experiment, every hour during the exponential
growth phase, and finally in the stationary phase (i.e. 48 h of growth at 14°C and 24 h

of growth at 18°C).
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2) Monitoring of the pH in extrapallial fluids (EPFs) and hemolymph of Manila

clams during infection by V. tapetis

Animals: Animals used in this study were adult Manila clams (about 40 mm) from
Landeda (Finistere, France), kindly provided by the company SATMAR. 1 pool of 40
clams (for the in vitro study of fluids) and 2 pools of 100 clams (for the in vivo infection
study) were acclimatized for 3 and 2 weeks, respectively, in oxygenated seawater at

14°C.

Fluids and shell sampling: The fluids chosen for this experiment were hemolymph and

EPFs. Hemolymph, EPFs and shell were randomly collected extemporaneously from
10 clams. The quality of the hemolymph samples was checked under the microscope
(presence of pseudopods, unrounded hemocytes, serum and hemocytes without
microorganism contaminations) then the samples were pooled and the number of
hemocytes was determined by using a Malassez counting grid. Shell parts were
broken with a hammer to obtain small pieces and were sterilized by UV (wavelength
254 nm) for 15 minutes. EPFs were also pooled. The hemocytes concentration in the

hemolymph pool was 5.45 x 10° cells.ml.

For in vitro experiments, 150 pl of FSSW, hemolymph or EPFs were placed in 1.5 ml

sterile tubes, with supplementation of powdered Manila clam shell in order to design
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an in vitro experiment that is as close as possible of natural conditions and to allow
ions exchanges between fluids and shell that might be dependent of the V. tapetis
growth. Then, 200 pL of a V. tapetis CECT4600 suspension in FSSW was added to
each tube, in order to reach a final bacteria:hemocytes ratio of 25:1 (1.37 x 10’ CFU.ml-
"); 200 pL of FSSW was added for the controls. Each condition was tested in triplicates.

pH measures were performed at times O h, 3 h, 24 h, 48 h and 72 h.

For in vivo infection experiments, the animals were first kept out of the water during
the night before infection to allow the valves to open spontaneously in water, and
then injected with 100 pl of FSSW for 50 control individuals, or 100 pl of bacterial
suspension (5 x 108 CFU.ml"" in FSSW) for 50 infected individuals, in the pallial cavity.
The injected animals were left out of water for 3 additional hours to allow the
pathogen to colonize them, and then were transferred again into their respective
seawater tanks. Animals were sampled at different time points after infection, ie. after
15 hours, 1 day, 3 days, 7 days, 14 days and 21 days post injection (d.p.i.). pH of the
EPFs and hemolymph samples were measured by using the Mettler Toledo
microelectrode calibrated with pH 4, 7 and 9 buffers. The initial sample (TO) was taken

just before injection.

Statistical analyses: Statistical analyses were performed by using a Student test or a

Mann Whitney Wilcoxon test, depending of data normality.
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RESULTS

V. tapetis CECT4600 modulates the pH of Zobell culture medium during its

growth.

V. tapetis was cultured in Zobell broths which pH were adjusted from 6.00 to 8.70, at
4 different temperatures ranging from 14°C to 27°C. The results obtained are reported
in Table 1. First, we observed that the bacterium is able to grow at temperatures
ranging from 14°C to 21°C, in the pH range tested, but not at 27°C. In addition,
consistently with the results previously published by Borrego et al (1996), the optimal

growth temperature seems to be 18°C.

V. tapetis seems to have a high tolerance to pH because we observed a growth in all
the tested culture media. However, at 14°C, the fastest growth was obtained for the
control medium (pH 7.4, DT = 3.15 h), but very good growths were observed over a
pH range from 6.45 to 8.12, with doubling times from 3.15 to 3.5 and max ODs greater
than 1, while these parameters significantly dropped at the extreme pHs tested, ie. 6
and 8.7 (Table 1). Interestingly, at the growth temperatures 18 and 21°C, the best
growth parameters were obtained for more acidic pHs, the lowest DTs being observed

for the pH value 6.45 (DTs = 1.85 and 1.93 h, respectively at 18 and 21°C).

The pHs of the culture media have been measured at both the beginning (T0) and the
end (TF) of bacterial growth in all the conditions tested. Results are presented in

Figures 1 to 3. In the control samples (no bacteria), the pHs did not change
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significantly between the measurements made at TO and TF (Fig. 1 to 3). By contrast,
after growth of V. tapetis at 14, 18 and 21°C, the pH changed during growth to reach
an average value of 7.90 in all media tested (Fig. 1 and 2). We did not observe such a
pH modification of the culture medium at 27°C, a condition where no growth of the

bacterium was observed (Fig. 3).

Figure 2 shows the statistical distribution of pH values measured at TO and TF in all
media. The mean and variance of this distribution differed significantly during the
experiment only when the bacterium was able to grow (pvalue < 0.0001). Overall,
these results show that V. tapetis is able to modify the pH of its culture medium during

its growth towards a pH close to 7.90.

We measured the evolution of medium pH all along the exponential growth phase of
V. tapetis at 14°C (Fig. 4) and 18°C (Fig. 5). In the control samples, the pH changed
only slightly during the experiment, resulting in very low slope curves (data not
shown). By contrast, in the experimental samples, during the growth of V. tapetis, the
pHs of the media (which were initially 6 to 8.7) converged to an average value of 7.71,
whatever the temperature of growth (Fig. 4 and 5). Therefore, our experiments show
that V. tapetis is able, during its growth, to modify the pH of its culture medium. More
precisely, V. tapetis tends to 'neutralize’ culture media during its growth, by acidifying
alkaline media and alkalinizing acidic media, to make it reach a mean value of 7.7-7.9
whatever the initial pH of the culture medium. However, this effect can be due to

either a passive or an active mechanism of this bacterium.
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V. tapetis CECT4600 modulates external pH during in vitro growth in clams

extrapallial fluids or hemolymph.

V. tapetis is a marine bacterium mainly studied for its role as a mollusk pathogen,
more precisely as the etiologic agent of the Brown Ring Disease which affects the
manila clam. Therefore, we aimed at determining whether the bacterium can also
modulate the pH of clam biological fluids in which V. tapetis is known to proliferate
during the infection, ie. the EPFs and the hemolymph. In these experiments, FSSW
was used as the reference fluid because it does not allow any growth of V. tapetis.
Powdered shell fragments were added to each sample in order to design an in vitro
experiment that is as close as possible of natural conditions and to allow ions
exchanges between fluids and shell that might be dependent of the V. tapetis growth.
The obtained results are shown in the Figure 6. Our experiments showed that in
FSSW, to the presence of V. tapetis did not lead to any significant change in pH over
time. By contrast, in EPFs and hemolymph, exposure to V. tapetis led to a significant
decrease of pH as compared to the initial conditions after 3 hours of exposure (pvalue
< 0.001). Indeed, for both clam biological fluids (ie. EPFs and hemolymph), the pH
significantly dropped from 7.6 to 7.4 after three hours of Vibrio exposure, and then
stabilized at approx. 7.25. However, for longer times, the pH also tended to decrease
in the controls, so as no significant difference appears between the control samples
and the samples exposed to V. tapetis for the last time points, thus revealing an

interaction only in the first hours of exposure.
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V. tapetis CECT4600 modulates the pH of extrapallial fluids and hemolymph during

in vivo infection of the Manila clams.

EPFs and hemolymph are involved in shell biomineralization and in immunity,
respectively, and have therefore a crucial importance in the development of BRD in
clams. The previous demonstration that the presence of V. tapetis can interfere in vitro
with the pH of these clam biological fluids led us to hypothesize that this could happen
in vivo, and that the modulation of pH of these fluids could be an important aspect of
the infection process. Monitoring of pH evolution in EPFs and hemolymph after Manila
clams infection by V. tapetis is presented in Figures 7 and 8, respectively. Both fluids
displayed a relatively similar pH evolution following the injection of FSSW or V. tapetis
in the animals. Considering the whole in vivo infection experiment (22 days), we did
not observe any significant difference in pH between the control and infected animals.
However, we observed a weak but significant difference between the pHs of the EPFs
and hemolymph from control and infected clams at 3 days post injection (dpi). Indeed,
the pH of these fluids revealed higher (of approx. 0.2 pH unit) in both cases in clams
injected with a suspension of V. tapetis, as compared to clams injected with FSSW

(pvalue < 0.02).
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DISCUSSION

pH homeostasis is an essential aspect of cell physiology. It is also one of the main
environmental factors controlling the biomineralization of calcified organisms. This
explains, at least in part, the current abundance of studies dealing with the impact of
ocean acidification on marine mollusks and other calcified marine organisms (Gattuso
and Hansson, 2011). The relation between decrease of pH and increase of
temperature has been studied in several bivalves species, showing that these two
factors can affect the immune response of the Mediterranean mussel Mytilus
galloprovincialis (Matozzo et al., 2012) and was also shown to influence the abundance
of parasites and incidence of bacteria in the blue mussel Mytilus edulis (Mackenzie et
al., 2014). Finally, pH adaptation is a crucial component of virulence of many
pathogenic bacteria which, in addition to having to survive the acid digestive barriers
in some hosts, must be able to tolerate acid stress resulting from lysosomal activity
after being phagocytized by immune system cells such as macrophages or hemocytes
(Asplund et al., 2014).

BRD is typically a disease of clam biomineralization (Paillard et al., 1994). It is also a
bacterial disease, in which the phenomenon of phagocytosis, and more specifically
the phagosome-lysosome fusion, has a particular importance in the animal’s immunity
(Paillard, 2004b; Rahmani et al., 2019). For all these reasons, it is surprising that the
effect of pH on V. tapetis has never been considered to date in the context of the

BRD.
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In this study we observed that V. tapetis, the bacterial etiological agent of BRD, is
capable of growing over a wide range of pHs, including at a cold temperature (14°C)
which is an optimum for BRD development. Interestingly, we showed that the
bacterium, during its growth, had the ability to modify the pH of its environment,
increasing it in acidic media, or acidifying it in alkaline ones, and systematically
replaced the external pH to a value close to 7.7 during its growth in a kind of
‘neutralizing activity'.

The regulation of the internal pH is a necessity for all cell types. Bacteria regulate their
intracellular pH by using proton pumps, or by transporting and/or metabolizing
several acid or base compounds. For example, Escherichia coliresponse to acid stress
involves amino acid decarboxylase antiporter pairs and proton-pumping respiratory
chains complexes causing H+ ion efflux outside the cell. On the contrary, during
alkaline stress, E. coli was found to have a strong activation of NhaA Na+/H+
antiporter, an up-regulation of ATP synthetase leading to a strong entry of H+ ion into
the cell (Krulwich et al., 2011). NhaA antiporter is also present in the genome of V.
tapetis CECT4600 according to the recently published annotation (Dias et al., 2018),
as well as calcium or potassium proton antiporters. Furthermore, the presence of an
enzyme such as arginine deiminase in the genome of this pathogen might explain
alkalinization of external pH observed during acidic stress as already shown in another

bacterium (Budin-Verneuil et al., 2006).
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Regardless of this internal pH regulation, many bacteria modify the pH of their
environment as a result of their energy metabolism. This is particularly the case for
many fermentative bacteria producing large quantities of organic acids (e.g. lactic
acid, propionic acid, formic acid, etc.) leading to an acidification of their environment
(Nuryana et al., 2019). Other bacteria are known to alkalinize their environment, by
using organic acids (e.g. lactate, aspartate, glutamate) as carbon and energy sources
(Stancik et al., 2002). Nevertheless, these metabolisms are very dependent on the
nature of the substrates used by the bacteria, and there are no case, to our
knowledge, of bacteria capable of being both acidifying and alkalinizing in the same
culture medium, only depending on the initial pH of that medium.

This discovery raises many questions about the bacterium's adaptation mechanisms
to pH stress, as well as about the energy metabolism(s) it uses, and the substrates it
degrades from the Zobell medium, at the different pHs. This also raises important
questions regarding the involvement of this ‘neutralizing activity’ in the expression of
its pathogenicity, in the context of BRD development. We further characterized this
last point, by measuring in vitro the impact of the bacterial growth on the pH of the
main biological fluids of the Manila clams, ie. extrapallial fluids and hemolymph, and
then in vivo, the pH of these fluids in a context of infection.

First, we observed that in the first three hours after exposure to V. tapetis, the pH of
the two fluids decreased significantly more than that of the control. EPFs and

hemolymph contain hemocytes, which are the main cellular actors of the immune
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system and one of the main targets of the pathogen. In a previous study, the authors
demonstrated that the cytotoxicity of the bacterium to hemocytes was maximal, in
vitro, after three hours of exposure to the pathogen (8). V. tapetis is able to induce
deregulations of hemocytes physiology as reorganization of actin cytoskeleton,
reduction of lysosomal activity and down regulation of genes related to the
complement pathway (Rahmani et al., 2019). The decrease in pH in the first three
hours of exposure could be due to the growth of the pathogen and could be related
(either as a cause or a consequence) to its cytotoxic effect on clam hemocytes where

the influence of the bacterium is maximum.

Second, after a 21 days infection by V. tapetis, monitoring of pH evolution in the EPFs
and hemolymph revealed that pH significantly increased at 3 d.p.i. in infected clams,
as compared to control ones, in these two-particular fluid compartments. BRD is a
chronic infection, as the pathogen does not induce mortalities in the classical way of
infection and can persist in infected animals (Paillard, 2016). Indeed, the acute phase
of the infection is divided into two parts: a first one characterized by an increase of V.
tapetis concentration followed by the production of a brown deposit on the inner part
of the shell, and a second one, which is not always present, characterized by shell
repair that can lead to the complete remission of clams (Paillard, 2016). Based on the
mode of infection chosen during our experiment, we are able to recreate the first

stages of BRD by allowing the pathogen to reproduce all the early steps of BRD and
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then induce an acute phase of infection until formation of the brown deposit. The fact
that V. tapetis is able to modulate the pH of such compartments of the Manila clam
during BRD questioned the impact of this factor in the development of BRD itself.
Indeed, pH is known to modulate the virulence of many pathogenic bacteria. In Vibrio
cholerae, for example, it has been shown that the protein ToxR, which is responsible
for the regulation of many virulence genes, is also strongly involved in the response
to acid stress, suggesting a close relationship between the virulence and the acid
stress response in this pathogen (Lund et al., 2014; Merrell and Camilli, 2002). In
Pseudomonas aeruginosa, it has been shown that the infection was attenuated at pH
6 rather than pH 7.6, and that the bacterium expresses genes that allow it to alkalinize
the medium at acidic pH, while at neutral pH, it preferentially expresses iron

metabolism-related genes (Romanowski et al., 2011).

Dynamics of BRD and kinetics of V. tapetis in EPFs have been well characterized. In
the first hours of infection, the pathogen colonizes and degrades the periostracal
lamina in order to enter extrapallial fluids, and then colonizes the shell secretion
(Paillard and Maes, 1995). This period corresponds to an increase of V. tapetis
concentration in this compartment (Bidault et al., 2015). Between 2 days and 7 days
d.p.i. the EPFs concentration of V. tapetis reaches its maximum value (Bidault et al.,
2015), which corresponds to an increase of pH in EPFs according to our study where

significant differences of pH have been observed in infected animals after 3 days (in
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vivo). It should also be noted that an increase of pH has also been reported in
hemolymph at 3 d.p.i., thus probably revealing the changes that occurs in this
compartment at the biochemical level during BRD (Allam et al., 2006).

In addition, we know that during infection, major changes occur in EPFs at the
enzymatic level with, for example, an increase in the activity of phenoloxidase, an
enzyme involved in the humoral response and melanization which leads to the brown
deposit production (Soderhall and Cerenius, 1998). Previous studies showed that
phenoloxidase activity is sensitive to abiotic factors such as pH. Indeed,
phenoloxidase activity decrease with pH in a range of physiological values in the
Atlantic blue crab Callinectes sapidus, mostly in the hemolymph compartment (Le
Bris, 2013; Tanner et al., 2006). Thus, increasing the pH in a range of physiological
values in both hemolymph and EFPs would modulate phenoloxidase activity in these
two compartments and then probably the melanization process associated to the

bacterial embedding within shell matrix.

After the first week of infection, the concentration of V. tapetis in EPFs decreases as
the bacteria are encapsulated in the newly-formed brown deposit (Bidault et al.,
2015). After 2 to 3 weeks of infection, the pathogen can be detected again in EPFs,
but in lower concentration than during the first week (Bidault et al., 2015), suggesting

a new equilibrium between the formation of the brown deposit and the persistence
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of V. tapetis in EPFs. This phenomenon could explain the absence of pH modification

during the end of the experiment.

Finally, we can formulate the hypothesis that the change in pH of Manila clam EPFs,
in the first days of BRD development might be in correlation with the increase of V.
tapetis concentration in this compartment, the bacterium inducing major changes that
allow the pathogen to enter the extrapallial compartment and to hijack the immune

function of hemocytes in order to grow and to persist in the Manila clam.

Our experiments have shown a close interaction between V. tapetis CECT4600, a
pathogen of Manila clam that induces BRD, and the pH of different compartments of
the animals during infection. This pathogen is able, in vitro, to influence the pH of its
culture medium during its growth, towards a so-called "neutralizing activity" that
allows to reach a pH value lower than the pH of seawater. Under in vitro and in vivo
conditions, we were able to observe a change in the pH of the extrapallial fluids and
hemolymph of the animal that should be related to the dynamics of the pathogen
during infection of the Manila clam. These results tend to prove that the bacterium,
through a direct mechanism or as a consequence of physiological changes
encountered in the animal during infection, alters the pH of the hemolymph and
extrapallial fluids, and could by this way promote the infection process or at least

create an imbalance within the animal, that would favor its persistence.
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FIGURES AND TABLES

Figure 1: pH evolution of a V. tapetis CECT4600 culture after growth at 14°C, 18° and 21°C in pH adjusted Zobell media from 6.00 (M600) to
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Figure 2: pH variance of a V. tapetis CECT4600 culture after growth at 14°, 18° and 21°C in pH adjusted Zobell media from 6.00 (M600) to 8.70
(IMIB710) (15 FEPIHCALES) wvveeeeieiiiiiieeeeeitttee e e e ettt e e e e eeet e et e e e e e etaaeeeeeeeaeaaeaeeeasssaseaeeaaasssaeeaaeaassssssaeseasseaseeseaassesaaeeaasssaaaaeseasssaesaesaansssseeeeeanssrnnaaans 231
Figure 3: pH evolution of a V. tapetis CECT4600 culture after growth at 27° in pH adjusted Zobell media from 6.00 (M600) to 8.70 (M870) (15
Yo Lo (=T SRR P P UUTPP 232
Figure 4: pH evolution of a culture of V. tapetis during exponential growth phase at 14°C, in pH adjusted Zobell media from 6.00 (M600) to 8.70
(Y3740 ) I PSSP 233
Figure 5: evolution of a culture of V. tapetis during exponential growth phase at 18°C, in pH adjusted Zobell media from 6.00 (M600) to 8.70
(Y3740 ) ISP 234
Figure 6: pH evolution after V. tapetis exposure in FSSW (Filtered sterilized Seawater), EPF (extrapallial fluids) and Hemolymph (He) mixed with
Manila clam shell. ** : pvalue=0.0017 ; ***=pvalue=0.0007, STUAENT TEST ....cccciuiiiiei et e et e e e e et e e e e e eeaareeeeeeeenaaeeeaaas 235
Figure 7: pH evolution in EPFs (extrapallial fluids) after infection by V. tapetis of the Manila clam Ruditapes philippinarum. ............................ 236
Figure 8: pH evolution in Hemolymph after infection by V. tapetis of the Manila clam Ruditapes philippinarum. ...............ccccceveevieiiiiiiiiiccicccnnns 237
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Figure 1: pH evolution of a V. tapetis CECT4600 culture after growth at 14°C, 18° and 21°C in pH adjusted Zobell media from 6.00
(M600) to 8.70 (M870) (15 replicates)

230



AXE DE RECHERCHE Il : Etude de I'interaction héte pathogéne — Chapitre 4

T0 TF

*kk%*

pH

Control CECT4600 Control CECT4600

Conditions - E3 Control m® CECT4600

Figure 2: pH variance of a V. tapetis CECT4600 culture after growth at 14°, 18° and 21°C in pH adjusted Zobell media from 6.00
(M600) to 8.70 (M870) (15 replicates)

***% : pvalue < 0.0001, Student test
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Figure 3: pH evolution of a V. tapetis CECT4600 culture after growth at 27° in pH adjusted Zobell media from 6.00 (M600) to 8.70
(M870) (15 replicates)
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pH evolution at 14° C
during exponential growth phase of V. tapetis
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Figure 4: pH evolution of a culture of V. tapetis during exponential growth phase at 14°C, in pH adjusted Zobell media from 6.00
(M600) to 8.70 (M870)
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pH evolution at 18° C
during exponential growth phase of V. tapetis
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Figure 5: evolution of a culture of V. tapetis during exponential growth phase at 18°C, in pH adjusted Zobell media from 6.00
(M600) to 8.70 (M870)
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Figure 6: pH evolution after V. tapetis exposure in FSSW (Filtered sterilized Seawater), EPF (extrapallial fluids) and Hemolymph (He)
mixed with Manila clam shell. ** : pvalue=0.0017 ; ***=pvalue=0.0007, Student test
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Figure 7: pH evolution in EPFs (extrapallial fluids) after infection by V. tapetis of the Manila clam Ruditapes philippinarum.
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Figure 8: pH evolution in Hemolymph after infection by V. tapetis of the Manila clam Ruditapes philippinarum.
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Table 1: growth parameters of V. tapetis after growth in different range of pH and temperature. DT : doubling Time ; OD : Optic

Density, T° : Temperature; h: hour

V. tapetis CECT4600 growth

Mé00 Mé45 M700 MC M786 M812 M870
T° Time DT Maximum DT Maximum DT Maximum DT  Maximum DT Maximum DT Maximum DT Maximum
of (h) ODas2 (h) ODa92 (h) ODa92 (h) ODa92 (h) ODa92 (h) ODa92 (h) ODa92
growth
14°C  31H 5,00 0,945 3,31 1,121 3,39 1,155 3,15 1,047 3,50 1,128 3,16 1,143 7,03 0,946
18°C 24H 2,37 1,201 1,85 1,220 1,95 1,214 2,00 1,120 1,79 1,178 2,42 1,245 3,54 1,010
21°C  24H 2,19 1,231 1,93 1,204 2,30 1,207 2,50 1,167 2,83 1,201 2,52 1,223 3,97 1,061
27°C 24H 0 0,012 0 0,024 0 0,033 0 0,06 0 0,021 0 0,021 0 0,031
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Conclusion et perspectives

Dans ce chapitre, nous avons mis en évidence la capacité de V. tapetis a modifier le
pH lors de sa croissance vers une valeur proche de 7.70 dans un milieu de culture
riche. En présence de fluides et de fragments de coquille provenant de palourdes
japonaises, la pathogéne est alors capable de faire baisser le pH des fluides de
I"animal aprés 3H d’exposition. Cette modification est probablement en étroite
corrélation avec la capacité de V. tapetis a induire des modifications chez les
hémocytes justement aprés 3H d’exposition. Enfin, apres avoir mesuré le pH des
fluides de palourdes expérimentalement infectées, nous avons démontré la capacité
de la bactérie a augmenter le pH dans les fluides chez les animaux infectés. Ces
modifications suivent la dynamique du pathogéne déja démontrée dans les FEPs avec
des modifications significatives du pH in vivo dans la période ou la concentration du
pathogéne est |a plus élevée dans les FEPs. Cette étude est |la premiére a s'intéresser
a la relation pH — MAB et ouvre la voie a de nouvelles expérimentations dans le but

de mieux comprendre les mécanismes liés a ces modifications dues a V. tapetis.
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L'étude de la maladie de I'anneau brun, touchant les palourdes japonaises de |'espéece
Ruditapes philippinarum, a débuté dans les années 80 avec les théses de doctorat de
Christine Paillard (Paillard, 1992) et Philippe Maes (Maes, 1992) a I'Université de
Bretagne Occidentale. Grace a l'isolement de Vibrio tapetis, la bactérie responsable
de cette maladie, de nombreuses études ont permis depuis lors de mieux caractériser
d'une part les conséquences de la maladie sur les palourdes japonaises infectées et
d'autre part de mieux comprendre la dynamique de cette maladie. La souche de
référence dans le cadre de la MAB est V. tapetis CECT4600. Cette souche a été |'objet
de la majorité des études sur cette espece bactérienne. Néanmoins, de nombreuses
souches de V. tapetis ont été isolées a travers le monde depuis les années 80,
associées a des symptéomes de MAB ou a des |ésions touchant différentes espéces de
poissons. Si les symptémes et les conséquences physiologiques de la maladie chez la
palourde japonaise sont aujourd’hui bien caractérisés, les facteurs permettant au
pathogene d'induire cette infection sont aujourd’hui encore peu connus. La
problématique principale de cette thése avait pour objectif de mieux comprendre les
mécanismes mis en place par le pathogéne induisant le développement de la MAB
chez la palourde japonaise. Pour y répondre, nous avons développé un travail de
recherche basé sur quatre problématiques, contenues dans 2 axes de recherches,
virulence et interaction héte-pathogéne, ciblant des étapes clés de l'infection et visant

a mieux comprendre les mécanismes de la MAB.

La premiére problématique était : Quels sont les génes impliqués dans la virulence
de V. tapetis ?

Le T4SS est impliqué dans le développement de la MAB et dans la dynamique des

mortalités apres injection dans le muscle adducteur

Pour cela, nous avons développé des outils de mutagénése ciblée nous permettant
de supprimer un gene d'intérét, afin de travailler sur des souches isogéniques de V.
tapetis ne différant que d'un seul et unique géne. Mettre en place les outils
permettant d’obtenir une souche dite « mutante » fut la principale difficulté,
puisqu’un seul 1 mutant de délétion (V. tapetis Adjla, (Lakhal et al., 2008)) avait été
obtenu chez V. tapetis plus de 10 ans auparavant. En effet, la technique nécessite
I'intégration d'un plasmide au génome de la bactérie, ce qui s'est révélé
particulierement difficile, probablement en raison de la présence de nombreux
systeme de restriction modification de type | dans le génome de V. tapetis lui

permettant de reconnaitre et dégrader I'ADN exogene. Néanmoins, grace au
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développement d'une technique de conjugaison en conditions sub-létales, nous
avons réussi a obtenir une souche dans laquelle le géne virB4, codant une ATPase du
systéme de sécrétion de type IV (T4SS), est absent. Grace a cela, nous avons pu mieux
comprendre les mécanismes liés au développement de la MAB en démontrant que
le T4SS n'était pas impliqué dans |'arrondissement des hémocytes au cours de
I'infection, ni dans la diminution de l'activité lysosomale in vitro. Néanmoins, nous
avons prouvé que l'absence de T4SS induit une réduction de 50% de la MAB au cours
de l'infection ainsi qu‘une diminution des taux de mortalités lors de |'injection du
pathogéne dans le muscle adducteur in vivo chez la palourde japonaise. Ces résultats
peuvent étre comparés aux infections in vivo réalisées a partir de souches de V. tapetis
ne portant pas le cluster de génes codant pour le T4SS. Par exemple, lorsque la
souche V. tapetis LP2 est injectée dans la cavité palléale, elle n'induit pas de MAB
(Choquet, 2004; Dias et al., 2018). En revanche, lorsque cette barriére est traversée,
a savoir l'injection directement dans la cavité extra-palléale, cette souche est capable
d’induire jusqu’a 75% de MAB quand la souche de CECT4600 induit, elle, 100% de
MAB (Le Bris et al., 2015).

Ainsi, nos résultats permettent d’émettre I'hypothése que le T4SS, qui est présent
spécifiquement dans les souches de V. tapetis pathogenes de palourdes, pourraient
étre impliqué dans les premieres étapes de colonisation du pathogéne ou bien dans
le processus de mélanisation des matrices organiques coquilliéres, entrainant le dépot
brun en réaction a l'infection. En revanche, nous ne connaissons pas l'influence du
TA4SS dans la capacité de survie du pathogéne dans les vacuoles ni méme au sein des
hémocytes. Il est aussi possible d’emmeétre des hypotheses quant a I'importance du
TA4SS dans la capacité de survie du pathogéne au sein du compartiment extra palléal.
En effet, ce systeme de sécrétion pourrait étre impliqué dans la manipulation du
systeme immunitaire, au travers d'effecteurs agissant sur des processus tels que la
phagocytose ou |'autophagie, entrainant alors une capacité de survie réduite a
I'intérieur des hémocytes chez la souche ne possédant plus le T4SS. Cette derniére
serait alors éliminée plus rapidement, entrainant alors une prévalence de MAB plus
faible. Le développement de protocoles couplant des techniques de cytométrie en
flux a de la microscopie permettrait d'étudier plusieurs de ces processus afin de mieux
comprendre le réle du T4SS dans la MAB.

Nous avons ainsi démontré que le T4SS, bien que jouant un réle important dans
I'infection, n’était pas essentiel au développement de la MAB. Récemment, une étude
comparant les mécanismes d'infections de différentes espéces de Vibrios pathogenes

chez I'huitre a démontré que les mécanismes moléculaires d'infections d'un méme
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hote pouvaient étre dépendants de I'espéce pathogene, mettant en exergue que les
mécanismes d'échappement du systeme immunitaire pouvaient étre différents selon
I'espece pathogéne concernée (Rubio et al., 2019). Ici, nous avons mis en exergue
une cause probablement multigéniques de la MAB au sein d’'une méme espéce. Ces
travaux remettent alors en cause le postulat selon lequel les souches de V. tapetis
capables d'induire la MAB posséderait nécessairement les génes du T4SS. Le travail
décrit dans la section précédente est donc en étroite relation avec la seconde
problématique étudiée au cours de cette thése : Existe-t-il des marqueurs hotes-

spécifiques de la virulence de V. tapetis ?

La technique MALDI-TOF permet de discriminer les souches de V. tapetis en

fonction de leur pouvoir pathogéne vis a vis de la palourde japonaise

Pour répondre a cette problématique, nous avons travaillé en collaboration avec une
équipe du département de bactériologie, pathologie et maladies aviaires de
I'université de Gand (Belgique). Cette collaboration s'inscrit dans le cadre de
I"émergence d'isolats appartenant a I'espece V. tapetis a partir de poissons présentant
des ulcérations de la peau. En effet, pas moins de 12 souches de V. tapetis ont été
isolées a partir de la limande commune Limanda limanda (Vercauteren et al., 2019,
2018). Nous avons pu allier le savoir-faire de nos deux laboratoires en matiere de de
biotests appliqués aux palourdes japonaises et aux poissons pour étudier la virulence
de ces souches pathogénes au travers de tests in vitro. De plus, nous avons pu corréler
ces résultats avec |'analyse de 29 isolats de V. tapetis grace a la technique MALDI-
TOF. Grace a cette collaboration, nous avons pu développer une approche
de « strains typing » nous permettant de discriminer les souches de V. tapetis en
fonction de leur pouvoir pathogéne vis a vis de la palourde japonaise. De plus, nous
avons mis en évidence pour la premiere fois la présence du géne virB4 chez des
souches de V. tapetis issues de poissons et ne présentant pas la capacité d'induire un

arrondissement des hémocytes (i.e. non virulente in vitro).

En mettant en perspectives ces deux études, nous avons pu d'une part déterminer
des marqueurs hotes spécifiques de virulence et d'autre part améliorer notre
compréhension du T4SS dans le développement de la MAB. Le fait que certaines
souches non cytotoxiques portent le gene virB4 est en corrélation avec les résultats
de mutagénése ciblée indiquant que le T4SS n'est pas impliqué dans la perte
d'adhérence des hémocytes découlant de la perte des pseudopodes, in vitro.

Néanmoins, ces souches seraient-elles capables d'induire la MAB in vivo? Les
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expériences d'infections réalisées avec d'autres souches de V. tapetis isolées
d’'espéces de poissons différentes (Bidault et al., 2015; Choquet, 2004; Le Bris, 2013)
ont démontré que ces souches ne sont pas capables d'induire la MAB lors de
I'injection dans la cavité palléale de I'animal. Néanmoins, aucune de ces souches ne
portait le géne virB4. Ce dernier est important mais pas essentiel dans le
développement de la MAB ainsi, les isolats de limande commune seraient peut-étre
capables d'induire des symptoémes de MAB a un taux plus faible que la souche
CECT4600. Toutefois, mise a part la souche 2BB présentant un niveau de virulence
intermédiaire in vitro, le fait que les isolats de limande ne présentent pas de capacités
d'arrondissement des hémocytes, comme les précédentes souches de poissons
isolées, laisse a penser que ces souches ne sont probablement pas capables d'induire
la MAB dans la dynamique classique de linfection. De plus, ces recherches
questionnent sur la robustesse de |'outil détection du géne virB4 pour la mise en
évidence de souches pathogénes de palourde dans un contexte de diagnostic. Ainsi,
la technique MALDI-TOF, en plus d'étre rapide et reproductible, pourrait étre un outil

plus adapté a des usages diagnostiques.

La perte d'adhérence est un élément clé de I'étude de la virulence chez les isolats de
V. tapetis. Elle fait partie des modifications physiologiques associée a la MAB et au
détournement du systeme immunitaire. Cependant, les mécanismes moléculaires
associés a ces changements étaient encore peu connus. Dans I'étude de l'interaction
hote-pathogeéne, nous avons voulu caractériser les voies moléculaires impliquées dans
la MAB en répondant a la problématique : Quels sont les génes exprimés lors de

I'infection chez I'héte ?

La MAB implique une dérégulation du systeme immunitaire a travers la voie du

complément et une réorganisation du cytosquelette d'actine

Grace a une approche transcriptomique de type RNA-seq, nous avons étudié les
génes différentiellement exprimés lors de I'infection de palourdes japonaise dans les
fluides extra-palléaux. Cette approche est la premiere analyse se basant sur
I'ensemble des transcrits différentiellement exprimés aprés une infection
expérimentale directement dans le compartiment extra-palléal. En effet, de
précédentes études ont utilisé une approche de SSH (Suppression Subtractive
Hybridization) appliquée a I'hémolymphe ou au manteau de palourdes infectées par
V. tapetis CECT4600 dans un contexte de réparation coquillére (Jeffroy et al., 2013),

ou bien appliquée a de I'hémolymphe directement exposée a ce pathogene (Brulle
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et al., 2012). Ces études ont démontré respectivement une dérégulation de génes
impliqués dans le systeme immunitaire et dans la biominéralisation de la coquille,
mais aussi dans I'organisation du cytosquelette d'actine. Une seconde approche en
Oligoarrays (puce a ADN) appliquée a des animaux récoltés dans |'environnement et
présentant des symptémes de MAB a révéler une dérégulation des génes impliqués
dans la reconnaissance du pathogéne, la régulation de |'apoptose ou encore la
biominéralisation (Allam et al., 2014).

Dans notre étude, nous avons pu mettre en évidence une diminution de la
transcription de génes impliqués dans le systeme du complément via les protéines
C1q et Galectine, toutes deux étant des opsonines permettant la reconnaissance du
pathogéne et les réponses immunitaires associées. Nous avons aussi démontré la
sous expression de génes impliqués dans |'activité lysosomale, codant des protéines
telles que plusieurs types de cathepsines ou de saposines. Enfin, en corrélation avec
les précédentes études menées sur la régulation de I'expression de génes associée a
la MAB, nous avons également mis en évidence la dérégulation de transcrits
impliqués dans |'organisation du cytosquelette d'actine, codant pour la profiline, la

coactosine ou encore la B-thymosine, régulant étroitement la synthése d'actine.

Grace a des techniques de microscopie a épifluorescence et de cytométrie en flux,
nous avons cherché a visualiser I"évolution du cytosquelette d'actine et a analyser les
variations de l'activité lysosomale dans des hémocytes exposés a V. tapetis. D'une
part, nous avons ainsi pu démontrer que la dérégulation des fonctions associées au
systéme immunitaire est en partie liée a une diminution de l'activité lysosomale dans
les hémocytes infectés par V. tapetis CECT4600. D’autre part, nous avons pu visualiser
la réorganisation du cytosquelette d'actine dans les hémocytes infectés, avec une
localisation d’actine-F en périphérie de la cellule pour les hémocytes sains et diffuse

dans les cellules hémocytaires infectées.

La compréhension de |'arrondissement des hémocytes joue un réle clé dans la
compréhension de la MAB. Néanmoins, certains aspects de cette maladie sont encore
aujourd’hui trés peu étudiés. La MAB doit son nom au dépdt brun observable sur la
face interne des valves, résultant d'une inhibition de la biominéralisation de la
coquille. Le pH joue un réle prépondérant dans la production de coquille chez les
organismes calcifiants. Cependant, aucune étude a ce jour ne s'est intéressée aux
modulations de pH pouvant étre associées a cette affection. Dans le chapitre 4 de

cette thése, nous avons choisi d'étudier la problématique : Quelles sont les
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modulations au sein de I'animal associées au pH et a la température lors de I'infection
-

Le pathogéne V. tapetis est capable de moduler le pH du milieu environnant lors de

sa croissance, entrainant des variations de pH dans les premiers jours de la MAB

Dans un premier temps, nous avons caractérisé les capacités de croissance du
pathogéne dans des milieux de cultures dont le pH avait été ajusté pour couvrir une
gamme de 6.00 a 8.70 et nous avons couplé cette analyse a une mesure de I'évolution
du pH au cours de la croissance bactérienne. Ces expériences ont été effectuées a 4
températures, représentant des parametres clés dans la MAB (14°C la température
optimale d’infection, 18°C la température optimale de croissance, 21°C la
température permettant la mise en place de la réparation coquillére et enfin 27°C
température a laquelle le pathogéne est incapable de croitre). De maniere
intéressante, notre étude a révélé la capacité de V. tapetis a réguler le pH lors de sa
croissance autour d‘une valeur proche de 7.70 dans tous les milieux testés. En
revanche, en 'absence de croissance de V. tapetis, aucune modification du pH n’est
observée en comparaison avec la condition contréle sans bactérie, aux différentes
températures testées.

Chez les bactéries, le métabolisme peut entrainer une modification du pH du milieu
lors de la croissance, résultant de I'excrétion de produits de fermentation et/ou de
I"'utilisation d'une source de carbone (et/ou d'azote) acide ou basique. Néanmoins, le
pH a tendance a diminuer ou a augmenter dans ces conditions. Ici, le pH évolue pour
tendre vers une valeur neutre en abaissant ou en élevant le pH au cours de la
croissance. Ce phénoméne a déja été décrit chez des champignons portant des génes
leur permettant de « sentir » le pH environnant et de réguler celui-ci pour favoriser
leur croissance, comme par exemple chez le champignon pathogéne Candida
albicans en lui permettant de s’adapter aux conditions environnantes afin d’assurer sa
croissance (Davis, 2009). Ainsi, le fait que le pathogene soit capable de réguler le pH
environnant lors de sa croissance en milieu de culture nous a amené a nous interroger
sur la présence d'un mécanisme pouvant induire une modification du pH au sein de
la palourde japonaise lors de I'infection. Nous avons donc mesuré le pH des fluides
extra-palléaux et d'extraits d'hémolymphe exposés a V. tapetis selon le test de
virulence in vitro standardisé reproduit plusieurs fois au cours de cette thése, et avons
mesuré le pH de ces mémes fluides extraits de palourdes infectées in vivo. Nos
résultats ont permis de démontrer que V. tapetis est également capable d'influencer

le pH des fluides extra palléaux et de I'hémolymphe in vitro dans les premiéres heures
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d'exposition et in vivo aprés 3 jours d'infection. Les modulations du pH peuvent étre
dues a un mécanisme actif du pathogéne pour coloniser I'héte ou peuvent étre une

conséquence du fort taux de développement du pathogéne durant la vibriose.

Hypotheéses et futures recherches

L'ensemble de ces travaux a eu pour ambition de mieux identifier les mécanismes
moléculaires et physiologiques impliqués dans la maladie de I'anneau brun et de
maniéere plus large dans la virulence de |'espece V. tapetis. Grace aux différentes
études menées au cours de cette thése, nous avons schématisé dans la figure 28 un
modeéle global d'infection. Lors de nos études, nous avons, ciblé différentes étapes
du processus d'infection. Toutes ces étapes mettent en ceuvre des processus en
étroite interaction permettant dans leur ensemble le développement de la MAB.
Cependant, de nombreuses questions émanent de nos recherches quant aux
mécanismes d’interactions entre ces processus. De futures recherches axées sur ces
problématiques pourraient permettre de mieux comprendre l'interaction hote-

pathogéne dans le cadre de la MAB.

Notre modele (Fig. 28) se base sur la dynamique d’infection du pathogéne Dans un
premier temps, il rappelle les principales conclusions de cette these dans I'interaction

hote-pathogéne :

/ 1 pH dans les FEPs \

1 Dépdt brun dépendante du T4SS

| réponse immunitaire des hémocytes

| Lysosomes indépendante du T4SS
1 Arrondissement des hémocytes indépendante du T4SS

| filaments d'actine : réorganisation du cytosquelette d'actine

N /
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Nous avons choisi de décrire ce modeéle en suivant la dynamique du pathogéne dans
le cadre de la MAB. V. tapetis pénétre dans la cavité palléale, colonise la lame
périostracale et pénétre alors dans les FEPs (Paillard et al., 1994). La premiere
problématique résultant de nos travaux est: la colonisation des FEPs est-elle
dépendante du T4SS ? En effet, puisque I'absence du T4SS diminue la prévalence de
la MAB sans pour autant induire une absence de maladie, il est possible que ce
systéme de sécrétion soit impliqué dans |'étape de colonisation du compartiment
extra-palléal. Aussi, comme cité précédemment, il a déja été démontré chez la souche
V. tapetis LP2, ne possédant pas le T4SS, n'est capable d'induire la MAB que
lorsqu’elle est injectée directement dans le compartiment extra-palléal (Le Bris et al.,
2015). Grace aux études réalisées sur des isolats de V. tapetis issus de |'espece de
poisson Limanda limanda, nous avons démontré pour la premiére fois que certains
isolats de poissons possédent le géne virB4 et ainsi probablement le T4SS. Nous
avons alors formulé la problématique suivante : les isolats de V. tapetis issus de
I'espece Limanda limanda seraient-ils capables de coloniser les FEPs et ainsi d'induire
la MAB chez la palourde japonaise ? Pour vérifier I'hypothése de colonisation liée au
T4SS, des techniques de microscopie ont déja été proposées dans le chapitre 1 de
cette thése. En revanche, pour répondre a |I'hypothése de la capacité de colonisation
des isolats issus de limande commune, il serait également trés intéressant de réaliser
des infections de palourdes japonaises par injection dans la cavité palléale de ces
nouveaux isolats, afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans I'étape
de colonisation du pathogéne. En fonction des résultats, des expériences d'injections
de ces isolats, dans la cavité extra-palléale cette fois-ci, pourraient également étre

réalisées.

Apres avoir pénétré dans les FEPs, V. tapetis cible les cellules hémocytaires qui le
phagocytent. Le pathogene est alors capable d'induire un arrondissement et une
perte des capacités d'adhérence des hémocytes infectés (Choquet et al., 2003). Chez
ces hémocytes, nous avons montré une sous expression de genes impliqués dans la
réponse immunitaire associés a la voie du complément et a |'activité lysosomale. Les
modifications physiologiques observées dans les hémocytes infectés ne ciblent pas
uniquement le systéeme immunitaire mais également la synthése et |'organisation du
cytosquelette d'actine. Lors d'expériences indépendantes, nous avons également
montré que le pH au sein des FEPs était augmenté lors de la MAB, aprés 3 jours

d’infections.
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Le pH étant impliqué dans un grand nombre de processus physiologiques (au travers,
notamment, de son impact sur les activités enzymatiques), un lien entre les
modifications de pH associées aux modifications physiologiques liées a la MAB et
plus particulierement aux hémocytes, peut étre supposé. Ainsi, nous nous posons
aujourd’hui les questions suivantes : la modification du pH associée a la MAB pourrait-
elle étre liée a la modification de I'activité lysosomale au sein des hémocytes chez les
animaux infectés ? Les modifications de pH observées au cours de la MAB peuvent-
elles avoir un effet sur la réorganisation du cytosquelette d'actine ? Aussi, le pH agit-
il sur les enzymes responsables de la mélanisation, processus lié a la formation du
dépbt brun ? Plusieurs expériences seraient nécessaires pour répondre a ces
questions. L'une des premieres expériences pouvant étre réalisée est celle permettant
de caractériser |'action potentielle du pH sur le cytosquelette d'actine. Elle pourrait
alors permettre, dans un premier temps, de comprendre si de simples changements
de pH seraient capables d'induire une désorganisation du cytosquelette chez des

hémocytes exposés a ces variations.

Enfin, dans cette mise en perspective de I'ensemble de nos résultats, nous avons
souhaité proposer un modele hypothétique de l'interaction V. tapetis — hémocytes
chez la palourde japonaise basé sur le détournement d’hémocytes actifs vers des
cellules quiescentes. Dans ce modeéle hypothétique, les cellules immunitaires de
palourdes infectées seraient dans un état de quiescence, entrainant alors les
perturbations physiologiques liées a la MAB. Pour comprendre cette hypothese, il est

important de bien comprendre la dynamique de la synthese des filaments d'actine.

La synthese d'actine s'effectue par addition de monoméres d'actine-G au pdle « + »
d'un filament d'actine-F. La dépolymérisation peut, quant a elle, s'effectuer au pdle
«-» du filament d'actine permettant au filament d'avancer. Nous avons démontré que
les transcrits associés a la polymérisation de l'actine tels que la profiline ou la
coactosine sont sous exprimés lors de |'infection alors qu‘au contraire, la B-thymosine

est, elle, surexprimée.

La profiline et la coactosine sont des protéines impliquées dans la régulation des
« capping proteins » (Hopmann and Miller, 2003; Rohrig et al., 1995). Ces capping
proteins inhibent la synthése d'actine en se fixant a I'extrémité « + » du filament et
permet de la réguler en empéchant le monomeére d'actine-G de se fixer (Mannherz
and Hannappel, 2009; Weber, 1999). Hopmann et Miller ont démontré que la balance

entre |'activité des protéines de capping et la profiline était essentielle a la régulation

251



DISCUSSION GENERALE

du cytosquelette d'actine chez la drosophile (Hopmann and Miller, 2003). Les B-
thymosines sont quant a elles des ABP (actin binding proteins) et se lient a I'actine-G
afin de réguler la concentration intracellulaire de ce monomere. Elles sont également
connues pour interagir avec la profiline, cette derniére favorisant la dissociation du
monomere d'actine-G avec la f-thymosine pour permettre a celui-ci de s’intégrer au
poéle « + » du filament d’actine (Lodish, 2002) .

Le fait que les géenes codant la coactosine et la profiline soient sous-exprimés lors de
la MAB nous a permis d'émettre une hypothése quant a I'action de V. tapetis sur les
hémocytes au travers de |'action des capping-proteins lors de I'infection. En effet, la
mise en perspective des transcrits liés a la désorganisation du cytosquelette d'actine
avec nos connaissances sur leurs interactions dans la synthése d'actine-F nous permet
de se questionner sur le fait que les hémocytes pourraient étre bloqués dans un état
quiescent lors de |'infection. En effet, dans les cellules quiescentes, le pdle « + » de
I'actine est bloqué par les capping proteins, ce qui empéche la synthése d’actine-F.
Ici, il se pourrait que la sous-expression des genes codant des protéines régulant les
capping proteins entraine une suractivité de ces dernieres, ce qui bloquerait la
polymérisation d’actine-F. Cette hypothése permettrait également d'expliquer la
diminution de la réponse immunitaire au cours de |'infection, les cellules quiescentes

ayant une activité métaboliques et physiologiques réduites.

Ce modeéle hypothétique pourrait étre vérifié par des expériences utilisant des
activateurs de capping proteins, comme par exemple la Twinfilin, capable de
maximiser |'action des capping proteins en se liant a celles-ci et en accélérant la
dissociation avec leurs inhibiteurs (Johnston et al., 2018). De cette facon, nous
pourrions ainsi observer si la maximisation de |'effet des capping proteins serait

capable d'induire les mémes effets, in vitro, que l'infection par V. tapetis.

Les perspectives de cette thése s'étendent également au-dela des questions résultant
directement de ces recherches gréce au développement d'outil comme la souche V.
tapetis AvirB4. En effet, des expériences complémentaires permettraient d'explorer
d'autres aspects de la MAB, dans un contexte de maladies émergentes, et ainsi de
mieux comprendre les mécanismes de l'interaction héte-pathogene dans le cadre de
la. MAB. Nous avons détaillé ces différentes perspectives au travers des

problématiques de recherches développées ci-dessous.
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Chez les palourdes ne présentant pas de MAB apres l'infection avec la souche V.

tapetis AvirB4, serait-il possible que ces animaux bénéficient d'un effet de « priming

immunitaire » ?

Les mollusques n‘ont pas de systéme immunitaire acquis. Néanmoins, plusieurs
études ont démontré la présence d'un systeme immunitaire adaptatif chez les
invertébrés (Milutinovi¢ and Kurtz, 2016). Chez les mollusques, la présence d'une
mémoire immunitaire a été démontrée comme par exemple chez |'huitre creuse
Crassostrea gigas apres infection par Vibrio splendidus (Zhang et al., 2014) ou chez
I'ormeau Haliotis tuberculata apres infection par Vibrio harveyi (Dubief et al., 2017).
Chez ce dernier, les auteurs ont démontré d'une part que la détection du pathogéne
était plus faible chez les animaux résistants et d'autre part que le taux de croissance
du pathogene était plus faible dans le sérum de ces mémes animaux. Pour déterminer
si cet effet de priming immunitaire est aussi présent chez la palourde japonaise, nous
pourrions infecter les palourdes dans un premier temps avec la souche V. tapetis
CECT4600 puis, sur une partie des animaux, avec la souche AvirB4 et effectuer aprées
4 semaines un diagnostic de la MAB par anesthésie des animaux, qui permettrait alors
I'ouverture des valves et la visualisation d'un éventuel dépdt brun. Par la suite, les
animaux seraient a nouveau infectés par V. tapetis CECT4600 uniquement cette fois-
ci. Il est alors possible que les palourdes développent une sorte de résistance,
permettant de multiples études, tant au niveau des mécanismes de résistance chez

I"animal que dans la compréhension de I'interaction héte-pathogene.

Les mécanismes moléculaires mis en évidences en transcriptomique sont-ils

modifiés apres infection avec la souche V. tapetis AvirB4 ?

L'approche de délétion de genes ouvre de nombreuses perspectives d'expériences
permettant de mieux comprendre les mécanismes de la MAB. Par exemple, I'infection
avec les souches CECT4600 et AvirB4 pourraient mettre en évidence des voies
moléculaires spécifiques au T4SS par une approche omique (transcriptomique ou
protéomique). Nous savons que la perte d'adhérence des hémocytes n'est pas
dépendante du T4SS. Cependant, le détournement du systéme immunitaire pourrait
étre affecté par la perte de ce systéme de sécrétion. Il serait alors intéressant d'étudier
les voies moléculaires dépendantes du T4SS.
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Les isolats de V. tapetis issus de poissons possédent-ils le T4SS ?

Dans le chapitre 2, nous avons montré la présence du gene virB4 chez certains isolats
de poissons provenant de |'espéce Limanda limanda (Vercauteren et al., 2018). |l
serait alors intéressant de démontrer la présence ou |'absence du T4SS chez ces
souches. De plus, nous pourrions également effectuer un séquencage de leurs
génomes afin de mieux comprendre les différences génétiques entre la souche
CECT4600 et ces isolats présentant des caractéristiques atypiques pour des souches
de V. tapetis issues de poissons. Ces résultats pourraient alors étre associés aux
infections expérimentales proposées dans la description du modéle d'infection (Fig.

28) pour mieux caractériser les voies moléculaires responsables de la MAB.

Les autres génes candidats sont-ils impliqués dans le développement de la MAB ?

Dans le chapitre 1, nous avons développé les outils nécessaires a I'obtention de
souches V. tapetis AompU ou AgbpA. Ces deux génes sont respectivement impliqués
dans la reconnaissance du pathogene (Duperthuy et al., 2011) et la colonisation
(Stauder et al., 2012). Bien que nos expériences n'aient pas permis d’'obtenir ces
souches de V. tapetis, il serait particulierement intéressant de poursuivre notre travail,
I'ensemble des souches donneuses étant déja construites et prétes a I'emploi. Le
point clé de cette perspective sera |'optimisation du protocole de mutagénese selon

le géne a supprimer, qui semble étre géne dépendant.
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CONCLUSION

Durant cette these, différentes approches ont été mises en ceuvre dans le but de
mieux comprendre et caractériser les mécanismes de pathogénicité associés a la
Maladie de I’Anneau Brun (MAB). Au travers de techniques telles que la génétique
bactérienne, le RNA-seq, le MALDI-TOF ou la cytométrie en flux, nous avons
développé des outils d’analyse permettant de préciser le réle de certaines voies
moléculaires dans le fonctionnement de la MAB. Les principales conclusions pouvant

étre associées a cette thése sont les suivantes :

- La bactérie V. tapetis, dans le cadre de la MAB, induit une sous expression des
génes impliqués dans la réponse immunitaire et une dérégulation des génes
impliqués dans la stabilisation et la synthése des filaments d’actine

- Ce pathogene induit également une diminution de |'activité lysosomale sur les
hémocytes exposés

- L'effet de V. tapetis sur le cytosquelette d'actine et sur la diminution de
I"activité lysosomale est indépendante du systeme de sécrétion de type IV
(T4SS)

- Le T4SS est impliqué dans le développement de la MAB mais n’est pas
essentiel pour induire cette infection

- Dans le cadre de la MAB et de la perte d'adhérence des hémocytes in vitro, V.
tapetis est capable de moduler le pH des fluides extra-palléaux,
respectivement dans les premiers jours et premiéres heures de |'infection

- Enfin, I'approche de « strains typing » basée sur la technique MALDI-TOF
permet de discriminer les souches de V. tapetis en fonction de leur pouvoir

pathogéne vis a vis de la palourde japonaise
L'ensemble de ces conclusions ouvrent de nouvelles perspectives dans la

compréhension des mécanismes de la MAB et les outils mis en place durant cette

thése permettront le développement de nouvelles approches expérimentales.
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Identification des facteurs de pathogénicité de la bactérie Vibrio tapetis, responsable de la
maladie I’anneau brun chez la palourde japonaise Ruditapes philippinarum.
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Résumé : L’objectif principal de cette thése est d’étudier
les mécanismes liés au pouvoir pathogéne de V. tapetis.
Pour cela, nous avons développé 2 axes de recherche. Le
premier axe vise a étudier la virulence de V. tapetis en
répondant aux 2 problématiques suivantes : Quels sont les
génes impliqués dans la virulence de V. tapetis ? et
Existe-t-il des marqueurs hoétes-spécifiques de la
virulence de V. tapetis ? Le second axe de recherche
concerne linteraction hote pathogéne et répond aux 2
problématiques suivantes Quels sont les geénes
exprimés lors de I'infection chez I’h6te ? et Quelles sont
les modulations au sein de I’animal associées au pH et
a la température lors de I'infection ?

Les principales découvertes de cette thése sont :

(i) La bactérie V. tapetis, dans le cadre de la MAB, induit
une sous expression des génes impliqués dans la réponse
immunitaire et une dérégulation des génes impliqués dans
la stabilisation et la synthése des filaments d’actine

(i) Ce pathogéne induit également une diminution de
I'activité lysosomale sur les hémocytes exposés

(iii) L'effet de V. tapetis sur le cytosquelette d’actine et sur
la diminution de I'activité lysosomale est indépendante du
systéme de sécrétion de type IV (T4SS)

(iv) Le systeme de sécrétion de type IV (T4SS) est
impliqué dans le développement de la MAB mais n’est
pas essentiel pour induire cette affection

(v) Dans le cadre de la MAB et de la perte des
adhérences des hémocytes in vitro, V. tapetis est capable
de moduler le pH des fluides extra-palléaux,
respectivement dans les premiers jours et premiéres
heures de l'infection

(vi) Enfin, I'approche de « strains typing » basée sur la
techniqgue MALDI-TOF permet de discriminer les souches
de V. tapetis en fonction de leur pouvoir pathogéne vis a
vis de la palourde japonaise.

Pathogenicity mechanisms of Vibrio tapetis, the etiological agent of the brown ring disease in

the Manila clams Ruditapes philippinarum

Keywords : BRD, Vibrio tapetis, Ruditapes philippinarum, Mutagenesis, Host-pathogen interaction,

Transcriptomics, pH

Summary: The main objective of this thesis is to study the
mechanisms related to the pathogenicity of V. tapetis. For
this purpose, we developed 2 research axes. The first one
aimed at studying the virulence of V. tapetis by answering
the following 2 issues: What are the genes involved in the
virulence of V. tapetis? and Are there host-specific
markers of the virulence of V. tapetis? The second
research axis concerned pathogen-host interactions and
addressed the following 2 issues: What are the genes
expressed during infection in the host? and What are
the modulations in the animal associated with pH and
temperature during infection? The main findings of this
thesis are:

(i) V. tapetis, in the context of BRD, induces a down-
expression of genes involved in the immune response and
a deregulation of genes involved in the stabilization and
synthesis of actin filaments

(i) This pathogen also induces a decrease in lysosomal
activity on exposed hemocytes

(iii) The effect of V. tapetis on the actin cytoskeleton and
on the decrease in lysosomal activity is independent of the
type IV secretion system (T4SS)

(iv) The type IV secretion system (T4SS) is involved in the
development of BRD but is not essential to induce this
disease

(v) In the context of BRD and of the loss of hemocyte
adhesions properties in vitro, V. tapetis is able to modulate
the pH of extrapallial fluids, respectively in the first days
and hours of infection

(vi) Finally, the "strains typing" approach based on MALDI-
TOF makes it possible to discriminate between V. tapetis
strains according to their pathogenicity with regard to
Manila clam.



