Cours #1 :
Les émergences du « monde d’hier » revisitées : la peste et le
choléra

Séminaire #1 :
La lepre préte pour une réémergence ?
Charlotte Avanzi (Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne)
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Emergences infectieuses: un aller vers le passé
pour un retour vers le futur

Le demi-siecle écoulé a donné lieu a la survenue (probablement) sans précédent de
maladies infectieuses nouvelles, émergentes ou réémergentes, largement facilitée
par des facteurs anthropologiques (notion d'anthropocéne) comportant (entre autre):
globalisation des échanges, voyages de masse, changements écologiques, interface
accrue avec le monde animal (élevage intensif, zoonoses, "one world-one health"),
résistance aux antibiotiques

La diversité génétique microbienne est une source majeure de diversification
phénotypique soutenant la dynamique de ces maladies (Lawrence, 2005, Curr Opin
Genet Dev)

Ces modifications microbiennes peuvent étre considérées comme un moteur
influencant les interactions hoéte-pathogenes au fil du temps, des épidémies et
pandémies (Morse, 1995, Emerg Infect Dis; Pybus & Rambaut, 2009, Nat Rev Genet)

L'identification de tels événements survenus a l'occasion de I'émergence/
réémergence d'épidémies/pandémies anciennes peut nous informer utilement
sur la dynamique possible d'événements contemporains



Peste et Choléra revisités

Peut-on mieux appréhender, a I'aune des connaissances contemporaines,
les mécanismes fondamentaux de I'émergence et de la réémergence de
ces deux infections pandémiques qui ont marqué I'humanité de maniére
indélébile ?

Paramétres microbiologiques
Parameétres humains

Parameétres environnementaux
Réservoirs animaux, insectes vecteurs



La Peste: I'émergence se lit-elle dans les genomes ?

La peste d'Asdod
Nicolas Poussin
Musée du Louvre

Les pestiférés de Jaffa
Antoine-Jean Gros
Musée du Louvre




Alexandre Yersin
1863-1943

Saint Roch Yersinia pestis



Cycles de la Peste @ i
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Yersinia pseudotuberculosis, ancétre de Yersinia pestis

Y. pestis a diverge de Y. pseudotuberculosis entre 2600 a 28 000 ans

Y. pseudotuberculosis: entérobacterie, entéropathogene, tolérante au stress
environnemental, moins pathogéne que Y. pestis pour I'homme (Achtman et coll,
1999, 2004; Cui et coll, 2013, Wagner et coll, 2014)

Les deux especes demeurent génomiquement remarquablement proches...

Tres peu d'additions, beaucoup de soustractions et de réarrangements génétiques
Phénomeéne d'adaptation a une espece héte (ou a un nombre limités)
s'accompagne souvent de réduction génomique (mutations pathoadaptatives) de
toutes natures: mutations ponctuelles, delétions, surtout intégration de séquences

d'insertion (1S)



Yersinia pestis / Yersinia pseudotuberculosis
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Phylogenie de Y. pestis / Y pseudotuberculosis
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Les trois pandémies de peste et d'autres...

Trois grandes pandémies de pestes sont clairement documentées, en particulier par
I'analyse d'aDNA:

"Peste de Justinien" (541-544 AD) qui continua de maniére intermittente jusqu'en 750
environ. Pestis inguinaria/glandularia. Marque l'arrét de I'expansion de I'Empire Romain
d'Orient. Byzance ne pourra reconquérir ['ltalie.

Seconde pandémie: "Peste Noire” d'Europe (1347-1351), déces de 30-50% de la
population Européenne

Effondrement économique et social de cités, régions, crise morale et religieuse
Suivie de vagues successives: "Grande Peste" de Londres (1665-1666)

Troisiéme pandémie (intercontinentale): émergence en Chine au milieu du 19¢me
siécle, explosion en 1894 (découverte de Y. pestis par Alexandre Yersin a Hong Kong),
extension a I'ensemble de la planéte jusqu'au milieu du 20°™e sijecle

Des épidémies antérieures sont sans doute survenues, comme la "Peste d'Athénes

(430-427 avant JC) mais on ne dispose pas actuellement de confirmation par aDNA
(début du déclin de la Grece Classique ?

(Bos et coll., 2011, Cui et coll, 2013, Drancourt et coll, 1998, Drancourt et Raoult, 2002,
Harbeck et coll, 2013, Parkhill et coll, 2001, Wagner et coll, 2014)



3¢me pandémie de Peste: impact de I'explosion des
transports maritimes a la fin du 19¢me sjecle

-;_’ e . ' ¥ o -
" — - - ' .‘ o "J“
/~\ N 1899, . f\\}:\
San Francisco ! . P - 1<
! \\ &a\\ / NS @s
\ /7 JTomatave Brisbane
\ Rio de Janeiro \\_/ 1898 \ noy' 599

/ 1900 500,

/



ADN fossile / ancien

La recherche de ['étiologie des maladies infectieuses qui ont frappé
I'hnumanité et fait vaciller ou s'effondrer certaines civilisations a toujours posé
de sérieux problemes: archives défaillantes, détails insuffisants pour
différencier les grandes pathologies,insuffisance de l'analyse des squelettes
dans la plupart des situations (excepté Iésions osseuses caractéristiques
(tuberculose osseuse, brucellose, syphilis...).

L'ADN ancien (aDNA) a récemment pris une place prépondérante dans
I'archéomicrobiologie / paléomicrobiologie (homme, animaux, plantes,
microbes). Probleme = dégradation +++

Puces ADN et PCR permettent d'identifier les grands phyla pathogenes, en
particulier a partir de prélevements de pulpe dentaire

Confirmation de ['étiologie d'épidémies historiques: choléra, peste, typhus,
variole... (Devault et coll., 2014, Scientific Reports; Drancourt, 2012, Clin
Microbiol Infect)



Archeomicrobiologie , aDNA:
échantillons, diagnostic, phylogenie

Sépultures Royaume Uni

Peste Noire
Schuenemann et coll, 2011, PNAS



Mieux que le diagnostic moleculaire ?

Au dela du diagnostic moleculaire "relativement aise" car
ne necessitant pas la connaissance de lintégralité du
genome, peut-on deévelopper une véritable genomique
phylogénétique permettant, sur la base du séquencage
avancé de l'aDNA préeleve, de reconstituer des contigs
permettant de comparer des génomes d'époques/
éepidémies différentes et d'en tirer des conclusions sur la
survenue de modifications génomiques ayant entrainé
I'’emergence, ou expliquant la severité particuliere d'une
epidemie/pandémie ?



Yes we can... but

Méthodes moléculaires standards permettent identification et
ébauche de phylogénie du microorganisme etiologique suspecte,
sur la base de la PCR utilisant un set d'amorces de genes
spécifiques

Méthodes standards deviennent insuffisantes/obsolétes si I'on
vise une analyse phylogénique fine et la recherche d'altérations
genomiques pouvant expliquer une caracteristique particuliere de
la maladie (gravité, bénignité, contagiosité, différence entre deux
éepidéemies/pandémies distantes dans le temps, etc...)

PCR pas adaptée:
Biais d'amplification d'ADN intact, essentiellement c-contaminant
contemporain vs. aDNA tres degradé



Yes we can... If

Succes repose sur assemblage de longs contigs exclusivement formés d'aDNA,

fournissant une image de plus haute résolution de I'architecture génomique
spécifique du microorganisme

aADN trés dégradée:

(1) dégradation enzymatique = autolyse tissus, décomposition bactéries

(2) dégradation chimique: oxydation = altération des nucléotides empéchant
I'appariement des bases et hydrolyse = cassure des brins

Extréme fragmentation de aDNA (Paabo et coll, 2004, Annu Rev Genet)
Stratégies d'enrichissement ciblé (array-based sequence capture) mises au point
pour la séquence du génome de 'homme de Néanderthal (Burbano et coll, 2010,
Science) combinées au séquencage a haut débit de nouvelle génération permettent
I'assemblage de grands contigs dans un environnement métagenomique complexe
et dégrade.

Validation sur l'existence de patterns de dégradation caractéristiques des
nucléotides, plus séquencage d'aDNA mitochondrial humain devant présenter un
pattern de dégradation similaire

Leonardi M et coll. 2016. Syst Biol
Bos Kl et coll. 2016. eL.ife
Bon C et coll. 2012. Proceeed Roy Soc




Sur le chemin de la construction de Y. pestis "moderne

Souches de Y. pestis de I'age de bronze (3000 a 800 ans avant JC):

955 genes associés a la virulence présents dans les souches des 3
pandémies, en particulier de la "Peste Noire" médiévale

Un seul gene manquant: ymt codé par le plasmide pMT1

Considére initialement comme une toxine murine (Ymt), phospholipase D
produite par Y. pestis dans l'intestin de la puce et y facilitant sa croissance,
donc sa transmission plus efficace (Hinnebusch et coll, 2005)
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Acquisition de ymt:
étape clé vers I'emergence de la peste humaine

Plague in Bronze Age Eurasia
3000 BC - 800 BC
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Une "protopeste” ?

Y. pestis était présente et sans doute prévalente a I'age de
bronze chez I'nomme en Eurasie

Le géne ymt a été acquis antérieurement a 951 avant JC,
permettant a la maladie d'étre transmise par la puce

La peste de I'age de bronze ne pouvait donner lieu a une forme
bubonique jusqu'a 'acquisition du gene ymt



Y pestis, souche(s)
de la 1° pandémie

W00 Premiére vague (541-544)
0 Retours de la peste (557-767)
Routes de la peste

Souche de Y. pestis de la premiére pandémie: lignage original maintenant
éteint (Wagner et coll, 2014, Lancet)

Totalement distincte des souches des pandémies suivantes dont elle n'est
pas la souche ancestrale

Présence de l'il6t de pathogénicité DFR4 ("difference regions")

30-50 % de mortalité urbaine plusieurs dizaines de millions de morts
(Procope de Byzance)

Cause de l'extinction ?

Forte adaptation a 'homme, dissémination large sur plusieurs siecles =
immunité globale ?

Sélection d'une mutation chez 'homme entrainant la résistance ?
Changement climatique, raréfaction du réservoir murin ?



Y pestis, souche(s) médievale(s)

Espoir de trouver dans le génome des signatures
du caractere dramatique de la seconde pandémie
de peste en Europe ; e
Modification d'architecture dans les contigs rappelant ik e
pour certaines l'architecture de I'espéce ancestrale Y. pseudotuberculosis

Analyse phylogénique deétaillée indique I'existence de plusieurs isolats distincts et une
possible parenté par rapport aux souches modernes

Pas de trait génomique indiquant une modification pouvant expliquer le caractére
dévastateur de I'épidemie.

Hypothéses:

Transmission essentiellement aérienne ? Forme pulmonaire dominante ?

Modification du vecteur (pou ?)

Facteurs environnementaux, anthropologiques (pauvreté, guerres, malnutrition,
surpopulation et insalubrité urbaine, facteurs climatiques...)

(Schuenemann et coll, 2011, PNAS; Bos et coll, 2011, Nature; Drancourt et coll, 2012,
Clin Microbiol Infect)



Y. pestis 18°™e siécle

Epidémies successives en Europe suivant la Peste Noire Médievale
Origine des souches responsables ?

Souche médiévale évoluant, passant d'homme a réservoir animal, rythmant
les épidémies ?

Pas de circulation "en boucle" européenne, mais réintroductions successive
a partir du réservoir de rongeurs

d'Asie (aller-retour Europe-Asie)

"Grande Peste de Marseille (1720-1722). Episode le plus tardif/mieux
documenté de la "queue" de la seconde pandémie.

La reconstruction des génomes a confirmé l'ancestralité de la souche
medievale, probablement un variant unique, et donc le modéle de circulation
en boucle pendant 3 siecles dans un reservoir animal inconnu

Phylum apparemment éteint comme les prédécesseurs

(Bos et al, 2016, eLife)



Un fait dominant: les réarrangements genomiques

e smate Mses Mesmses o §oM
.Genome rearrangements drive the diversity of modern Yersinia pestis isolates. (a) Y. pestis CO92 (Orientalis). (b) Y. pestis KIM (Medieva-
lis). (c) Y. pestis Antiqua. (d) Y. pestis 91001 (Microtus).

Drancourt, 2012, Clin Microbiol Infect



Choléra: un siecle et demi de science pour
resoudre six énigmes...




Enigmes concernant le cholera a I'époque des grandes
pandémies du 19¢me sjecle...
Puis au fur et a mesure de la progression des connaissances

Mode de contamination interhumaine ?
Agent infectieux ?

Croissance rapide et présence quasi exclusive de V. cholerae dans les
selles des patients ?

Physiopathologie du Choléra ?
Variations bio et sérotypiques ?

Causes des émergences ?



Une bréve histoire du Choléra

Tout au long de I'histoire le choléra a frappé sur I'ensemble de la planéte
Hippocrate (460-377 avant JC) et Galien (129-216 aprés JC) ont décrit une maladie
ressemblant de pres au choléra

La maladie était connue des l'antiquité dans le delta du Gange, "l'épicentre”
historique du choléra: description d'une maladie ressemblant au choléra a
Sushruta Samshita, Inde, écrit en Sanskrit 400-500 ans avant JC

Maladie bien installée dans le sous-continent Indien, avant les premieres
descriptions par les troupes britanniques des le début des années 1800, rapportant
des épidémies touchant rapidement des centaines de milliers d'individus, causant
une mortalité trés élevée. "Premiere pandémie" (1817), née dans le delta du Gange

Une des maladies les plus craintes de I'histoire, mais acmé au 19¢me siécle

Devient pandémique suite a l'explosion des échanges commerciaux: grandes
routes terrestres, routes maritimes

Réle de 'eau de cale des navires (ballast) dans la contamination intercontinentale
Golfe du Bengale-Europe (Anglais)

Europe-Amérique du nord (Frangais) 1832: épidémie de Montreal (vaisseaux venus
de France), touchant séverement New York (Rosenberg CE. The Cholera years,
University of Chicago Press, 1987)



Les sept pandémies de Choléra

Epidémie Période
Premiére 1817-1824
Deuxiéme 1829-1837 (dite de choléra-morbus)
Troisiéme 1840-1860 (deux vagues)
Quatriéme 1863-1875
Cinquieme 1881-1896
Sixieme 1899-1923
Septiéme 1961~ toujours en cours (Haiti 2010)
Années et grands axes de circulation de la seconde pandémie
de choléra (choléra-morbus) dans le monde (1826-1837)
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Choléra morbus

Bien que l'étiologie de la maladie ne fut pas encore connue au début du 19eme
siecle, certaines hypotheses sur sa transmission avaient été émises par des
meédecins anglais de I'armée des Indes vers 1820 et Moreau de Jonnés en
France (Moyen-Orient, "choléra morbus pestilentiel”

L'épidémie de 1832 en Europe, particulierement en France, suscita des
inquiétudes, des terreurs, des réactions irrationnelles: réactions de défi a Paris
"Peur bleue" du Choléra Morbus

Elle amorca aussi des changements profonds dans l'organisation et la gestion
des systémes de soins, dans la représentation et la gestion des maladies:
Bases de I'hygiénisme, statistique médicale

Choléra cause ou conséquences de mutations sociales, ou les deux ?

En France: juste apres l'arrivée de Louis-Philippe, suite aux Trois-Glorieuses
Agitation sociale. Casimir Périer et le Choléra...



Concepts de I'époque: débats entre AERISTES et

CONTAGIONNISTES

AERISTES:

Exemple: Londres au milieu du 19¢™e sjécle

- Pas de tout a I'égout généralisé, surtout dans les quartiers pauvres, donc
pas d'évacuation des matieres fécales dans des égouts collecteurs,
utilisation de fosses septiques individuelles, ou élimination dans les caves
des maisons

La combinaison de ce moyen d'évacuation, de l'absence de collecte
systématique des ordures qui pourrissaient sur place et de la présence de
marécages non assechés a la périphérie de la ville, causaient des odeurs
pestilentielles, particulierement en été dans les quartiers défavorisés ou la
plus grande mortalité était interprétée comme une conseéquence de la
déepravation des moeurs des pauvres qui fragilisait leur résistance aux
"miasmes" responsables de cette atmosphere pestilentielle et des maladies
La théorie tenait d'un certain bon sens....

- Eau: combinaison d'un systéme de distribution urbain d'eau puisée dans
la Tamise et de tres nombreux puits (peu profonds) tres prisés par la
population car I'eau de certains de ces puits avait bien meilleur goat que
I'eau municipale



Concepts de I'époque: débats entre AERISTES et
CONTAGIONNISTES

CONTAGIONISTES

John Snow, médecin épidémiologiste , pensait que le choléra se "reproduisait" dans
les patients infectés et se transmettait par l'intermédiaire de I'eau contaminée
Epidémie commence a Soho, proche de son domicile, en septembre 1854 et se
poursuit plusieurs mois (troisieme pandéemie)

Snow reporte sur une carte du quartier la position des 13 puits ainsi que les domiciles
des cas rapporteés (572).

Mise en évidence du regroupement des cas prés d'une pompe/puit, angle sud-ouest
de l'intersection Broad Street (maintenant Broadwick St) et Cambridge St

L'eau avait le meilleur goat de tous les puits du quartier

Obtient avec difficulté des autorités I'autorisation d'enlever la poignée/bras de
la pompe

Arrét rapide de I'épidémie

Mieux, Snow regarda l'eau des différents puits au microoscope et vit dans celle du
puits de Broad St des "animalicules" identiques et en grand nombre...

2 anomalies:

Un refuge de déshérités du quartier fut a peine touché. Il avait son propre puits

Les travailleurs d'une brasserie du quartier qui bénéficiaient d'un usage gratuit de la
biere ne furent jamais malades. La biére protégeait du choléra...



Enigme de la transmission du Choléra résolue
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terrifying epidemic, and how it changed science, cities and the modern
world



Proto-GIS

Geographic
Information Systems
(GIS) = méthodes
d'analyse spatiale en
epidéemiologie

Polygones de Thyssen
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JOHN SNOW

John Snow:
Pionnier épidemiologie géographique
Pionnier épidémiologie interventionnelle

NAISSANCE DE L'HYGIENE



De I'animanicule a Vibrio cholerae

Alexandrie, 1884, 4¢me pandémie

Enigme de I'étiologie résolue
orm \

Robert Koch
1843-1910

N

L~

Vibrio cholerae: bacille Gram -, incurvé, extrémement mobile, flagelle unipolaire
Aéro-anaérobies, prototrophes, en culture aérée, temps de division < 30 mn !

Deux biotypes: "Classique" (6 premiéres pandémies) et "El Tor" (7¢™¢ pandémie,
émergence dans les lles Célébes en1961)

Un sérogroupe: O1 (A), deux sérotypes: Ogawa (B) et Inaba (C), portés par le LPS
Au cours de la 7 eme pandémie, EL Tor s'est quasiment substitué au sérogroupe
Classique. En 1991, il touche la zone cétiére du Pérou

1992: apparition d'un nouveau sérogroupe: 0139 (+ capsule), sur un fond de biotype
El Tor dans le Golfe du Bengale,

Extension et durée limitée de I'épidémie

Apparition d'un variant asiatique d'El Tor (épidémie en Haiti depuis 2010)



Enigme de la pathogenicité du cholera resolue:
colonisation de l'intestin gréle et toxine cholérique

Adhérence a la bordure en brosse de I'apex de I'épithélium de l'intestin gréle



Mystere de la pathogénicité du choléra revéle:
colonisation de [I' mtestln gréle et toxine cholerique

Finkelstein RA, LoSpalluto. 1969
J Exp Med
Purification of CT

Lonnroth I, Holmgren J. 1973 %)
J Gen Microbiol
Structure CT (A1B5)

King CA, Van Heyningen. 1973
J Infect Dis

Liaison d -unité B au ganglioside GM1v: L1, " .
1Ialson de sous-uniteé b au gangiioside L) , Sambhu Nath De

' 1915-1985
o Identification of CT
BRI Lipid raft _ 1953

Gill DM, King CA. 1975
J Biol Chem
Mode d'action: ADP-ribosylation

Majoul IV, Bastiens PI, S6ling HD. 1996. Pt i

J Cell Biol AL MP) =
Transport rétrograde de CT/accés NAD =5~ A
au cytosol \

Waldor MK, Mekalanos JJ. 1996. Science ER B : S . .

CT est codée par un prophage filamenteux
De SN, Chatterje DN. 1953. An experimental study of the mechanism of action of Vibrio cholerae
on the intestinal mucous membrane. J Pathol Bacteriol. 66:559-62
De SN. 1959. Enterotoxicity of bacteria-free culture filtrate of Vibrio cholerae. Nature. 183:1533-4



Mystere de 'acquisition des genes de pathogeénicite:
Toxine cholérique: une histoire de bacteriophages
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Le choléra moderne et I'enigme de I'émergence
Diffusion de |la septieme pandémie de choléra : itinéraires, chronologle

Source P Berche, www o com Adeptation 5 Tabarly



CARTE MONDIALE DU CHOLERA
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Epidémie de Choléra, Dakka, Bangladesh, 1986
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Traitement "miracle" du choléra:
solution de rehydratation orale

Na* Glucose

Na-bindiqg l Glucose-binding
me\ lf) / site
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SLGT1 = Sodium/Glucose cotransporteur

Hirschhorn et coll. 1973. ) Pediat

Recette "artisanale" SRO

1 litre d'eau potable
6-8 cuilléres a thé de sucre

% tasse a thé de sel




Enigme de I'émergence des epidemies de choléra resolue:
Vibrio cholerae ne vit pas la ou I'on pense...

Contagion interhumaine rend compte de la transmission — surtout urbaine -
du choléra

Ne rend pas compte de I'émergence des épidémies/pandémies, en
particulier dans le Golfe du Bengale qui semble réunir les conditions
geographiques, eécologiques et climatique nécessaires

Paradoxalement, la maladie humaine reste un épiphénomeéne par rapport
au domaine de présence du vibrion cholérique dans I'environnement et il n'y
a que peu de portage chronique asymptomatique

La vision anthropocentrique du choléra — compréhensible du fait de I'aspect
terrifiant des épidémies/pandémies - a longtemps prévalu et il fallut attendre
la fin du 20°me sjécle pour qu'elle se modifie de maniére drastique

On suspectait depuis longtemps la vie environnementale du vibrion
cholérique, mais on n'avait pas pu l'y identifier
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V. cholerae et de nombreuses autres especes de vibrios sont des microorganismes

marins se développant dans les eaux estuarines chaudes plutét alcalines
Zone favorable : écotone = zone de transition entre deux écosystemes. Pour les

vibrios: rencontre eaux fluviales/eaux océaniques

V. cholerae est un saprophyte du zooplancton et la chitine est essentielle a ce
saprophytisme



Enigme de I'émergence des epidemies de choléra resolue:
Vibrio cholerae ne vit pas la ou I'on pense...

Durant les périodes épidémiques, la présence de V. cholerae dans l'environnement
estuarin était surtout mise sur le compte d'une contamination par les hommes
infectés.

Le concept d'un cycle environnemental de V. cholerae alternant des périodes de
prolifération intense (isolement et culture facile) initiant les épidémies et des périodes
de latence/dormance correspondant a des microorganismes vivants mais
incultivables a été difficile a s'imposer du fait de I'impossibilité de démontrer la réalité
de ces formes incultivables

Succes de la culture en utilisant des eaux similaires a celles des estuaires
contaminés, en particulier a hautes concentrations de sels ont permis ce changement
de paradigme.

La démonstration de I'association de V. cholerae avec du phytoplancton, en particulier
des copépodes, prend tout son sens car elle procure un substrat sur lequel peuvent

alterner les phases de croissance et de dormance
On comprend donc mieux les cycles qui sont largement influencés par les

événements climati
ents climatiques Colwell RR, 1996, Science



Enigme de I'émergence des epidemies de choléra resolue:
Vibrio cholerae ne vit pas la ou I'on pense...

Condition idéales de croissance:

30-37 °C (>17°C)

pH alcalin (7 — 10)

Salinité = halophile + halotolérant (NaCl < 3 %)

Eau océanique trop salée, eau douce pas assez salee

Episodes intenses de chaleurs + pluie dans les zones coétieres et a l'intérieur
Golfe du Bengale — particulierement delta du Gange — est le terrain idéal.

Optimum pour une croissance active = période post-mousson

Pluies massives en péeriode chaude assurent un écosysteme idéal dans les
zones estuarines:

Mouvements des sédiments par le flot fluvial accru, croissance galopante du
phytoplancton dont se nourrit le zooplancton qui assure la matrice

de soutien de V. cholerae, contexte métabolique favorable a sa croissance
par dilution de la salinité océanique, alcalinisation, température élevee
Maintenant un vrai cadre écologique/écopathologique aux émergences
saisonnieres de choléera



Copépodes

Les copépodes sont de petits crustacés dont les adultes

ne mesurent pas plus d'un a deux mm

Les copépodes se développent dans tous les milieux
aquatiques: eaux salées/eaux douces, océans, étangs

Composent de 60 a 80 % de la biomasse du zooplancton:

Copépodes pélagiques

Vivent aussi dans les sédiments = copépodes benthiques

Tégument = chitine

Chitine et chitosan sont des copolyymeéres linéaires, aléatoires, de glucosamine

et de N-acétyl-glucosamine

Variation dans le degre d'acétylation

Structure assez proche de
la cellulose
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Copépode: support du cycle environnemental de V. cholerae
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FIG. 4. View of a copepod oral region and feeding apparatus after incubistion for 36 h in Patuxent River water

SRS Y. Shebwuy AU, Sur 1o Kaneko & Colwell, 1975, Appl Environment Microbiol

V. cholerae:
Ecto-symbiote des copépodes, colonise oeufs, bouche voire tube digestif
Adhérence a la chitine, colonisation externe et interne des copépodes

Ligands/adhésines bactériennes encore inconnues

- b of

FIG. 5. Colonization of a copepod egg sac after incubation for 36 h in Patuxent River water and V, cholerae
CAL01. Bar, 50 um.

—

Association a la chitine induit I'expression et I'activation d'une chitinase qui va faciliter

la colonisation puis la dispersion des oeufs
Colonisation massive des espéeces marines se nourrissant par filtrage de I'eau: huitres,

moules coquillages, mais aussi crabes, voire poissons



La chitine est au centre de la biologie de
V. cholerae dans sa vie environnementale

Science. 2005 Dec 16;310(5755):1824-7.

Chitin induces natural competence in Vibrio cholerae.
Meibom KL, Blokesch M, Dolganov NA, Wu CY, Schoolnik GK.

+ Author information

Abstract

The mosaic-structured Vibrio cholerae genome points to the importance of horizontal gene transfer (HGT) in the evolution of this
human pathogen. We showed that V. cholerae can acquire new genetic material by natural transformation during growth on chitin, a
biopolymer that is abundant in aquatic habitats (e.g., from crustacean exoskeletons), where it lives as an autochthonous microbe.
Transformation competence was found to require a type IV pilus assembly complex, a putative DNA binding protein, and three
convergent regulatory cascades, which are activated by chitin, increasing cell density, and nutrient limitation, a decline in growth rate,
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Fig. 1. Global impact of V. chalerae-chitin binging at aifferent hierarchical scales in the emvironment, comgrising: cel response (6.g. cell
multipication, chemotiaos, competence), biofim faormason, association with chitinous organisms, C and N cycling, ang pathogenicty for

humans



La chitine est au centre de la biologie de
V. cholerae dans sa vie environnementale

Interaction de V. cholerae avec chitine: modele écologique du succes de l'interaction
d'une bactérie avec un substrat influencant puissamment une diversité de propriétés qui
vont définir le mode de vie du microorganisme

Chitine = un des biopolymeéres les plus abondants sur la planete et dans les océans
Avantages de l'association pour V. cholerae:

Réserve de nutriment et adaptation aux gradients environnementaux de ces nutriments
Tolérance au stress

Protection contre des prédateurs

Interactions intervenant a des niveaux hiérarchiques variés:

Réponses cellulaires physiologiques et métaboliques comme induction de compétence,
chémotaxie, entrée en phase de croissance, formation de biofilms, régulation de
I'interaction symbiotique avec les eucaryotes comme le zooplancton, pathogénicité pour
les animaux aquatiques et I'hnomme.

Symbiose mutualiste ? Réle des facteurs de pathogénicité dans
I'environnement ? Régulation osmotique des copépodes ?

Superbe modele pour étudier le "priming" a la virulence (secondaire) chez 'homme de

I'nabitat primaire du microorganisme.
Pruzzo et coll, 2008, Environment Microbiol



Les outils de la prévalence ecologique de V. cholerae
dans lI'environnement et dans l'intestin humain

O\ /

Identification of a conserved bacterial protein
secretion system in Vibrio cholerae using the
Dictyostelium host model system

Stefan Pukatzki*, Amy T. Ma*, Derek Sturtevant*, Bryan Krastins®, David Sarracino’, William C. Nelson®,
John F. Heidelberg?, and John J. Mekalanos*$

*Department of Micrabiology and Molecular Genetics, Harvard Medical School, 200 Longwaod Avenye, Boston, MA 02115, "Harvard Partners Center
for Genetics and Genomics, 65 Landsdowne Street, Cambridge, MA 02140; and 'The Institute for Genomic Research, 5712 Medical Center Drive,
Rockville, MD 20850

Contributed by John J. Mekalanos, December 1, 2005 meck Va2

(wild-type)

SP500 SPsol
(ArtxA AhlyA)  (ArexA AhlyA Avask)

Fig. 4. V. cholerae cytotoxkity toward 1774 macrophages. J774 cells were
infected for 2 hwith V52 (wild type) and isogenic mutant SPSO0 (ArtxA, AhiyA)
or mutant SPSO1 (ArtxA, AhiyA, AvasK). Cells were fixed with 3% paraforma
dehyde to assess the morphology of infected cells.
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Biogenesis and structure of a type VI secretion
membrane core complex
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VipA
Sheath

ClpV .

Désassemblage

Science. 2012 August 17; 337(6096): 815. doi:10.1126/science.1222901.

Type 6 secretion dynamics within and between bacterial cells

M. Basler’ and J. J. Mekalanos'”

Department of Microbiology and Immunobiology, Harvard Medical School, 200 Longwood
Avenue, Boston, MA 02115 U.S.A.

No contraction Contraction  Disassembly  Contraction Response Disassembly

Figure 1. ClpV co-localizes with contracted sheath

3x3 um field of cells is shown. Bar in A is 1 gm and applies to A-D. (A-C) V. cholerae
ClpV-mCherry2 + pBAD24-VipA-sfGFP. (A) merge of ClpV-mCherry2 and VipA-sfGFP
signals. (B) ClpV-mCherry2 signal. (C) VipA-sfGFP signal. Additional frames and cells are

shown in Videos S2 and S3. (D) P. aeruginosa A retS/ClpV1-GFP, additional frames and
cells are shown in Videos S6 and S7.



Relation T6SS, "killing" des proies bacteriennes,

chitine, compétence et versatilité genétique de
V. cholerae

BACTERIAL EVOLUTION

The type VI secretion system of Vibrio
cholerae fosters horizontal
gene transfer

Sandrine Borgeaud, Lisa C. Metzger, Tiziana Scrignari, Melanie Blokesch*

Natural competence for transformation is a common mode of horizontal gene transfer
and contributes to bacterial evolution. Transformation occurs through the uptake of
external DNA and its integration into the genome. Here we show that the type VI secretion
system (T6SS), which serves as a predatory killing device, is part of the competence
regulon in the naturally transformable pathogen Vibrio cholerae. The T6SS-encoding gene
cluster is under the positive control of the competence regulators TfoX and QstR and is
induced by growth on chitinous surfaces. Live-cell imaging revealed that deliberate killing
of nonimmune cells via competence-mediated induction of T6SS releases DNA and
makes it accessible for horizontal gene transfer in V. cholerae.

Science, 2015



Relation T6SS, "killing" des proies bacteriennes,
chitine, compétence et versatilite genetique de
V. cholerae
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Enigme de 'apparition de nouveaux
biotypes/serotypes pathogenes de V. cholerae

Emergence du sérotype 0139
Souche "chassis" O1/El Tor
ancestrale

Substitution de I'antigéne somatique
O1 (4-NH2-4,6-didéoxymannose) par
(3-deoxy-L-acide glycéro-tétronique)
(Weintraub, 1994, Microb Pathog)
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Cluster génétigue codant pour l'antigene 0139 (41 221 bp). Insertion de la séquence
0139-spécifique (locus wbf = 35 807 bp de wbfA a wbfX)

Origine du locus wbf ?




"Remote sensing" et anticipation du Choléra

Monitoring the Temporal Patterns of
Cholera Transmission Risk

TOPEX-SSA

SeaWiFS-Chl-a

Les paramétres de développement de V. cholerae sont identifiables et susceptibles
de suivi par observation satellitaire:

Développement du phytoplancton

Température de surface de I'eau

Spectre de la chlorophylle

Précipitations massives



Carte de conditions optimales de survenue du choléra
("suitability maps")
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Fig. 1. Reports of Vibrio cholerae from sea water samples.
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A global map of suitability for coastal Vibrio cholerae under current @ —
and future climate conditions

Luis E. Escobar®"#, Sadie J. Ryan®“%¢, Anna M. Stewart-Ibarra®', Julia L. Finkelstein®,
Christine A. King®"', Huijie Qiao/, Mark E. Polhemus?

3 Center for Global Health and Translational Science, State University of New York (SUNY) Upstate Medical University, Syracuse, NY, USA
b Facultad de Ecologia y Recursos Naturales, Universidad Andres Bello, Repiiblica 440, Santiago, Chile

¢ Department of Geography, University of Florida, Gainesville, FL, USA

d Emerging Pathogens Institute, University of Florida, Gainesville, FL, USA

= School of Life Sciences, College of Agriculture, Engineering, and Science, University of KwaZulu Natal, Durban, South Africa
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ENM = Ecological niche models

|[dentification de zones cétiéres réunissant (principal components) des paramétres
similaires (clusters) connus pour favoriser la croissance de V. cholerae mesurables a
distance (satellitaire):

Concentration de chlorophylle, température de surface, pH.

Etablissement de "cartes de vulnérabilité"



Choléra: le pire encore a venir ?

Current climate
s e

e,

S8 "'Yﬁ_

o s

e Y
" |Suitability
' 0.49-0.94
0.25-0.49
0.10-0.25

I 0.02-0.10
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