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Résumé:

Le controle des pathologies reste un élément pdrabdans la réduction des risques de
production en élevage larvaire de mollusques besalJn contrdle efficace requiert une
connaissance preécise des pathogenes, des maladeskear mode d’infection.

Les larves dePecten maximuslevées en écloserie meurent systématiquement en
'absence de traitement préventif d’antibiotiqueesCiravaux précédents ont permis d’isoler,
sur des larves moribondes de coquilles Saint-Jacfesten maximys5 souches de vibrios
au cours de 4 années de surveillance.

Ces cing souches ont été tout d'abord décrites desr caracteres phénotypiques
classiques. Pour les comparer entre elles et ardsaespeces de vibrios, une taxonomie
numerique a éteé realisée a partir des tests Bidlag une analyse phylogénétique, a partir de
la séquence de I'ADNrl16S de la souche type, a meduidéterminer les espéces proches.
Enfin des hybridations quantitatives ADN/ADN enles cinq souches et les especes proches
ont été effectuées.

L’ensemble des caractéres phénotypiques et géngoipiregroupe les 5 souches en une
seule espéce et les différencie des autres espeoasies de vibrios. Pour cette nouvelle
espéece le nom déibrio pectenicidaa été proposé et accepte.

V. pectenicidea comme patrticularité d’étre peu actif sur lesstuatbs carbonés et de ne
pas se développer sur milieu TCBS (milieu spécdiges vibrios). Sa capacité a utiliser le
rhamnose et la bétaine, entre autre, le différamefimment des autres vibrios déja décrits.

V. pectenicidgossede un flagelle polaire en milieu liquide alguiennent s’ajouter de
multiples flagelles latéraux en milieu solide . $eknies s’étalent alors en nappe (essaimage
OU « swarming »).

V. pectenicidaappartient phylogénétiquement au groupé&/dsplendidusie méme que
V. tapetis agent étiologique de la maladie de l'anneau bchez la palourdeTapes
philippinarum

Enfin, un alignement multiple avec I'ensemble deBDNk16S des bactéries fait
apparaitre une insertion d’'une vingtaine de bagesition 177-197) dans la séquence\de
pectenicida.Cette séquence trés spécifique pourrait serva enise au point d’'un test de
détection sensible.

La pathogénie des souches\depectenicidaa été étudiée par des méthodes classiques
d’infections expérimentales et d’histologie sur d&svages larvaires conventionnels et
axéniques. Ces études ont démontré le caractdregeste des souches\depectenicidgour
les larves dé. maximusavec des mortalités de 60 a 100% en quatre jaeptet une faible
activité sur les larves dérassostrea gigadJne perte de virulence de certaines souches a été
observée aprés plusieurs sub-cultures. Toutefoia ipas été possible de relier ce phénomene
a la perte d’'un plasmide.

Difféerents stades d’infection ont été observés ecromcopie. lIs ressemblent a ceux
d’autres maladies bactériennes et ne présenterdgpagmptomes spécifiques. Par contre en
ultrastructure, des bactéries sont présentestari@ur des tissus et de cellules, principalement
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en bordure de l'estomac, sans altération visible deuches cellulaires voisines. Cette
localisation pourrait s’expliquer par une transtamadu pathogéne. L’hypothése de cette voie
de pénétration a travers des cellules digestivéis pgwmettre une nouvelle approche dans
I'étude des infections larvaires.

L’activité toxique des vibrios pathogénes se maméevraisemblablement par des
facteurs internes a la bactéries. En effet, unéoracietale de lysats bactériens de
pectenicida, principalement de la fraction cytoplasmique, a Bténtrée sur des larves
axéniques d@. maximus.

L'existence de ces facteurs toxiques internes a a@gfirmée par un test de
chimioluminescence (CL) adapté a cette problématigiobjectif de ce test était d’évaluer la
réactivité résiduelle, mesurée par lactivité¢ CL,hé&nocytes de bivalves adultes
préalablement mis en présence de différentes lextér principalement de vibrios. Dans la
phase de mise en contact, les bactéries stimubetivité CL des hémocytes d’'une fagon
assez variable d’'une bactérie a l'autre. Dans worgk temps, les vibrios pathogénes ont
montré un fort effet inhibiteur sur l'activité CLed hémocytes de bivalves adultés (
maximuset Crassostrea giggsstimulé par du zymosan.

Une spécificité d’action des vibrios pathogénecestservée: une souche pathogéve (
pectenicida souche A496) des larves #e maximuspossede une activité inhibitrice plus
marquée sur les hémocytds P. maximusjue sur les hémocytes @e gigaset inversement
pour une souche pathogene pour les larves. dggas(Vibrio sp, souche S322).

L’activité inhibitrice observée avec la bactéridiere a été retrouvée dans la fraction
cytoplasmique de ces mémes bactéries, corrobdexstence de facteurs toxiques internes.
La spécificité d’action observée avec la bactériestnplus retrouvée avec la fraction
cytoplasmique ce qui laisse supposer que cettegatoit Etre commune a plusieurs espéeces
de vibrios.

Des essais de purification des facteurs actifs mohgu’il s’agit, pour I'un d’entre eux
au moins, d'une petite molécule (< 3kDa), hydrophithermorésistante, résistante aux
protéases et aux acides. Cette toxine est éloigegdoxines déja décrites mais se rapproche
d’une toxine ciliostatique de vibrios.

L'utilisation des hémocytes d’adultes, pour le t€&t pose la question de la relation
entre I'immunité des larves et celle des bivalvésltas. Les adultes paraissent, en effet, tres
résistants aux maladies bactériennes contrairementarves. Cette question a été abordée a
travers deux expériences:

- la reproduction expérimentale d’'une maladie, sutraduit par I'apparition de dépodts
bruns sur la valve interne dBs maximusadultes en inoculant une souche de vibrio (souche
VB). Cette souche avait été précédemment isolée des animaux atteints du méme
symptome. Une analyse phylogénétigue de I'ADNrl6S adtte souche [affilie av.
spendidus

- 'inoculation deV. pectenicidaa desP. maximusdultes suivi au bout de 48 heures de
la mesure, par test CL, de la baisse des capaatésactivité des hémocytes.
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Ces deux expériences indiquent que les bivalvedteadyprésentent une certaine
sensibilité aux attaques bactériennes, et en phgiicdans des conditions de stress. Ils restent
a en mesurer I'impact réel in situ et a détermiegrévénements conduisant a une plus grande
résistance des adultes.

A la suite de ce travail, quelques applicationstigugs sont proposées pour éviter
I'utilisation systématique d’antibiotique dans léevages larvaires dB. maximus Ces
applications, qui peuvent étre étendues a d'autypes d’élevages larvaires, concernent
principalement la mise en place de barrieres desstal’'utilisation de probiotiques et la
possibilité de stimuler les moyens de défense diesaax.
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STUDY OF VIBRIO INFECTIONS IN BIVALVE MOLLUSCS:
CASE OF PECTEN MAXIMUS LARVAE.

Hatchery-rearedPecten maximudarvae died in large numbers without preventive
antibiotic treatment. In previous studies on manithlarvae ofP. maximus5 strains of vibrio
were isolated over 4 years of monitoring.

These 5 strains were firstly described using otasgihenotypic characters. In order to
compare them and with other vibrios, numerical tepray was performed with Biolog tests.
A phylogenetic analysis with 16S rRNA of the tygeam allowed comparison with related
species. Finally DNA/DNA quantitative hybridisatitaetween the 5 strains and with closely
related species was performed.

The phenotypic and genotypic characters clustelned5t strains in one species and
differentiated them from other known vibrio speci@he nameVibrio pectenicidawas
proposed for this species.

A notable feature of. pectenicidavas its use of only a few organic substratesi&nd
inability to grow on TCBS medium . Its ability tes@ rhamnose and betaine distinguished it
from vibrios previously described.

V. pectenicidaexhibited a single polar flagellum in liquid mediuand, in addition,
numerous lateral flagella when grown on solid medion which the colonies spread on the
agar (swarming).

V. pectinicidawas affiliated by phylogenetic analysis to ¥hesplendidugroup as well
as V. tapetis the causative agent of Brown Ring Disease in Mamlam, Tapes
philippinarum

Finally, multiple alignment of 16S rRNA showed iagert of 20 bases present only in
two other vibrios,V. metschnikoviiand V. costicola A sensitive detection test could be
developped with this specific sequence.

Pathogenesis of the different strains Wi pectenicidawas firstly studied by
experimental challenges and histology with conesai-reared and axenic larvae cultures.
These studies confirmed thdt pectinicidawas virulent toP. maximudarvae and exhibited
weak activity againsiCrassostrea gigakrvae. Mortality of scallop larvae ranged frotté
100% after 4 to 7 days of exposure. A loss of einge of some strains occurred after several
sub-cultures. This was not associated with loss pllasmid since none could be detected in
the 5 different strains.

Different stages of disease were studied by mia@gcThey were similar to those of
other bacterial larval diseases and there werepegifec distinguishing symptoms. On the
other hand, ultrastructural studies revealed biacteithin tissues and in some phagocyte
cells, mainly close to the stomach and withoutwugion of nearby cells. This location could
be explained by a translocation of bacteria thradigestive cells. This hypothesis may permit
a better understanding of bacterial infectionkamal bivalve.
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The toxic activity of pathogenic vibrios may be doeinternal factors of the bacterial
cell. Indeed, cell extracts, mainly the cytoplasriraction, showed lethal activity towards
axenic larvae oP. maximus.

The existence of internal toxic factors was conéidiby a chemiluminescence (CL) test.
The aim of this test was to measure the residui@itgcof haemocytes of bivalve adults
previously incubated with different bacteria, irdilg vibrios and neutral strains. During the
incubation phase, the bacteria stimulated the Qlvigc of haemocytes but in a variable
manner depending on the bacteria and experimentorped. In a second part of
experiments, pathogenic vibrios exhibited a stromfgbitory effect on the haemocyte CL
activity of P. maximusndCrassostrea gigastimulated by zymosan.

Specific inhibition of pathogenic vibrios was maimed: the A496 strain\/(
pectenicidd showed stronger toxicity towardB. maximushaemocytes tharC. gigas
haemocytes and conversely a strain pathogeniC.tgigas (Vibrio sp, strain S322) was
correspondingly more toxic 6. gigashaemocytes than to those Bf maximus

The inhibitory activity of intact cells was exertég the cytoplasmic fraction of the
A496 and S322, confirming the existence of interttadins. The specific toxicity of the
bacterial cell was associated with the cytopladinaction and this (or these) toxin may exist
in other vibrios.

Purification of the toxin by chromatography methoslas attempted. Although the
molecule were not completely purified, the toxinsveasmall molecule (< 3kDa), hydrophilic,
resistant to heat, protease and acid treatmens fhin is very different from already
recognised bacterial toxins but seems to be glosédted to the ciliostatic toxin of vibrios.

The use of adult haemocytes for the CL test ingattd the relationship between larval
and adult immunity. In fact, adult bivalves appeaesy resistant to bacterial infection in
contrast to larvae. This problem was tackled with €xperiments:

- experimental reproduction of bacterial diseasdnmgulation of vibrio strain (VB).
This disease was characterised by a brown depasthe inside of the shell of aduR.
maximus.This strain had previously been isolated in adedsibiting the same symptoms and
phylogenetic analysis with 16SrRNA showed it to dfiliated toV. splendidus

- The inoculation ofV. pectenicidainto P. maximusadults and measurment of the
decrease of CL activity in haemocytes stimulatedysgosan.

Both preliminary experiments demonstrated that tadobd some sensitivity towards
bacterial attack and especially under conditionstiss. The real impact of bacterial disease
as well as the biological events leading to highesistance of adults requires further
investigation.

Finally, some applications were proposed to avgstesnatical use of antibiotics in
larval rearing ofP. maximusThey included sanitary procedures, use of prablmcteria and
stimulation of immune defences.
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. Introduction

Malgré des progrés et des améliorations sensit#psisl Loosanoff et Davis (1963),
I'élevage larvaire de mollusques bivalves en éclesee constitue pas encore un procede
totalement fiable et reproductible. De nombreusesiations en terme de survie, de
croissance, de taux de métamorphose attestent fligulé a controler les différents
parametres d’élevage.

Sans prétendre a la production de larves homogésiesn produit industriel, avec le
risque de perdre les qualités nécessaires poupnéfr les conditions naturelles de
'environnement, il semble toutefois possible dduiée les risques de production et d’en
améliorer les performances.

Si les méthodes zootechniques sont essentielleslaanaitrise de ce type d’élevage, de
méme que le suivi de la qualité des gamétes, daileu des algues utilisées pour la
nourriture, le contréle des pathologies reste @méht primordial.

En effet, des maladies infectieuses peuvent fomémerturber les productions et porter
atteinte a la fiabilité des écloseries. Souvenydortance des pontes, en terme de quantité et
de fréquence, supplée aux aléas de productiont @asleurs pour cette raison que la
connaissance des épisodes de mortalité qui ons ciauns les écloseries commerciales est tres
limitée. Il suffit en effet de quelques élevagassgis pour assurer la production annuelle et les
professionnels ne souhaitent pas, pour des raisomsnerciales et de crédibilité, que I'on
S’attarde sur les accidents d’élevage.

Néanmoins, depuis le démarrage de l'activité dedumtions contrdlées de bivalves, de
nombreuses mortalités dues a des maladies infeeBeont été rapportées. Il semble qu’elles
ne menacent plus actuellement les élevages gracmide en oeuvre de procédures sanitaires
prophylactiques (Elston, 1984) ou de méthodes paéitaques. Ces derniéres ne sont
cependant pas toujours inoffensives et doiventditemisées. L'utilisation d’antibiotiques, a
titre curatif et méme préventif, est en effet uretipue couramment répandue.

Les écloseries et les nurseries peuvent étre lacesode multiplication et de
dissémination de pathogenes dans I'environneméépidode récent de I'herpés-virus, qui
infecte a la fois les larves et les juvéniles difauicreuse Crassostrea giggsen France,
montre combien cette phase d’élevage représenieque de dissémination.

Aussi, il parait souhaitable que des laboratoirestiouent a étudier les causes de
mortalités pour, d’'une part, en dresser l'invertaiet d’'autre part, en appréhender les
mécanismes.

Les agents infectieux connus sont principalemeatéb@ns. Il faut cependant y ajouter
un irridovirus (Leibovitzet al, 1978; Elston et Wilkinson, 1985), pathogene pesilarves de
C. gigas(OVVD pour Oyster velar virus disease ); égaletnémerpes virus, depuis 1991, en
France et en Nouvelle-Zélande, qui touche a lal&sdarves et les juvéniles @ gigaset
d’'Ostrea eduliset peut provoquer des mortalités massives (Nicetiad, 1992b; Hineet al,
1992).
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Des 1965, Tubiastet al décrivent des nécroses bactériennes sur lesslatee
mollusques aux Etats-Unis. Les larves et les jugérde I'huitre américain€. virginicasont
I'objet de nombreux épisodes de maladies bactégdacrits notamment par Brown en 1973
et 1981, par Brown et Losee (1978) et par Elstdrediovitz (1980a). Aux USA, Disalvet
al. (1978) rapportent des mortalités larvaires deitile japonaise . gigag et de I'huitre
plate ©. edulig provoquées par des vibrios. Jeffries, en 1982ridée méme type de
phénomene pour ces deux especes en Grande-Bretagmand et al (1983) relatent
également des mortalités larvaires@egigasdans les écloseries de Tasmanie et en attribuent
la responsabilité a des vibrios. Les écloserieagrsples sont aussi atteintes par des mortalités
d'origine bactérienne de larvesdd’edulis(Bolincheset al, 1986; Lodeirogt al, 1987).

Les huitres ne sont pas les seuls bivalves toymiégque, des 1959, Guillard décrit des
maladies bactériennes chez le clsl@rcenaria mercenariasuivi en 1982 par Elstcet al, et
par Brown et Tettelbach (1988), puis cAagpes philippinarunpar Nicolaset al. (1992a). Les
genresArgopectenet Pectenne sont pas plus résistants puisque Riquedtnal, en 1995,
décrivent des mortalités larvaires au Chili, etd\aset al (1996) sur les cotes francaises.

Quatre genres bactériens ont été mis en évidemseads phénomeénes de mortalités sur
les bivalves. Ce sont les genfe@seudomona¢Brown, 1974),Alteromonas(Garlandet al,
1983), Aeromonas(Riquelmeet al, 1996) etVibrio (Guillard, 1959; Tubiaslet al, 1965;
Brown, 1973 et 1981; Brown et Losee, 1978; ElstorLabovitz, 1980a; Jeffries, 1982;
Garlandet al, 1983; Hadat al.,1984; Bolinchet al, 1986; Lodeiro®t al, 1987; Brown et
Tettelbach, 1988; Leet al., 1995 et 1996; Riquelmet al., 1995; Nicolaset al., 1996;
Borregoet al, 1996b; Riguelmet al., 1996). Le genr&/ibrio est donc, de loin, le genre le
plus souvent retrouvé comme agent étiologique emnélevages de bivalves.

En France, le développement des écloseries devbssal été accompagné d'épisodes de
mortalités dus a la présence de vibrios pathogeXiasi, pour I'élevage de larves de coquille
Saint-JacquesPecten maximusgn Rade de Brest ou a Argenton (Bretagne) uretnaint
antibiotique, au chloramphénicol & 8 mg.(Le Pennec et Prieur, 1977) est toujours appliqué
a titre préventif et de facon systématique (Robesdl, 1996). Les antibiotiques sont parfois
utilisés dans les élevages degifjasen cas de mortalités anormales ou d’arrét desancse.

Dans les écloseries d'Argenton et du Tinduff, de®rtatités apparaissent
systématiquement dans les élevages larvairds deaximusles que I'antibiotique n’est plus
distribué. Cette constatation est a l'origine d&2dints travaux. Dés 1990, mais €également en
1991, 1992, 1993 et 1995, des souches de vibribstérisolées de larves moribondesRde
maximusa Argenton. Ces souches ont été nommeées respretivé060, A365, A496, A601
et A700. Le caractere pathogéne de certaines deaehes a été démontré et la maladie
partiellement décrite (Nicolast al, 1996). Cependant, aucun travail sur l'identiima
précise des souches, ni sur les modes d'infeatianait été réalisé.

Aussi, au départ de ce travail, nous nous propsesitétudier d’'une facon approfondie
cette maladie larvaire. Pour ce faire, nous digspesd’'un ensemble de souches pathogénes ou
potentiellement pathogénes pour les larvesPdanaximus(A060, A365, A496, A601 et
A700) ainsi que des souches isolées de larves omatés deC. gigaset O. edulis prélevées
en écloseries commerciales.
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Dans une premiere partie, une identification comepties souches pathogénes pour les
larves deP. maximusest présentée: description phénotypique classanayse de taxonomie
numérique, phylogénie a partir de la séquence ABSIrhybridation ADN/ADN.

Dans une seconde partie, une recherche des moddsction est réalisée, apres
vérification du caractéres pathogénes des soug@sune bréve étude descriptive de la
maladie et la mise en évidence de la toxicité desdnies sur les hémocytesBlemaximuset
C. gigasadultes. Cette toxicité est mesurée par un teshigheioluminescence que nous avons
adapté au cas des bivalves.

Pour mieux comprendre les liens qui existent datsensibilité des larves aux maladies
bactériennes et la résistance des adultes, ursgetra partie a été consacrée a la description
d’'une maladie bactérienne chez I'adulte ainsi diétude des effets d’'une inoculation de
bactéries pathogenes.

Enfin, dans une quatrieme et derniére partie,dede chimioluminescence a été utilisé
pour tenter d’isoler et de purifier le ou les fagteresponsables de la toxicité.

Avant d’aborder la premiéere partie expérimentalecddravail, les pages qui suivent
apporteront quelques éléments bibliographiquesaroant le genr&/ibrio et son réle dans
les maladies bactériennes en général et chezValyés en particulier.
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Il. Eléments bibliographiques

A. Le genre Vibrio: historique

Le genreVibrio est un genre typiquement aquatique et surtout marwibrio cholerae
premiére espéce du genre décrite par Pacini en, 1#&4 parfois étre retrouvée en milieu
marin (Munro et Colwell, 1996), il fait généralemexception a cette regle.

Les vibrios sont des bacilles, de forme incurvéeanGnégatif, mobiles, anaérobies
facultatifs. Leur croissance requiert la préseriamnsg sodium.

Depuis 1854 le genrdibrio s’est enrichi et sa position taxonomique a évoune1965
il se sépare de la famille des Enterobacteriacaas tkquel il était rangé jusqu’alors. A cette
date en effet, Véron (1965) propose de créer lallades Vibrionaceae dans laquelle entrent
les genre¥/ibrio, Plesiomonas, Photobacterium, Aeromoma&nhydrobacter Aujourd’hui
le Bergey's §™ édition (Holtet al., 1994) recense 36 espéces\derio (cf. Tableau 1Les
especes du genkébrio, p 6) et 8 nouvelles espéeces ont été décrites #8893 et 1997:

. penaeicidglshimaruet al, 1995.

. mytili (Pujalteet al, 1993

. ichthyoenter{lshimaruet al, 1996

. tapetisg(Borregoet al, 1996b)

. trachuri (Iwamotoet al, 1995

. ginghaiensigZhu et al, 1994)

. scophthalm({Cerda-Cuellaet al, 1997)
. diabolicus(Raguenest al, 1997)

La position taxonomique du genwébrio a également récemment évolué. Notamment,
Ruimy et al. (1994) proposaient de limiter aux genxékrio et Photobacteriuma famille des
Vibrionaceae, en excluait. marinus Cette proposition est faite sur la base de lim®al
phylogénique des séquences de la petite sous{a6i® de I'’ARN ribosomique bactérien.

Une des raisons de l'intérét porté au geviteio vient du fait qu’'une grande partie des
especes marines décrites présente un caractemgpathpour de nombreux organismes. Avec
le développement des élevages de poissons (Egi#i83) et de mollusques en milieu marin,
de méme qu’avec la recherche plus systématiqueni@sflores associées aux coquillages
consommeés crus, le genwébrio est susceptible de prendre de l'importance, cedguiait
affiner la position phylogénique de ses especes.

< <K<LK<LKLKLKKLKKL

B. Les especes pathogeénes du genre Vibrio

Parmi les vibrios, West et Colwell (1984) recenséntespeces potentiellement
pathogeénes pour 'lhomm#.. cholerae, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus,vulnificus,
V. fluvialis, et V. metschnikoviiLee et Donovan (1985) distinguent les vibrios
entéropathogenes, entrainant des diarrhées,Vtelsholerae V. mimicus V. fluvialis V.
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hollisag des vibrios provoquant des infections non-ent&sget notammer¥. vulnificus
Dans leur revue des bactéries entériques toxinggéneathogéenes pour 'lhomme, Sears et
Kaper (1996) incluen¥. cholerae V. parahaemolyticus, V. fluvialis, V. metschnikoWi
hollisaeetV. mimicus.

Y

poissons. Le principal représentant de ces patlesgesty. anguillarum les autres especes
étantV. ordalii, V. damsela, V. carchariaet V. salmonicida Une sixieme espéce a été
récemment ajoutée a cette lidte ichthyoenteri(lshimaruet al, 1996). Colwell et Grimes
(1984) citent également 4 espéces, associéesaihalpgie humaine, et qui ont un lien avec
des maladies observées chez les poissons. Il slayit alginolyticus, V. parahaemolyticus,
un serovar dé&/. choleraeet V. vulnificusbiogroup 2. Gatesoupe (1991) décrit une souche
bactérienne pathogene pour les larves de turBobghthalmus maximusCette souche,
préalablement identifiée commeromonas hydrophilas'est avérée étre Mibrio splendidus
(Gatesoupe, communication personnelle).

Un paralléle intéressant peut étre fait entre leeippement de I'élevage des poissons
et celui des crustacés et notamment des creveitggner et al. (1992) passent en revue les
principales maladies bactériennes des crevettesigem Ils soulignent I'importance du genre
Vibrio dans ces maladies et citent, comme agent étialegides vibrios luminescents,
identifiées comme V. harveyi et V. splendidus D’autres espéces sont citéey.,
parahaemolyticus, V. alginolyticuEn 1995, Ishimaret al décrivent une nouvelle espece de
vibrio, pathogéne de la creveReneaus japonicu¥,. penaeicida

Chez les mollusques bivalves, Prietral (1990) distinguent les animaux adultes des
juvéniles ou des larves. Pour les premigtsalginolyticuset V. anguillarumsont considérés
comme des bactéries potentiellement pathogenesppartunistes, qui apparaissent lors de
conditions trés défavorables pour les animaux.tapetis (Borrego et al, 1996b), agent
étiologique de la maladie de I'anneau brun chepadl@urde, est le seul pathogéne vrai des
animaux adultes. Dungan et Elston (1988) ont égaéngétudié des mortalités d’huitres
adultes, provoquées par des bactéries s’attaquantigaments de la charniere. Cependant,
I'appartenance des agents étiologiques au géibre n’a pas clairement été établie.

Pour les juvéniles, le caractére pathogenevdealginolyticuset V. anguillaruma
largement été décrit (revue: Elston, 1984). D’'apizet, le lien entre les mortalités massives
de juvéniles d’huitré€. virginica (connues sous le nom de JOD pour juvenile oyksease )
depuis 1988, sur la cote nord-est des Etats-Unia,mrésence de vibrios semble établi (eee
al., 1995 et 1996).

Cependant, le genrdibrio est le plus souvent décrit comme agent étiologidee
maladies des stades larvaires:

V. tubiashiidécrit par Hadat al. en 1984, premier pathogene spécifique des lamwes d

mollusques dont la maladie a été décrite des 1869 ybiasket al;

V. splendidu®t souches proches (Jeffries, 1982; Nicelaal.,1996);
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V. anguillarumet souches proches (Jeffries, 1982; Garlaindl, 1983; Lodeiroset

al., 1987; Riquelmet al.,1995);

V. alginolyticus(Riquelmeet al.,1996);
Vibrio spp (Guillard, 1959; Brown, 1973 et 1981; Brown etske, 1978; Elston et
Leibovitz, 1980a; Bolinchest al, 1986; Brown et Tettelbach, 1988; Nicoktsal.,

1996).

Dans la majorité des cas, l'agent étiologique njess totalement caractérisé, son
identification se limitant souvent au genre.

Tableau 1. Les espéeces du genre Vibrio

Especes année Auteur(s) pathogéene pour
V. aestuarianus 1983 Tison et Seidlef”
homme
V. alginolyticus 1961 Miyamotoet al (poisson)
mollusques
crustacé
poisson
V. anguillarum (I 1909 Bergemarf” Mollusque
V. campbellii 1971 Baumanet al
V. cholerae 1854 Pacinf" homme
(poisson)
V. cincinnatiensis 1986 Braytonet al @
V. costicola 1938 Smithf")
V. damsela* 1981 Loveet al.® poisson
V. diazotrophicus 1982 Guerinogt al.t)
V. fisheri 1896 Beijerinck®
V. fluvialis (1) 1981 Leeet al.® homme
V. furnissii 1983 Brenneet al.®
V. gazogenes 1980 Harwoodkt al )
V. hadaliensis 1988 Deminget al @
V. harveyi 1980 Baumanet al crustacé
V. hollisae 1982 Hickmaret al.® homme
V. logei 1980 Harwoodet al ™.
V. marinus* 1927 Ford"
V. mediterranei 1986 Pujalte et Gardy)
V. metschnikovii 1888 Gamaléi&’ homme
V. mimicus 1981 Daviset al @ homme
V. natriegens 1961 Paynet al.®
V. nereis 1980 Baumanet al.?
V. nigripulchritudo 1971 Baumanet al
V. ordalii 1981 Schiewet al )
V. orientalis 1983 Yanget al ¥ poisson
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Especes annee Auteur(s) pathogene pour
homme
V. parahaemolyticus 1951 Fujinoet al @ (poisson)
crustaceé
V. pelagius (1) 1971 Baumanret al ™
V. proteolyticus 1964 Merkelet al @
V. psychroerythrus 1972 D'Aoust et Kushné?
V. salmonicida 1986 Wiik et Egidium® poisson
V. splendidus (1) 1900 Beijerinck® mollusque
crustacé
V. tubiashii 1984 Hadaet al.® mollusque
V. vulnificus 1979 Reichelet al.® homme
(poisson)
V. penaeicida 1995 Ishimaruet al (1995) crustacé
V. mytili 1993 Pujalteet al (1993)
V. ichthyoenteri 1996 Ishimariet al (1996) poisson
V. tapetis 1996 Borregaet al. (1996b) mollusque
V. trachuri 1995 lwamotcet al. (1995) poisson
V. ginghaiensis 1994 Zhuet al (1994)
V. scophthalmi 1997  Cerda-Cuellest al (1997)
V. diabolicus 1997 Raguenest al. (1997)

@ Holt et al., 1984 et 1994.

(..): non confirmé.

*. Bien qu'il soient inscrits comme vibrio dans la diére version du Bergey’s manual of
determinative bacteriology (Holt et al., 1994), ¥damselaa été reclassé dans le genre
Photobacterium(Gauthier et al., 1995) et V. marinasété exclu du genre VibrigRuimy et
al., 1994)

C. Vibrioses des larves de bivalves

Certaines caractéristiques se retrouvent de fagstéreatique dans le déroulement de
la maladie déclenchée par les vibrios sur les tade bivalves. Prieuet al (1990) les
résument en quelques points:

* une sédimentation rapide des larves sur le fardaprét de la nage.

* un vélum distendu.

* un arrét de prise de nourriture, invasion dedquille par les bactéries et la mort.

* des mortalités possibles de 90 a 100% en 48 keure

Elston et Leibovitz (1980b) décrivent trois types phathogenies dues aux vibrios a
partir d’observations sur des larves de I'huitreéaoaine C. virginica):
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- Type I: les cellules bactériennes se fixent sur le ptrroam et a l'intérieur de la
coquille. Ceci permet aux bactéries de se multigdied'envahir les cellules du manteau qui
servent ainsi de porte d'entrée. La rupture pregresdu tissu du manteau et l'infestation qui
suit de la cavité viscérale par les bactéries grard la mort de la larve.

- Type ll: le premier signe de la vibriose, et le signe d@nt, concerne I'apparition
d'anomalies sur le vélum. Ces anomalies entrainentlentissement de la mobilité, de la
prise de nourriture et diminuent les échanges gazeumort de la larve est alors rapide.

Les modifications observées du vélum sont dues atiepaux détachements des
cellules ciliées. Brown et Losee (1978) expliquiayparition de ces anomalies par l'activité
de toxines bactériennes, toxines qui n'agiraieatsyu les cellules de surfaces.

- Type 1l : les larves deviennent rapidement inactives. Lizitran, la respiration et
I'équilibre métabolique sont trés tdt compromisaurs du processus.

Une perte progressive des composants cellulaitesbs®rvée au niveau du tractus
digestif et du vélum. Les résultats de cette attdopctérienne suggérent que les bactéries se
fixent sur la couche cellulaire du tractus digestitioivent étre associées au détachement des
cellules d'absorption de la glande digestive.

Il apparait que des éléments bactériens sont adxs@n petite quantité et entrainent
des altérations intracellulaires conduisant auathétiaent des cellules.

La rapidité des modifications dans le fonctionnementracellulaire normal
(disparition des vacuoles cytoplasmiques, des dmtHions associées a la formation de
glycogene) peut étre expliquée par une cause teXpgmaire.

Nottage et Birkbeck (1986) montrent que l'activitixique des vibrios décroit en
fonction de I'dge du naissain de I'huit@® gigas Elston et Leibovitz (1980a) expriment la
méme idée en suggérant que plus les larves de sgyals grandissent en taille et en age,
moins elles sont sensibles aux effet des toxineséhannes. De fait, trés peu de maladies
bactériennes ont été décrites chez les mollusqiigea. Tubiash et Otto (1986) soulignent
méme la difficulté, voire I'impossibilité, de déneher une vibriose chez des huitres adultes
(C. virginica) par infection expérimentale.

D. Toxines de vibrios

Le caractére hautement pathogéne pour 'homme deires especes de vibrios a
entrainé une importante recherche sur les facweirgirulence bactérienne de ce genre, et
notamment sur le réle des toxines. Boquet (1990pode que des 1888, Roux et Yersin
démontraient I'existence d’'un poison produit pae bactérie. Depuis, le role et les modes
d’actions des toxines bactériennes ont été largeétadiés. Sears et Kaper (1996) distinguent
trois grands groupes de toxines bactériennes, slormode d’action.

Le premier groupe est composé de toxines a actigiigymatique. Elles sont
généralement composées de deux sous-unités (A Bt&sure la liaison avec la cellule cible
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et permet le passage dans le cytoplasme de lausitésA. Cette derniere possede une activité
enzymatique qui dégrade la cellule.

Un second groupe est composeé de toxines qui agidsentement sur un récepteur de
la membrane en le modifiant. Cette modificationuihdin signal intracellulaire entrainant des
dysfonctionnements ou la mort de la cellule.

Enfin, un troisieme groupe comprend les toxines agissent sur les membranes des
cellules cibles en provoquant des ouvertures plusioins larges dans la membrane.

Cependant, le nombre de toxines dont le mode dlaci été réellement précisé est
faible et la plupart des toxines sont décritesf sai supposant des meécanismes d’action
identiques aux toxines connues, du fait d’activeémblables, ou le plus frequemment, par
leur type d’activité biologique sur différents maskeexpérimentaux.

Les toxines ou effets toxiques mis en évidence tgwyibrios pathogenes d’organismes
marins appartiennent au groupe des toxines déqudesune activité biologique. Cheaz
anguillarum pathogéne des poissons, Munn (1980) isole efipume hémolysine; Toranzo
et al. (1983) montrent une activité hémolytique, cytiqore et d’agglutination; Traxler et Li
(1972) supposent I'existence d’'une protéase.

Chez les mollusques, plusieurs auteurs (Brown eeé&p1978; Elston et Leibovitz,
1980b; Nottage et Birkbeck, 1990; Riquelmieal, 1995; Nicolaset al, 1996) concluent a
I'existence de toxines pour expliquer la virulenles vibrios sur les larves de mollusques.

Les principaux travaux de recherche de toxinegtihinenés a partir des surnageants de
culture de vibrios. Priewgt al. (1990) citent des activités d’inhibition de lageade nécroses
ou des effets tératogenes observés par différemésis sur des filtrats de culture. De fagon
plus approfondie, Brown et Roland (1984) isolend twxine protéique, de poids moléculaire
estimé a 68 kDa, et qui posséde une activité I&talales larves d’huitr€. virginica Cette
toxine est sensible a la chaleur et montre uneigcthactériostatigue. De méme, Nottage et
Birkbeck (1987 a, b et c) isolent a partir de sga@nt de culture de vibrios pathogénes des
huitresO. eduliset C. gigasune protéinase, de poids moléculaire 30 kDa, @meokysine et
une toxine ciliostatique de petite taille (< 5 k@aYyésistante a la chaleur.

E. Plasmides

La présence de plasmides chez les bactéries da gdmio est assez courante: Hada et
Sizemore (1984) recensent 28% de souchesVibeo spp. porteurs d'un ou plusieurs
plasmides. L'analyse porte sur 512 isolats du monifrerin.

De méme sur 81 souches de vibrios isolées de paissalades, Toranz al. (1983)
dénombrent, 27% de souches possédant au moinasmige.

Pedersenet al. (1997) trouvent 53% de souches We anguillarum contenant un
plasmide, sur 279 isolats.

Borrego et al. (1996 a) mettent en évidence la présence d'usnptie de masse
moléculaire 49,2 MDa pour 22 souches\édapetis
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D’autre part, Crosat al. (1977 et 1980) montrent une relation entre laleitce d’'une
souche d&/. anguillarumet I'existence d’'un plasmide (pJM1).

A lissue de cette présentation bibliographiquepdemarques doivent étre faites.

D’une part, il apparait que les travaux les plusutis dans la mise en évidence et
l'isolement de toxines de vibrios pathogenes dallas (Nottage et Birkbeck, 1987 a, b, c;
Brown et Roland, 1984) n’identifient pas complétemies espéces bactériennes utilisées
(Vibrio spp). Il est impossible alors de comparer ces travaec ceux realisés sur d’autres
vibrios. S’agit-il d’'espéces déja décrites, de rell@s especes ?
D’autre part, la quasi totalité des travaux a éadisée sur les surnageants de culture, pour
I'étude des exotoxines ou toxines excrétées. Atavail sur les larves de mollusques ne
semble avoir pris en considération I'existence [pbssle toxines non excrétées dans le
milieu. Des travaux dans ce sens ont pourtanté@iésés chez les poissons, Sur
anguillarumnotamment, par Bullock et Conroy (1971), Abe ()9@&ischkowsky (1973),
Umbreit et Tripp (1975). Tous ces auteurs étudeetdxicité associée a la cellule et non
excrétée. Grischkowsky (1973) montre que des lafirgigaspeuvent étre tuées par des
bactéries éclatées par sonication. Toujours gvemnguillarumAbe (1972), Umbreit et Tripp
(1975) observent le rble pathogene de bactéries toé de fractions membranaires sur de
jeunes saumons ou des poissons rouges. Ces atdealsent a I'existence vraisemblable de
toxines liées a la membrane de la cellule et quimagent étre ensuite libérées
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lll. Premiere partie : Description d’'une nouvelle
espece de Vibrio

A. Introduction

Durant la période 1990/1995, cing souches du géfibgio référencées sous les
appellations A365, A496, A060, A601 et A700, ont &e isolées au cours d'épisodes de
mortalité larvaire au sein de I'écloserie d’Argant(Bretagne). Le caractere pathogene de
certaines d’entre elles a été décrit précédemmaniNjrolaset al. (1996). Ces 5 souches
présentent des caracteres phénotypiques trés groche

Au cours de cette premiére partie, nous décrireqdus précisément possible ce groupe
de cing souches par leurs caracteres phénotypitjleess réaliserons également une analyse
phylogénique du groupe et des hybridations ADN/AmNIr aboutir a leur identification.

B. Description phénotypique

Historiquement, la connaissance du monde bactétiea classification ont été basées
sur I'étude phénotypique des bactéries (morphojogiaracteres culturaux, activités
enzymatiques...). Ces données permettent de casaci&ur la base de tests standardisés, une
souche bactérienne, et de la situer par rapportbagxéries déja décrites. L'appartenance
d’'une bactérie a un groupe taxonomique est défismdt, par un ensemble de caracteres
communs, avec un classement hiérarchiqgue de cestéars, soit par une méthode de
taxonomie numeérique qui compare un grand nombrecatacteres, dont les poids sont
considérés comme équivalents.

Ces deux analyses appliguées aux cinqg soucheVilw@ sp isolées d’élevages
larvaires deP. maximuggroupe A365: souches A365, A496, A060, A601, A7dérmettent
d’évaluer 'homogénéité du groupe et d’apporter odsrmations sur leur positionnement
dans la classification générale.

1. Matériel et méthodes

a) Conditions de culture

Pour ces expérimentations, les cing souches dupgréd65 sont utilisées. Elles ont
toutes été isolées de larvesRlemaximusa I'écloserie expérimentale d’Argenton (Bretagne):
en 1990 pour la souche A060, 1991 pour A365, 199# A496, 1993 pour A601 et 1995
pour A700. Dans tous les cas, elles ont été is@édassuite de mortalités larvaires. Elles sont
maintenues sur Marine Agar 2216 (Difco) a 4°C epetwu sont conservées congelées a
moins 80°C dans du Marine Broth 2216 (Difco) coateén5% (vol./vol.) de DMSO

12
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(Diméthyl-sulfoxide, Sigma). Toutes les incubatiosent effectuées a température du
laboratoire 18/23°C.

b) Recherche de flagelles en microscopie électronique

L'existence de flagelles et leurs caractéristigeest déterminées par observation des
bactéries au microscope électronique a transmissiomoloration négative. Aprés 48 heures
de culture sur boite ou en milieu liquide, leswel bactériennes sont remises en suspension
dans de I'eau de mer stérile a raison d’envirof célules.mL*. Aprés un double rincage
dans une solution d’acétate d’ammonium 0,1 M, pB &t un ringage dans de l'acétate
d’uranyl 1%, la suspension de cellules est dépeaéeaine grille de cuivre (diamétre 3 mm,
maille 300) recouverte d’'un film de carbone. L'obsgion est effectuée au microscope
électronique a transmission.

c) Caracteres physiologiques principaux

Tous les milieux de culture sont complémentés eGlig&o (poids/volume), exceptés le
Marine Agar ou le Marine Broth 2216 (Difco) qui ¢mmnent déja 2% de NacCl, et pour les
tests a différentes salinités.

De la méme facon, pour l'utilisation des galerieBl 0E (API system, Biomérieux
France) 2% de NaCl en concentration finale sonitagpa I'eau distillée avant autoclavage
(MacDonellet al, 1982)

L’observation des capacités de fermentation (amé@se), de production de gaz a partir
du glucose, de production d’acides a partir deddifiits hydrates de carbone est réalisée sur
un milieu de Hugh-Leifson (OF basal medium, Mera@dgmplémenté a 1% avec différents
hydrates de carbone.

La recherche de la cytochrome oxydase est effectedmn la méthode de Kovacs
(1956).

Les tests de croissance en fonction de la températle la salinité (% NaCl), les
recherches de I'amylase, la déoxyribonucléaseéliigase et la Tween-estérase sont réalisés
d’apres des méthodes décrites par West et Colhv@i4).

La recherche de la lysine décarboxylase, de I'oimét décarboxylase et de I'arginine
dihydrolase est faite sur galerie API 20E et sutemide Falkow (1958) (en gt peptone 5,
yeast 3, D-glucose 1, rouge de bromocrésol 0,0b8)pEmenté avec 0,5% de lysine,
ornithine ou arginine.

La sensibilité a I'agent vibriostatique O/129 (2lidmino-6,7-diisopropylpteridine) est
déterminée apres 48 heures de culture sur boiter(®Agar 2216) en utilisant des disques de
0/129 a 150ug (Pasteur Diagnostic).

L’activité [-galactosidasique est testée grace a des disquedenaot de
I'orthonitrophénylf-D-galacto-pyranoside (Pasteur Diagnostic).

La production d’'indole, la réduction des nitratesaeproduction d’acétoine sont testées
sur galerie API 20E.

13
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La présence d'une catalase est observée par additld,O, (3%) a une culture
bactérienne (Marine Broth 2216).

d) Tests d’assimilation

Les tests d'utilisation de différents substrats gmmsource unique de carbone et
d’énergie sont menés selon la méthode décrite @am@nn et Baumann (1981).

95 autres tests d'utilisation de substr@snexes V) ont été réalisés par S. Corre de la
société MICROMER (ZI du Vernis, Brest) a l'aide dusttme GN Microplaté¥ (Biolog
Inc., Hayward, Calif.). A partir des résultats des ¢ests, une analyse de taxonomie numérique
a éete réalisée. Les milieux sont complémentés 2%ede NaCl et incubés 72 heures.

e)  Analyses en taxonomie numeérique

Cette analyse a été effectuée par S. Corre (MICRRMitr le matériel informatique du
laboratoire de microbiologie de la Station Biolagigde Roscoff.

Les résultats des 95 tests du systétme GN Micradtateont codés de la maniére
suivante: 1 (résultat positif) O (résultat négatifanalyse mathématique est réalisée selon les
méthodes décrites par Sneath (1972) et Sneathkat @®73) et utilise le principe d'égalité
de poids des caractéres phénotypiques, un indicgindiétude et la méthode d’agrégation
selon la variance. La représentation graphiqueedeclassifications hiérarchiques se fait sous
forme d’'un dendrogramme.

C. Reésultats

Les résultats des tests de caractérisations ph#gogs des souches du groupe A365
sont présentés dans le Tableau 3, p.16.

En dehors des caractéristiques classiques desribactiu genréeVibrio, c'est a dire
l'aptitude a fermenter le glucose, la présence el’'wytochrome oxydase, le NaCl
indispensable a la croissance, la présence d'gelféapolaire, les particularités des souches
du groupe A365 se situent, entre autres, dansfédle capacité d'utilisation des substrats
carbonés, avec des réactions positives pour senteB386 des substrats testés. Elles ne se
différencient pas uniqguement par des tests nég@egains de ses caractéres ne sont partagés
qgue par guelques espéces de vibrios: I'essaimagmlament des colonies en nappe sur I'agar
(swarming en anglais) ave¢. alginolyticuset V. proteolyticusuniquement, la synthése
d’alginase aved/. harveyi, V. pelagiust V. splendidusL utilisation du rhamnose et de la
bétaine ave¥. natriegens

Le dendrogramme obtenu & partir de I'analyse nugoérdes tests BioldY est présenté
dans le Tableau 4, p.18.

Les 5 souches du groupe A365 sont réunies danadedb dendrogramme avec un
minimum de 93% de caractéres identiques. Sur leithes de vibrios qui ont été intégrées
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a I'analyse, 10 présentent moins de 70% de caesct&mmmuns avec les souches du groupe.
SeulV. logeis’en rapproche avec 90% de similitude.

Ce type d’analyse, s'il permet, grace a un gramdone de caracteres, de différencier ou
de mesurer ’homogénéité d’'un groupe de souchest pas adapté a établir des relations
phylogéniques.

La réponse des souches du groupe A365 aux diffemrtstrats n'est pas la méme
gu’'avec la méthode de Baumann et Baumann (1981)3Bwearacteres étudiés et communs
aux deux méthodes, 12 donnent des résultats diffrie plus souvent en faveur du systéeme
Biolog:

Tableau 2. Comparaison des résultats des testsligaiton selon la méthode utilisée: test
Biolog; ™ Baumann et Baumann (1981). Résultats en pourcentiysouches positives
(A365, A496, A060, A601, A700).

tests d'utilisation réponse méthode Biolog répans¢éhode
Baumanf

glycérol 80% 100%

rhamnose 0% 100%

D-glucose 100% 0%

tréhalose 100% 0%

acétate 40% 0%

propionate 20% 0%

méso-inositol 10% 80%

L-sérine 100% 0%

L-leucine 20% 0%

glutamate 100% 20%

L-ornithine 100% 0%

L-histidine 0% 100%

L-proline 100% 0%

Ces différences dans les réponses confirment I'itapoe de standardisation des tests
phénotypiques et de comparaison des résultatscegemethodes identiques.

La Figure 1 (p.19) montre les deux types de flagetjui ont pu étre observés. Dans le
cas ou les bactéries sont cultivées en milieu diguielles présentent un flagelle polaire
unique. Dans le cas de croissance sur milieu sdedebactéries montrent, en plus du flagelle
polaire, de multiples flagelles latéraux. Ces damiiont un diameétre inférieur a celui du

flagelle polaire.
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Tableau 3. Principaux caracteres des souches dupgd\365.

Caracteres % de souches A365' Caracteres % de souches A365'
) )

Fermentation du glucose 100 + Utilisation
Production de gaz a partir du 0 - D-Mannose 0 -
glucose
Flagelles latéraux (milieu solide) 100 + D-Galaetos 0 -
Flagelle polaire (milieu liquide) 100 + D-Fructose 0 -
Essaimage (swarming) 100 + Sucrose 20
Oxydase 100 + Maltose 100 +
Catalase 100 + Cellobiose 0 -
Production d’indole 0 - Mélibiose 0 -
Réduction du nitrate 100 + Salicine 0 -
Voges-Proskauer 0 - D-Gluconate 0
Arginine dihydrolase 0 - Succinate 100 +
Lysine décarboxylase 0 - Citrate 0 -
Ornithine décarboxylase 0 - méso-Erythritol 0
Hydrolyse de TONPG 0 - D-Mannitol 0 -
Alginase 100 + Glycérol 100 +
Amylase 100 + L-Tyrosine 60 +
Gélatinase 100 + D-Sorbitol 0 -
Tween-estérase 100 + D-Xylose 0 -
Déoxyribonucléase 100 + L-Arabinose 0 -
Croissance a: L-Rhamnose 100 +
4°C 80 + D-Glucose 0 -
18°C 100 + Tréhalose 0 -
22°C 100 + Galacturonate 0 -
30°C 40 + Acétate 0 -
35°C 20 - Propionate 0 -
Croissance en présence de : Butyrate 0 -
0% NacCl 0 - Isovalérate 100 +
1% NacCl 100 + Hydroxybutyrate 0 -
3% NaCl 100 + Pyruvate 100 +
6% NacCl 100 + méso-Inositol 80 +
8% NaCl 0 - Glycine 0 -
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Caractéres % de souches A365' Caractéres % de souches A365'
) )

Acidification: Utilisation
D-Mannose 0 L-a-Alanine 100 +
D-Xylose 0 L-B-Alanine 0 -
Maltose 100 DL-Sérine 0 -
D-Glucose 100 L-Leucine 0 -
L-Arabinose 0 L-Valine 60 +
L-Rhamnose 0 L-Aspartate 100 +
Glycérol 0 L-Glutamate 20 -
Mélibiose 0 L-Arginine 0 -
Sucrose 0 L-Lysine 80 +
D-Galactose 0 L-Ornithine 0 -
D-Sorbitol 0 L-Histidine 100 +
D-Cellobiose 0 L-Proline 0 -
Fructose 0 Bétaine 100 +
myaonositol 0 Fumarate 100 +
méseErythritol 0 Glucosamine 0 -
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Tableau 4. Dendrogramme réalisé a partir de I'ars&@yen taxonomie numérique des résultats
du systéme GN Microplatés (Biolog Inc., Hayward, Calif.). Le dendrogrammelirt les 5
souches du groupe A365 (A365, A496, A060, A6010)A&1011 autres especes du genre
Vibrio.

50 60 70 80 90 100%
I ' I ' I ' I ' I ' I

Valg

Vpar

— Vmed

Vspl

Vang

Vpel

Vmar

Vdam

Vcos

Vtis

Vlog

— A060

— A496

A601

— A700

A365

| 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
50 60 70 80 920 100%

(Valg: V. alginolyticusATCC17749, Vpar. V. parahaemolyticdsTCC17802, Vmed: V.
mediterranei ATCC43341, Vspl:_V. splendiduATCC33125, Vang:_ V. anguillarum
ATCC19264, Vpel: V. pelagiuATCC25916, Vmar._ V. marinuATCC15381, Vdam: V.
damselaATCC33539, Vcos: V. costicomTCC33508, Vfis: V. fisheATCC7744, Vlog: V.
logei ATCC15382).
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i £

Figure 1: Photos en microscopie électronique d'agpéiule de la souche A365 (souche type),
coloration négative, montrant un flagelle polaiga(che) en milieu liquide, ou de multiples
flagelles latéraux (droite) sur milieu solide. [¥A00].
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D. Séquencage, phylogénie ARN16S

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire\fedérie CILIA, dans le cadre d'un
projet transfert de méthodes de séquencage dérieach des fins d’identification .

Les récentes évolutions de la systématique bastériedonnent une importance
croissante a I'analyse comparative des séquencegeates de I'’ARN ribosomique (fraction
16S). La validité de ces analyses repose sur fecipg selon lequel le degré de similitude
entre les séquences des genes de deux organisnspstionnel a leur degré de parenté,
donc au temps écoulé depuis leur séparation (Wiktoal, 1977, Scharwtz et Dayhoff,
1978). L'intérét de ces analyses est d’obtenir nmmeagénéalogique des especes (phylogénie)
en respectant le principe du regroupement cladistiqc’est a dire le regroupement des
descendants d’'un ancétre unique. Le choix du genétéalongtemps problématique.
Aujourd’hui le géne codant pour la sous-unité 1&SI'ARN ribosomique s’est imposé en
taxonomie bactérienne pour ses qualités: présameeraelle, fonction conservée, pression de
sélection peu dépendante des conditions du mikéerme, alternance de domaines variables
et conservés (Foat al 1977, Woese et Fox, 1977; Woese, 1991). L'agpqgutus significatif
de ce type d’'analyse par rapport aux analysesigleessa été la mise en évidence par Woese
et al. en 1990 de I'existence de trois regnes: les eotesyet deux divisions des procaryotes
(eubactéries et archaebactéries).

A partir de la séquence du gene de 'ARNrl16S deolache type (A365), une analyse
phylogénétique est menée par trois méthodes matiygres. Le nom d&ibrio pectenicida
(pec.ten.i.ci’da.: dePecten nom de genre de la coquille Saint-Jacquesedq tuer;
pectenicida qui tue les coquilles Saint-Jacques) est attribda souche A365 au cours de
cette étude.

1. Matériel et méthodes

La premiere étape consiste donc a realiser le ségge de 'ADNr en utilisant la
méthode décrite par Ruimgt al. (1994), puis d'aborder l'analyse plylogénétique
proprement dite en comparant la séquence obtenwllas d'autres ADNrl6S
bactériens.

a)  Séquencage des genes de la sous-unité 16S de 'ARN
ribosomique (ADNTr)

Amplification du géne de 'ARNr 16S (PCR)

Une culture dé/. pectenicidasouche type) est mise en suspension dans 200upé d
solution de lyse (10 mM tris-HCI, 1 mM EDTA, 1% fion X100, pH 8), portée a ébullition
pendant 5 min a 100°C, puis mise dans de la glApees une simple extraction au
chloroforme, 5uL du surnageant sont utilisés pooe wamplification de I'ADNr 168S.
L'amplification est réalisée avec deux amorcesiespondant aux positions 8 a 28 (amorce
reverse) et 1493 a 1509 de la séquence de la petiteunité du gene de 'ARNIEd coli.
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La réaction d'amplification s’effectue en troisp#s: le premier cycle comporte une
phase de dénaturation du double brin dADN a 95®nhdpnt 3 minutes, une phase
d'hybridation a 52°C pendant 1 minute et une pligdengation a 72°C pendant 1 minute et
30 secondes. Les 25 cycles suivants avec chacuphase de dénaturation a 94°C pendant 30
secondes, une hybridation a 52°C pendant 1 minutene élongation a 72°C pendant 1
minute et 30 secondes, se terminent par un cydguend'élongation a 72°C pendant 5
minutes.

Les produits PCR sont précipités en présence dethglene-glycol 20%, NaCl 2,5M
et purifiés par électrophorése sur gel d'agardsasae température de fusion (low-melting) a
1% dans du tampon TAE (Tris-acétate pH 7,0 - 40 EBMTA pH 8,0 - 2 mM).

Séquencage direct des produits PCR

Le protocole utilisé est décrit par Anderson ReDal. (1992).

Neuf amorces sont utilisées pour les réactions épiencage direct. Ces amorces
correspondent aux positions suivantes dans la séqudE. coli: positions 99 a 119, 342 a
356, 518 4 534, 684 a 702, 906 a 925, 1099 a 1BB4 a 1400 et 1493 & 15009.

b)  Analyses phylogénétiques
Les alignements de séquences et les calculs deog#imie sont réalisés sur des
programmes de phylogénie développés dans le lab@ade R. Christen (CNRS,
Villefranche -sur-mer, France). Les séquences d'AD®S sont alignées manuellement. Seuls
les domaines alignés sans ambiguité entre lesralitiés séquences comparées sont utilisés
lors des calculs de phylogénie. En effet, seuls dm®aines sont homologues entre les
différentes especes, conditions indispensablesraaikodes de phylogénie employées.

Programmes de phylogénie
Trois logiciels sont utilisés:

(1) Méthode des matrices de distance (neighborAg)ndéveloppée par Saitou et Nei
(1987).

(2) Maximum de Parcimonie (PAUP program: phylogenahalysis using parsimony,
(Swofford, 1992) pour Macintosh. Les topologiesrlfes sont obtenues en utilisant
l'option de recherche heuristique. La solidité biesches ainsi obtenues est évaluée par
une méthode d'échantillonnage (méthode de bootsttdpréplications).

(3) Maximum de Vraisemblance (fastDNAmML programpiei® du programme DNAmML
(Felsenstein, 1990), réécrit par G. J. Olsen (Usityeof Illinois, Urbana).

Les représentations graphiques de ces topologreobtenues par le programme NJplot
développé par M. Gouy (URA 243 CNRS, Universitéudm Bernard, Villeurbanne, France),
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et permet de transcrire ces fichiers en un fornmmbhpatible avec les logiciels de dessin
disponibles sur Macintosh.

Seules les topologies similaires entre les troithoues de calcul sont retenues comme
arbres vrais. Des recherches théoriques ont ehraffatré que la convergence des résultats
entre les trois méthodes, complétées par la teahrdg bootstrap, indique que la topologie de
I'arbre retenu est correcte et solide.

Numeéros d’accession aux séquences nucléotidiqueséferences de collection

Les séquences nucléotidiques utilisées dans cettie &®nt été déposées dans la
base de données EMBL (European molecular biolobgréory) sous les numéros
suivants (entre parenthéses, numéro de colleceola douche utilisée, T pour souche
type):

V. metschnikovii X74711 (CIP 69.14T) V. diazotrophicusX74701 (ATCC
33466T) V. ordalii X74718 (ATCC 33509T)Y. anguillarumx16895 (ATCC 12964T),
V. aestuarianusX74689 (ATCC 35048T)V. vulnificusX74726 (ATCC 27562T)V.
navarrensisX74715 (CIP 103381T)V. tapetisY08430 (CECT 4600T)Y. splendidus
X74724 (ATCC 33125T)V. nereisX74716 (ATCC 25917T)V. orientalisX74719
(ATCC 33934T) V. tubiashiiX74725 (ATCC 19019T)V. furnissiiX74704 (ATCC
35016T), V. fluvialis X74703 (ATCC 33809T),V. mediterranei X74710 (CIP
103203T) V. harveyiX74706 (ATCC 14126T)V. campbelliiX74692 (ATCC 25920T,)
V. parahaemolyticuX74720 (ATCC 17802T)V. pelagiusX74722 (ATCC 25916T),
V. natriegensX74714 (ATCC 14048T)V. alginolyticusX74690 (ATCC 17749T)V.
proteolyticus X74723 (ATCC 15338T,) V. carchariaeX74693 (ATCC 35084T)V.
nigripulchritudo X74717 (ATCC 27043T)V. gazogeneX74705 (ATCC 29988T,)V.
cincinnatiensisX74698 (ATCC 35912T)Photobacterium leiognathx74686 (ATCC
25521T), P. damselaX74700 (ATCC 33539T) P. phosphoreunX74687 (ATCC
11040T) P. angustumX74685 (ATCC 25915T),V. pectenicida Y13830 (CIP
105190T).
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2. Résultats

La séquence d€. pectenicida été alignée avec plus de 3000 séquences d'AGddéa
bactéries contenues dans une banque de donngassitian phylogénétique de cette nouvelle
espece a été déterminée par des analyses sucsegaivkont placée dans le groupe des
protéobactéries. Une analyse plus fine a démoaotr@appartenance au geiMibrio et ceci de
facon robuste: les trois méthodes donnent des dgjed d’arbre similaires pour la branche
des vibrios, et la méthode de bootstrap donne sulted de 100%. Ces analyses confirment
l'appartenance d¥. pectenicidasouche A365 & un groupe comprenaXt splendidusV.
tapetis, V. nereis, V. orientalis, V. tubiashii, Mrnissii, V. fluvialisand V. mediterranei
(Figure 2, p.24). Cependant, la branche unissantlifirentes especes n'est pas supportée par
une valeur significative de bootstrap. La nouvéletérie est proche dé tapetiset, dans
tous les cas, associéeVa splendidus Cette branche interne est bien supportée par une
longueur significativement positive a P<< 0,01 dMeximum de vraisemblance. Elle est
également retrouvée dans les deux arbres obtemubiggamum de parcimonie (longueur
212; index de consistance excluant les caract@asinformatifs 0,533, index de rétention
0,687). Enfin le pourcentage de similitude a¥ecapetiset V. splendidusest de 97,2% et
95,5% respectivement. Stackebrandt et Goebel (1®&dgnt prudemment la différenciation
de deux espéces sur ce critere, pour des valeifigeimes ou égales a 97%. De son c6té
Ruimy (1996) observe qu’en dessous d’'un taux ddasité d’ARNr 16S de 98,5%, les taux
d’hybridation ADN/ADN sont toujours inférieurs a%0 Dans les deux cag, pectenicidane
peut pas étre intégré a I'espéapetiset vraisemblablement pas non plug.aplendidus
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Vibrio metschnikovii

—__Vibrio diazotrophicus

[Vibrio ordalii

97% “—vjibrio anguillarum

*& ibrio aestuarianus
[ Vibrio vulnificus

Vibrio navarrensis

Vibrio tapetis
- [ Vibrio pectenicida

Vibrio splendidus

Vibrio nereis

Vibrio orientalis

Vibrio tubiashi

*%

ibrio furnisii

ibrio fluvialis

Vibrio mediterranei
Vibrio harveyi

o Vibrio campbellii

52% . .
Vibrio parahaemolyticus
ibrio pelagius
*% \Vibrio natriegens
60%
ibrio alginolyticus
*i —Vibrio proteolyticus
Vibrio carchariae
*%
100% Vibrio nigripulchritudo
o Vibrio gazogenes
52% Vibrio cincinnatiensis
. Photobacterium leiognathi
Photobacterium damsela subsp. damsela
Photobacterium phosphoreum
50% |

—Photobacterium angustum

Figure 2. Position phylogénétique de la souche (4865) deV. pectenicidalans la famille

des Vibrionaceae.

Cet arbre non raciné a été obtenu par un algorithdffenalyse de matrice de distance (neighbor-joifinges
branches significativement positives (P<0,01) obt=navec le logiciel de Maximum de Vraisemblanceg so
notées avec un double *. Les pourcentages de gdjgits supérieurs a 50% obtenus en analyse de toapts
sont notés sur les branches. Les branches retreusgeanalyse de Maximum de Parcimonie sont dessemée

gras.
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E. Composition en base (GC%) et hybridation ADN/ADN:
groupe A365

Apres avoir déterminé les caractéristiques phéimpiygs et la position phylogénétique
des cing souches du groupe A365, I'étude du gémdbgatérien, par hybridation ADN/ADN
et par mesure du rapport GC%, permet une compargiseise des souches étudiées entre
elles. Au cours d'une réunion du comité sur laésystique bactérienne, Wayatal. (1987)
ont défini 'appartenance de 2 souches a une stulggme espece aux conditions suivantes:
pourcentage de similitude par hybridation ADN/ADNpérieur a 70% et une différence de
ATy, inférieure a 5°C.

Quatre étapes successives permettent d’obteniafgsorts GC% ainsi que les % de
similitude et sont appliquées aux cinq souchesrdupge A365: extraction et purification des
ADN, mesure du GC%, fabrication de sondes d’ADNaactives, hybridation ADN/ADN.

1. Matériel et méthodes

a) Protocole d’extraction et purification de 'ADN
bactérien

(1) Extraction, purification

La méthode utilisée est adaptée de celle décritSambroolket al. (1989). L'opération
d’extraction de I'ADN est réalisée pour chacune clag souches (A365, A496, A060, A601,
A700). La souche est inoculée dans un volume de dgis un litre de milieu de Zobell
(Oppenheimer et Zobell, 1952) mis en agitation pehdl8 heures a température ambiante
(18/23°C).

La récupération du matériel bactérien se fait mantrifugation, 20 min a 4000g. Le
surnageant est éliminé et le culot repris dans B2lentampon TE (Tris-base 10 mM, EDTA
1 mM, pH 8). Ce volume est centrifugé 15 min a 400 surnageant est éliminé et le culot
repris dans du tampon TENA 1X (TE, + NaCl 0,042 Mgs bactéries sont alors lysées par
ajout de 0,5 mL de N-laurylsarcosine (Sigma) 10%r@®mL de suspension bactérienne, de
0,5 mL de Sodium-dodécyl-sulfate 10%, puis de 1Q0d{une solution de Protéinase K
(Sigma, solution & 20 mg.rit. concentration finale 0,33 mg.n). ou d’une solution de
pronase E & 60 mg.iiL Aprés chaque ajout, les tubes sont agités 30ndeso par
retournement. La suspension bactérienne est miseuder au bain-marie a 45°C pendant
trois heures, sous agitation, jusqu’a lyse compleextraction de '’ADN est réalisée sur le
produit de lyse en ajoutant un volume de PCI (phéhlmroforme-isoamyl alcool 25-24-1,
Sigma) sous une hotte aspirante. Aprés agitatem,tdbes sont centrifugés 10 minutes a
9000g. La phase aqueuse supérieure est récupéopérdtion est répétée une ou deux fois
jusqu'a disparition de la plus grande partie dipi® protéique a l'interface. La qualité de
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cette déprotéinisation permet d’assurer la reugsitbetape suivante d’élimination des ARN.
Pour cela 60 pL de ribonucléase A (réf. 9009, Sighlamg.mL*, portée & 100°C au bain-
marie pendant 15 min pour éliminer les déoxyribdéames) sont ajoutés et la solution est
mise a incuber 1 heure au bain-marie agité a 60°C.

Une nouvelle série d’extractions au PCI est aléedisée selon le protocole décrit ci-
dessus. Puis pour éliminer les traces de phénelentraction est réalisée avec un volume de
chloroforme. Apres récupération de la phase aqusupérieure, 'ADN est précipité en
ajoutant deux volumes d'éthanol absolu glacé (-RGPGur precipiter la totalité de I'ADN, la
solution peut alors étre placée une nuit a -20960r§ I'ADN est récupéré soit enroulé au
bout d'une pipette Pasteur soit par centrifugataorec élimination de I'éthanol, et disposé
dans un tube propre puis centrifugé. Le culot d’ABH rincé trois fois avec de I'éthanol a
70%, puis séché (étuve a 50°C) et repris dans 0,5 @l de tampon TE.

La quantité d’ADN ainsi obtenue est en général irtgode (plusieurs milligrammes)
mais sa qualité est rarement suffisante pour e¥alisie hybridation ADN/ADN. Une
opération supplémentaire de purification est néiessL’ADN est tout d’abord repris dans 4
mL de TE auquel sont ajoutés 80 puL de SDS a 1020 ¢tL de Protéinase K (solution a 20
mg.mL%). Le tout est mis en incubation au bain-marie Grée & 37°C. Aprés incubation, les
opérations déja décrites ci-dessus - extractiofP@y puis au chloroforme, précipitation a
I’éthanol absolu, rincage a I'éthanol a 70%, séehdgssolution dans le TE - sont reprises.

(2 Qualité de la purification

Le degré de pureté des différents ADN ainsi obtéda€),5 a 2 mg) est ensuite contrblé
en utilisant quatre tests.

L’ADN est dilué dans du TE, de facon a obtenir awesmsité optique (DO) a 260 nm
proche de un (blanc = tampon TE, cuve quartz de). En effet les bases de ’ADN ont la
propriété d’absorber a 260 nm. Quand la dilutionlve est obtenue, les DO a 260, 280 et 320
nm sont enregistrées. Deux coefficients sont cécal partir de ces données et un balayage
spectral (190/400 nm) est réalisé.

Calcul des coefficients

Coeff.n°1 = (DO60nm- DOs20nm)! (DO20nm= DOs20nm)

Ce premier coefficient permet d’apprécier la chapgetéique résiduelle et doit étre
compris entre 1,8 et 2.

Coeff.n°2 = (DOss0nm- DOs20nm)/ (DO230nm= DOs20nm)
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Ce coefficient doit étre compris entre 2 et 2,3ddinnerait une information sur la
présence d’ARN. Une contamination trop importargdraduirait par un dépassement de la
valeur 2,3. Dans la pratique, et si tous les auests sont bons, la valeur de ce coefficient
peut atteindre 2,6.

Estimation de la quantité d’ADN
La quantité d’ADN dissous dans le TE peut étre @&len appliquant la regle suivante:

ADN (pg.mL™h) = (DOseonm- DOs20nn) X 50.

La validité de cette relation est reconnue pourgarame de DO comprise entre zéro et
un, la meilleure précision étant obtenue pour @dsurs proches de un.

Balayage spectral

La courbe de DO mesurée entre 190 nm a 400 nnpaisienter une ligne de base stable
et proche de zéro avec un pic marqué a 260 nmeeond pic plus fin est également présent
aux environs de 215 nm et est du a des traceslo®fdrme).

Courbe d’hyperchromicité

Principe: 'ADN est composé d’'une double hélice (ADN doubténs) dont la structure
est maintenue par des liaisons hydrogene (liai$aibdes). Sous l'action de la chaleur ces
liaisons sont rompues et 'ADN se sépare en deuraiiwins. La température a laquelle la
séparation se réalise est appelée températuresiaban f(im) et est caractéristique de 'ADN
testé. Ce phénomeéne est visualisé par 'augmentatipide de la densité optique a 260 nm
(hyperchromicité). En effet, ce sont les bases apsorbent la lumiere et celles-ci sont
parfaitement ordonnées en plans paralleles dasguature double-brins. Au moment de la
séparation des brins (fusion), l'ordonnancement esidifié, les bases se décalent
partiellement, le coefficient d’extinction est manal et la DO augmente. L'importance de
'augmentation de la D&onmau cours de la fusion est liée a la qualité d®NAprésent dans
la solution. Les ADN de référence, utilisés dandragail, et commercialisés comme ultra-
purs, présentent une hyperchromicité mesurée drdale +24 a +34%. Dans la pratique, une
hyperchromicité de + 18/20% permet d’obtenir desiitéts satisfaisants.

Protocole:I’ADN est dilué dans du TE de fagon & obtenir &so.mde I'ordre de 0,3

a 0,4. Les cuves de quartz contenant le témoinéehdntillon sont thermostatées par un
systeme de circulation d’eau issue d'un bain-magégulé électroniquement (Bain-marie
HAAKE D8, régulateur HAAKE PG20). Celui-ci est régsur une augmentation de 0,5°C par
minute. Une sonde thermique est placée dans la camtenant 'ADN en solution et le
spectrophotometre enregistre toutes les 20 secdad2® en fonction de la température. Un
logiciel intégré permet de tracer la courbe d’augtaion de la DO en fonction de la
température. Il détermine également la températaneespondant au point d’'inflexion de la
courbe (=Tm) (Spectrophotometer UVIKON 941, Kontron instrument
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b)  Composition en base de 'ADN (coefficient GC%)

La connaissance de ce coefficient est un élémenéressant pour situer
taxonomiquement les souches bactériennes. Ainspkau(1961) a montré que deux souches
qui different de 10% dans leur composition en GG@nth’probablement aucune molécule
d’ADN en commun. Par contre, deux souches qui psgeédes caractéres phénotypiques
proches peuvent voir confirmer leur appartenange eméme genre par leur GC%. Le rapport
entre le nombre de guanine + cytosine et le nontubaé de bases (GC%) varie d’'une espece a
autre, mais est constant au sein d'une méme esp€eci est intéressant, chez les
eubactéries, pour lesquelles est observée unegythnersiteé et une forte étendue de la valeur
du GC% (30 a 75%).

Le GC% des souches du groupe A365 est déterminé gamfirmer leur proximité
taxonomique et les situer dans la taxonomie géméral

(1) Principe
La technique utilisée est basée sur la méthodeatedlM et Marmur (1968). Le principe

repose sur la comparaison de la Tm des souchesli@réét celles de souches de référence. La
Tm est en effet directement liee a la compositiorbase de I'’ADN: les liaisons hydrogene
entre les bases C et G sont triples alors qu’'elesont que doubles entre A et T. Plus la
proportion de liaisons CG est importante, plusttacture double-brin est stable et plus la
température nécessaire a séparer les deux brmglseee (Tm élevée). La Tm est également
directement liée au tampon dans lequel 'ADN est en solution et notamment de sa force
ionique. Une diminution de la force ionique se tiagar une diminution drastique de la
température de fusion.

(2) Protocole

Les ADN de trois souches bactériennEscherichia coli Clostridium perfringens
Micrococcus luteugDNA ultrapure, Sigma), de GC% connus, sont mis@ntion dans du
tampon TE (Tris-base 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) dediag obtenir une Dfgonmde 0,3 &
0,4. Leur température de fusion (Tm) est mesuréatdpole: § Courbe d’hyperchromicité,
p.27). Une droite étalon est calculée a partiretetmis points (Tm en fonction du GC%). La
mesure de la Tm est alors réalisée pour les ADNsdeshes du groupe A365, dissous dans le
méme tampon (mMéme composition, méme lot). Leur G alors étre calculé a partir de
I'équation de la droite étalon.

c) Préparation des sondes par Nick translation

(protocole détaillé en annexe )
Cette préparation permet la fabrication de copidries d’ADN, marquées au tritium
radioactif.
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L’ADN extrait et purifié d'une souche bactérienn& enis en solution avec des bases
(A, T, C, G) marguées au tritium radioactif (Nickahslation Kit, N5500, Amersham
International, England). Une DNAse (type DNAse hgaatique, Nick Translation Kit) est
ajoutée dans la solution et provoque des coupuze400 paires de bases, au hasard. Une
ADN polymérase (type ADN polymérase IEd’ coli, Nick Translation Kit) reconstruit une
copie de I'ADN, a partir des coupures, en incorpbilas bases radioactives. Un traitement
ultérieur a la nucléase S1 (Sigma) permettra diglmtous les mono-brins et d’obtenir ainsi
des doubles brins d’ADN marqués d’environ 400 fzaite bases, copies de ’ADN de départ.

Deux sondes ADN radioactives sont fabriquées arpdets ADN extraits des souches
A365 et A496.

d) Hybridation

(protocole détaillé en Annexe II)

Des ADN préalablement cassés en morceaux d'envl@d paires de base (par
sonication) sont dénaturés par chauffage (passdge€aime mono-brin) et maintenus dans
des conditions optimales en présence de la sode@NImarqué, préalablement préparée par
Nick translation. Une réassociation progressiveltass (= hybridation) entre des séquences
strictement complémentaires s’effectue alors. Usitdment a la nucléase S1 permet
d’éliminer les formes d’ADN mono-brins. La quantitke double-brins marqués restant,
mesurée par le niveau de radioactivité, est prapuorelle aux taux de réassociation et donc
au % de similitude entre les séquences d’ADN dmfale et 'ADN testé. Pour encadrer cette
valeur, une hybridation est effectuée en paral@age la sonde et un ADN tres éloigné
(sperme de hareng) pour définir le zéro . Uneibdgtion avec I’ADN utilisé pour fabriquer
la sonde (homologue) permet de définir un 100% .

Les deux sondes d’ADN marqué, A365* et A496*, shyibridées chacune avec les 4
autres souches du groupe A365 ainsi qu’avec I'ADMnblogue et 'ADN de sperme de
hareng. La température d’hybridation est fixée 265
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2. Résultats

a) Extraction, purification

Les résultats d’extraction-purification des ADN desouches du groupe A365 sont
présentés dans le Tableau 5, p.30. Les ADN présetdas un coefficient n°1 strictement
compris entre 1,8 et 2, traduisant un tres faiblextde contamination protéique. Les valeurs
du coefficient n°2 sont incluses dans une gamme2@8 a 2,6. Ces valeurs sont
raisonnablement proches des valeurs attenduesad&2 Elles traduisent une contamination
en ARN assez faible. Enfin, les valeurs obtenudsyperchromicité (+18,6% a + 32,1%) sont
conformes a celles obtenues par des ADN commerdBMA ultrapure, Sigma) dans les
mémes conditions (+24% a + 34%).

Tableau 5. Caractéristiques des ADN des souchagalupe A365 (calcul des coefficients et
mesure de I'hyperchromicité 8§ 0, p.27).

ADN des Souches  A365 A496 A060 A601 A700
Coeff.1 (1,8/2) 1,89 1,93 1,96 1,87 1,89
Coeff.2 (2/2,3) 2,43 2,08 2,60 2,30 2,44
Hyperchromicité +21,5% + 28,6% + 20% +32,1% +18,6%

b) Mesure du GC%

La droite étalon permettant de calculer le GC% slesches du groupe A365 est
présentée dans la Figure 3, p.31. L'équation de abbite; GC% = 2,1369 Tm - 99,372,
donne la relation entre GC% et Tm dans les conditie I'expérience.

Les résultats du calcul du GC% pour les souchagaluype A365 sont présentés dans le
Tableau 6, p.31. Les températures de fusion (Traifférent pas de plus d’1°C (max. 0,7°C)
ce qui se traduit par des valeurs des GC% treshpso@our I'ensemble des souches
puisqu’elles sont comprises entre 39 et 41%.
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Figure 3. Droite de régression, GC% en fonctiorlal@m pour 3 souches de référence.

Tableau 6. Valeurs des Tm et GC% des souches dpgm365.

ADN des Souches Tm GC
Escherichia coli 70,6 °C 50 %
Clostridium 58,6 °C 26,5 %
perfringens
Micrococcus luteus 79,8 °C 72 %
A365 65,6 °C 40,8 %
A496 65,6 °C 40,8 %
A060 64,9 °C 39,3 %
A601 65,2 °C 39,3 %

Hybridation

Les résultats d’hybridation ADN/ADN sont donnés slde Tableau 7, p.32. Les
pourcentages de similitude entre les souches dipgré365 sont toujours supérieurs a 70%
(min. 73%). C’est la souche A700 qui semble la piteche de la souche type A365, suivi de
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A496, A601 et un peu plus loin A060. Cette hieraast confirmée par les résultats obtenus

avec la sonde A496*.
Les souches du groupe A365 appartiennent doncabigre seule et méme espece.

Tableau 7. Pourcentages de similitude obtenus ghritiation ADN/ADN pour les 5 souches
du groupe A365.

ADN des souches % de réassociation avec les ADN des souches

testées marquées

A365"* A496*
A365" 100 95
A496 99 100
A060 86 73
A601 97 92
A700 100 100

F.  Hybridation ADN/ADN (souches de référence proche s)

Les résultats présentés en phylogénie, a partiétele de la séquence de la petite sous-
unité de I'ARN ribosomique (rARN16S), montrent dee deux souches les plus proches de
V. pectenicidasont V. splendiduset V. tapetis Pour confirmer que ces deux souches sont
différentes de la nouvelle espece, une hybridal@iN/ADN est réalisée. Les protocoles
suivis ont déja été décrits dans le paragraphe Gsitign en base (GC%) étybridation
ADN/ADN: groupe A365, p.25.

A partir d’ADN extraits et purifiés d¥. splendidugATCC 33125) eV. tapetis(CECT
4600), deux sondes radioactives sont fabriquéetapagthode dite de Nick translation. Une

double hybridation est réalisée enitepecteniciddA365') et les sondes.

Dans les deux cas, le pourcentage de similitudeurdepar hybridation entr&/.
pectenicidaetV. splendidus, V. pectenici@aV. tapetisest inférieur a 5%.
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G. DISCUSSION et CONCLUSION

Les cing souches du groupe A365 possedent toutescdeacteres phénotypiques
suivants: bacille Gram-négatif, anaérobie facultatiydase positif, sensible a I'agent O/129,
NaCl indispensable a la croissance, productionidéa@ partir du glucose en condition
anaérobie; elles possédent toutes un flagelle enéqu position polaire (en milieu liquide)
ainsi que des flagelles latéraux non gainés, deéti@ inférieur au flagelle polaire (milieu
solide). Cette particularité explique vraisemblaidet 'essaimage (swarming) des colonies
sur boite apres 48 heures. Ces caractéres peringtiffilier sans ambiguité les souches du
groupe A365 au genidbrio.

D’autre part, leurs GC% sont compris entre 39 &b 4t sont donc comparables a ceux
observés pour les autres espéces du genre, d8138 ANest et Colwell, 1984).

L’analyse phylogénétique confirme d’ailleurs clament I'appartenance au geifirio.

Les résultats obtenus en hybridation ADN/ADN é&d#int solidement 'homogénéité
du groupe puisque les pourcentages de similitudeteajours supérieurs a 70%. Cependant,
ils indiquent une certaine diversité du groupe.sbache A060 est la plus atypique avec un
pourcentage de similitude Iégerement supérieud. 70

L’homogénéité du groupe est également confirméelgaroximité phénotypique des
cing souches puisqu'elles présentent des résidiatsiques pour 76 tests sur 85 et plus de
90% de similitude en taxonomie numérique.

Il est a noter que, malgré son plus faible tausidelitude par hybridation ADN/ADN,
la souche A060 ne se distingue pas des autresegacasactéres phénotypiques. C'est au
contraire la souche A365 qui apparait la plus é@éggsi I'on prend en compte les tests Biolog.

La capacité a n'utiliser qu’un faible nombre de Sudits carbonés (35% des substrats
testés) différencie nettement les souches du gréd6& des vibrios connus qui en utilisent
pour la plupart plus de 50%. Leur capacité a setiptiekr en présence de bétaine et de
rhamnose apparait également comme une forte garitéu Ces deux substrats pourraient
d’ailleurs étre utilisés dans un milieu sélectitipteur isolement.

le Tableau 8 (p.35) présente les principaux carestqui différencienV. pectenicida
des Vibrio spp phénotypiquement proche¥.(salmonicida, V. hollisae, V. natriegens, V.
logei, V. penaeicida, V. nigripulchrituglo

Le groupe A365 possede I'ensemble des exoenzymsasesemontrant ainsi une forte
potentialité a dégrader les substrats organiques.

La gamme de température qu'il tolere est asseit&tayec un maximum pour la
majorité des souches a 22°C. Curieusement, dewhespoussent jusqu’a 30°C et 1 a 35°C.
Ce caractere est rarement aussi variable.

La tolérance au sel se situe dans les normes kdbiment rencontrées chez les vibrios.

L’essaimage (swarming) des colonies sur milieu gkest d0 a la présence de flagelles
latéraux.
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L’ensemble de ces caracteres, a eux seuls, stffioair en faire une espéce nouvelle.
Cependant I'analyse en taxonomie numérique momiee proximité aved/. logei (90% de
similitude). L’analyse phylogénétique rapproché pectenicidade deux souchesy.
splendidusetV. tapetisainsi que, mais dans une moindre mesure, d’'unpgreamprenany.
nereis, V. orientalis, V. tubiashii, V.furnissii, Nuvialis etV. mediterranei

L’hybridation ADN/ADN avecV. splendidu®t V. tapetisécarte la possibilité d’intégrer
le groupe de cing souches a l'une ou l'autre espéece

Parmi les espéces récemment décrites et qui ne mamtincluses dans l'analyse
phylogénétiquey. penaeicidaV. mytili, etV. ichthyoentherpeuvent étre différenciées de
pectenicida En effet, les résultats d’hybridations ADN/ADNali&ées entre ces trois
nouvelles espéces et la plupart des especes dpeghylogénétiquement proches e
pectenicida (V. tubiashii, V. splendidus, V. orientalis, V. fhalis, V. nereis et V.
mediterranel donnent des valeurs de similitude toujours ieféres a 18% (Ishimaret al,
1995, 1996; Pujaltet al, 1993).

D’autre part, les pourcentages de similarité degsieséces du gene de I'’ADNr entve
pectenicidaet certains des vibrios, qui n'ont pas été indass I'analyse phylogénétiqué,
iliopiscarius, V. scophthalmi, V. salmonicida, Mmitus, V. cholerae, V. fisheri, V. mytili, V.
logei, et V. hollisae confirmentV. pectenicidacomme nouvelle espéce. En effet, les
pourcentages de similarité sont tous inférieurg%,espectivement 92,5 - 95,9 - 89,5 - 93,4
-93,5-94,2-95,9-93,6 et 91,8.

le Tableau 8 (p.35) présente les principaux carestqui différencienV. pectenicida
desVibrio spples plus proches en phylogéné. ¢ubiashii, V. splendidus, V. orientalis, V.
fluvialis, V. nereis, V. mediterranetV. furnissi).

L’ensemble des résultats présentés a donc pernpsogeser la création d’'une nouvelle
espéce incluant les cing souches, A36%96, A060, A601 et A700 et pour laquelle le nom
Vibrio pectenicida(pec.ten.i.ci'da.: dd’ecten nom de genre de la coquille Saint-Jacques;
caedq tuer;pectenicidaqui tue les coquilles Saint-Jacques) a été pgpbaccepté (Lambert
et al, 1997).

(dépodt souche A365CIP105190, souche A496: CIP105229; séquence ENBuche
A365": Y13830).

L'ensemble des caractéristiquesvidgectenicidast repris dans I'Annexe VII.
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Tableau 8. Principaux caracteres discriminatifsrent. pectenicidaet les Vibrio spp proches. (Données: West et Colwell, 1984; Hadal et
1984; Holtet al., 1984; Egidius et al., 1986; Farmer et HiadmBrenner, 1992; Holét al., 1994; Ishumaru et al., 1995; Borrego et 4P96b;
Cerda-cuellar et al., 1997).

©) 1)

@)

@n © (4) (5) (6) @ ®

(o (1) @2 (13 @4

colonies en nappe

+

+

flagelles latéraux

(milieu solide)

hydrolyse delONPG

Indole

Arginine dihydrolase

(+)

Alginase

Utilisation
- D-Glucose
-L-Rhamnose

- Bétaine

Acidification
- Arabinose
- Sucrose
- Sorbitol

GC %

39-41 43-45

45-46

45-46 45-46 49-51 46-47 32-42-46 46-47

42  40-42 46-47 46-47

(0): V. pectenicida (1): V. tubiashii; @)I: V. splendidus [; 2)Il: V. splendidus II; 8): V. orientalis; @): V. fluvialis; (): V. nereis; 6): V.
mediterranei; 7): V. tapetis; 8): V. furnissii; ©): V. natriegens; 10): V. salmonicida; 11): V. logei; (L2): V. penaeicida; 13): V. hollisae; (4):

V. nigripulchritudo.

(): 75 a 89% positifV: 25.1 a 74.9% positifgl: 12 a 89 % positif.
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DEUXIEME PARTIE

MODE D'ACTION
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V. Deuxieme partie : mode d’action

A. Introduction

Les premieres descriptions précises des infectmmwaires de mollusques-bivalves ont
été faites par Elston et Leibovitz (1980b). De®dtibns expérimentales et des observations
en microscopie électronique des larves infectéesielt des informations sur les différentes
voies de pénétration des bactéries pathogenessdtypothéses sur leur mode d’action. De
cette étude, Elston et Leibovitz concluent quelastéries pathogénes (vibrios) de larves
peuvent induire trois pathogénies différentes aquiété exposées dans l'introduction de cette
these. Les bactéries dites invasives s’attacntissus ou proliferent dans le tube digestif,
aux premiers stades de la maladie. L'activité detss est supposée surtout lorsque les larves
sédimentent avant I'attaque des tissus par legogibr

D’autres pathologistes (Brown et Losee, 1978; BrawiRoland, 1984) rapportent que
des toxines sont excrétées dans le milieu de eulfes vibrios. Le surnageant de culture,
méme dilué 1000 fois, peut provoquer des mortalidsires rapides.

La production de toxines par des vibrios pathogégms les larves de bivalves a été
bien étudiée par Nottage et Birbeck (1987a, b efuc)ont partiellement identifié une toxine
ciliostatique. Celle-ci est produite par plusiewwspeces de vibriosy. anguillarum, V.
tubiashii, V. alginolyticugNottageet al, 1989). Dans un travail plus récent Birkbeck an&
(communication personnelle) montrent que des bast@euvent s’attaquer aux hémocytes de
bivalves d’adultes et qu’'une certaine spécificagsanifeste. Les pathogénes d’adultes ou de
larves d’'une espéce de bivalve sont plus actifdesuhémocytes de cette espéce que sur des
hémocytes d’'une autre espéce.

Pour comparer, avec notre modele, les différenéélsogénies proposées par Elston et
Leibovitz (1980b), des techniques similaires d'atiens expérimentales et d’histologie en
MET (Microscopie Electronique a Transmission) diétm@ises en oeuvre.

Des larves d®. maximuont été exposées a différentes soucheg. geectenicidaCes
infections ont été répétées plusieurs fois au cduremps. Puis des observations en METont
éte faites sur des larves Bemaximusdeux jours aprés I'infection expérimentale.

Jusqu’aux travaux de Nottage al. (1989) puis de Lane et Birkbeck (communication
personnelle), les méthodes de recherche de togtaent restées assez globales. Ces travaux
ont guidé notre recherche de toxines chez plusieilmsos. Dans un premier temps des
élevages larvaires axéniques ont été utilisés pester des extraits de bactéries sans
gu’interfere la microflore associée naturellemenix darves. Puis, l'étude des effets
inhibiteurs des bactéries sur des hémocytes aptése mais en améliorant les méthodes de
mesures des effets cytotoxiques des bactériedupifisation de la chimioluminescence.
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B. Caracteres pathogenes

1.  Infections expérimentales

Les cing souches dé. pectenicidgA365', A496, A060, A601, A700) ne forment pas
un groupe parfaitement homogene si I'on prend enpte leurs pourcentages de similitude
par hybridation ADN/ADN ou quelques caracteres sifafation. La question de leur
virulence respective peut alors se poser. De pkrsaines souches ayant été conservées, avant
ce travail, par subculture, la possibilité d’'ungatiation voire d’'une perte de virulence était
réelle.

Avant d’étudier les modes d'action de ce nouvehtiojiil a semblé utile de vérifier la
pathogénicité des cing souchesWeectenicidaur les larves dé. maximus

Des infections expérimentales ont donc été effestuau cours de ce travail et sont
comparées a de précédentes expérimentations ssalie® de temps apres l'isolement des
souches.

a)  Protocole général

Des larves (< 20 jours) d@. maximussont réparties dans des béchers en verre de 2
litres, remplis d'eau de mer filtrée a 1 um et @assux ultraviolets (UV). Chaque bécher
contient de 5 a 12 000 larves, selon les expériatiens. Les élevages sont infectés par les
différentes souches bactériennes & raison debactéries.mtt en général. L'opération est
réalisée en triplicat. Parallelement un bécher téme recoit aucun inoculum. Toutes les 24
heures, les béchers sont vidés un a un sur un thevd um pour évaluer le taux de mortalité
(pourcentage). Les larves qui ne présentent plesiratissu a l'intérieur des valves, des
nécroses ou une absence totale de mouvementsesilisbont considérées comme mortes.
L'eau est renouvelée et les larves sont nourries diélange de micro-alguesdchrysis
affinis galbanaPavlovalutheri, Chaetoceroalcitrans)a raison de 20 cellules/uL/jour pour
chaque espéce. La croissance des larves est gaivimesure de la longueur de la coquille
(axe antéro-postérieur, paralléle a la charnief&ide d’un projecteur de profil (Nikon).

Dans le cas de fortes mortalités (> 50%), les klwant prélevées, broyées, diluées et
étalées sur boite de pétri (milieu de Zobell + addaspect caractéristique des colonies des
souches d¥. pectenicidaen culture sur boite, permet d’observer la préseiecce vibrio dans
les larves moribondes. Un test de fermentation ldaoge (test de Hugh-Leifson, OF basal
medium, Merck) ainsi qu’'une identification sur gaeAPI 20E (API system, Biomérieux
France) des souches isolées confirment leur apy@ante &/. pectenicida
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b) Résultats

Les résultats des mortalités larvaires sont résutaés le Tableau 9, p.39. D’autres
expériences, effectuées précédemment selon uncpletadentique ou proche, y sont
€galement rapportées.

Tableau 9. Résultats des infections expérimentdéss souches de V. pectenici(h365,
A496, A060, A601 et A700) sur les larves de P.mai(NR: souches non recherchée; (oui):
les souches retrouvées fermentent le glucose eéralniase mais different d’au moins 1
caractere sur galerie API 20E).

année age des souche inoculum % mortalité mortalité  souches retrouvées dans les
larves (cell.mL?) (duréey témoin larves
1993  8jours  A365 1.1 100% (6) 18% oui
1993  8jours  A365 1.10 100% (6) 8% oui
1995 10jours  A365 2,2.10 82% (7) 24% (oui)
1995 10jours  A365 2,2. 10 38% (6) 13% (oui)
1996  7jours  A365 1.70 33% (7) 23% ouli
1995  14jours  A496 1.10 63% (7) 34% NR
1995  3jours  A496 1.10 78% (4) 43% NR
1995  18jours  A496 1.10 87% (4) 25% NR
1995 14 jours  A496 1.10 94% (4) 26% NR
1995 10jours  A496 4,5 10 90% (7) 24% (oui)
1996  7jours  A496 1.70 90% (7) 24% oui
1995 10jours  A601 2,2 10 88% (7) 24% (oui)
1996  7jours  AB01 1.70 55% (4) 12% oui
1993  8jours  A060 1.1 75% (4) 8% oui
1995 10jours  AO060 6,1.10 64% (7) 24% (oui)
1996  7jours  A060 1.70 22,5% (7) 23% oui
1995 17jours  A700 1.f0 82% (4) 7% oui
1996  7jours  A700 1.70 64% (4) 12% oui

! Nicolas et al. 1996.
% Ruiz Ponte, 1996.
*: nombre de jours aprés l'ajout du pathogene
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Sur I'ensemble des 18 expériences d’infections ex@htales menées (dont 15 au
cours de cette étude) les différentes souched .dpectenicidaont montré un caractére
pathogéne affirmé. En effet chacune des cingq seuajoeitées a raison de 1*1@llules.m*
entraine des mortalités en 4 a 7 jours de 60 a ¥¥tarves.

Mais ce tableau fait également apparaitre qu’il lyien eu des pertes de virulence au
cours des subcultures. En effet, la souche A365mame virulence tres atténuée (38 et 33%
de mortalité larvaire contre 13 et 23% au témoin)caurs des deux dernieres infections
expérimentales. Cette souche provoquait la mortodees les larves (100%) au cours des
premiers essais. De méme, la souche A060 semble @amlu de sa virulence puisqu’elle
n'entraine plus de mortalité (22,5% contre 23%émudin) au dernier test d’infection. Cette
perte de virulence doit cependant étre confirmée.

De leur c6té, les souches A700 et A496 ont consiewévirulence. Il faut cependant
souligner que la souche A700 a été isolée la dernen 1995, et quelle a été directement
conservée sous forme congelée a -80°C.

2. Recherche de plasmides

Les différentes infections expérimentales présentims le paragraphe précédent ont
montré que certaines souches (A365 et A060) omtupene partie de leur pouvoir pathogene.
La recherche de plasmides, auxquels seraient héswi plusieurs facteurs de virulence,
pourrait apporter une explication au phénomeénergbse

a) Matériel et méthodes

Trois méthodes principales d'extraction d’/ADN plaBques ont été appliquées sur les
cing souches d&. pectenicida(A365, A496, A060, A601, A700) et sur la souche2&3
(Vibrio sp, isolée de larves d€. giga3: la méthode dite miniprep utilisant I'action du
lysozyme et la précipitation au bain-marie a 10Q0¥M2niatiset al.,1986), la seconde dite de
lyse alcaline d'apres Revan et William (1989), mdéhmise au point pour des plasmides de
petites tailles et la troisieme dite de minipregelyalcaline (Maniatiet al. 1986). Le
protocole utilisé pour chacune des trois méthotd@&sit en ANNEXES VI.

Une souche #. coli possédant un plasmide de 4660 paires de baseddipe Blue
Script (Stratagéne), 2960 pb, avec un insert d&0 Job (géne de I'amylase), est utilisée
comme témoin positif. Cette souche a été gracieesefaurnie par J.Y Daniel, Ifremer.

La mise en évidence de I'ADN plasmidique est réalipar électrophorése en gel
d'agarose (agarose 0,8%, bromure d'éthidiumdg.ehL"). Dans chaque puits sont déposés
20 pL de la solution d'ADN et 2uL d'une solutiondHi 25% / 0,1% bleu de bromophénol.

La migration s’effectue pendant 1 h 30 min envisonis 100 a 130 Volts. Un marqueur
de taille (gamme 125/21000 paires de bases) elrégat testé. La lecture du gel se fait sous
ultraviolet.
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b) Résultats, discussion

Les trois méthodes, répétées chacune deux ouftigisont permis la visualisation a
chaque fois, sur gel, d'une bande nette aux ers/iden4500 pb. Cette bande correspond au
plasmide témoin K. coli). Aucune bande n’est apparue pour aucune des astreshes
testées.

Ces résultats, sans I'exclure totalement, n'ontipagé a poursuivre la recherche de
plasmide codant pour des facteurs de virulendautl rappeler que les plasmides ne sont pas
aussi répandus chez les vibrios que chez les datééries telleE. coli. Cependant, des
plasmides ont été trouvés dans des souches desviteil'environnement (Hada et Sizemore,
1984), mais aussi chéz cholerae(Shehabiet al, 1986),V. vulnificus(Davidson et Oliver,
1986),V. salmonicida(Wiik et al, 1989),V. tapetis(Borregoet al., 1996a). Pour ces quatre
especes, la présence de plasmide n'a pas pu é&mé&éeoa lI'expression de facteurs de
virulence. SeuV. anguillarumsemble posséder un plasmide (pJM1) codant podiaaiaur
de virulence (Crosat al, 1977; 1980; Larsen et Olsen, 1991).

La question de la perte de virulence reste donéepsur les souches A365 et A060.
Des pertes de pathogeénicité dues a une ou plusiewtsations spontanées sur des
chromosomes peuvent se produire (Colktsl., 1995) aprés plusieurs subcultures mais ces
phénomenes sont rares.

L’hypothese de plasmides cryptiques, c’'est a ditégrés au génome, parait la plus
vraisemblable. Il 'y a pas eu pour l'instant deherche de plasmides de ce type chez les
vibrio, excepté che¥. cholerag(Kovachet al, 1996).
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3. Conclusion

Ces expérimentations ont permis de confirnvprio pectenicidacomme une espece
pathogéne des larves & maximus La spécificité de ce pathogene pour les larve® de
maximusa été étudiée par Nicolas al. (1996). Ces auteurs montrent en effet, que lahsouc
A365 deV. pectenicidane posséde pas d’activité pathogene, ou de fagsratténuée, sur les
larves d’huitre creusé;. gigas

V. pectenicidas’ajoute aux nombreuses especes de vibrios récetndeéxrites et
souvent étudiées pour leur caractere pathog&he:tapetis pour la palourdeTapes
philippinarum (Borrego et al, 1996b),V. penaeicidapour la crevette japonaideenaeus
japonicus(Ishimaruet al, 1995)V. trachuripourTrachurus japonicuglwamotoet al.,1995),

V. ichthyoenterpour les larves du carrelearalichthys olivaceu@ishimaruet al, 1996).

Toutes les souches dé pectenicidapossédent un fort pouvoir pathogene pour leur
cible: 60 a 100% de mortalité sur les larvedPdenaximusen 4 a 7 jours (avec un inoculum
moyen de 1.10cellules.mLCY). Le temps de latence avant le déclenchement deslités est
plus long que dans le cas d’autres vibrios pathegi@@énéralement les mortalités surviennent
24 a 48 heures aprés la mise en contact du pataoGependant/. pectenicidane peut-étre
considéré comme un opportuniste. L’inoculum comespaux doses habituelles pour des
pathogenes. De plus, en écloserie, l'infection egipasystématiquement en I'absence de
stress.

Certaines souches conservent leur caractere diendges (A496). D’autres le perdent
(A365, A 060) mais seulement aprés quelques anrg@mEs,au moins une vingtaine de
subcultures. Des phénomenes d’atténuation de wmiralen culture sont observés chez de
nombreux micro-organismes pathogenes, comme less,viet ne sont pas reliés
obligatoirement a la perte de plasmides mais ardeables mutations. Il s'agit sans doute du
méme phénomene pour les souche¥ deectenicidaEn effet, aucun plasmide n'a été détecté,
gue les souches soient virulentes ou non.

V. pectenicidgprésente la particularité d’étre difficilement diable dans I'eau avant
gue linfection ne se déclare. Il a principalemeénd isolé a partir des broyats de larves
moribondes. Son incapacité a pousser sur le mil@BS (milieu sélectif des vibrios) ajoutée
a cette particularité en font une espece diffidlecontroler. Elle peut cependant étre
considérée comme endémique de la zone cotiére Buetstgne puisqu’elle apparait de fagon
systématique depuis au moins 1990 dans les élelageages réalisés sans antibiotique.

Des méthodes de détection, en vue d'études épilbgigoes ou dans le cadre d'une
gestion sanitaire plus rigoureuse, pourraientdéxeloppées grace a certaines caractéristiques
de V. pectenicidaD’une part c’est le seul vibrio connu a utilidarbétaine comme seule
source de carbone, et s&lulnatriegengartage avec lui l'utilisation du rhamnose. Unieuil
sélectif minimum pourrait étre fabriqué a partirl’de ou I'autre de ces substrats. L'utilisation
de ce milieu sélectif pourrait étre complété pag intubation en anaérobiose, évitant ainsi le
développement des bactéries non-fermentatives.

D'autre part, l'analyse de la séquence de I'ADNrb@SV. pectenicidaa montré
I'existence d'une insertion spécifique (positio7-1B87). Cette insertion de 20 bases n’a été
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retrouvée que cheZ. metschnikoviet V. costicolaparmi les vibrios mais avec une séquence
différente L'utilisation de cet oligonucléotide, itscomme une des amorces d'une
amplification directe d’ADN total des bactéries ldecolonne d’eau, soit comme sonde pour
effectuer un dot-blot sur des colonies bactériempeds culture sur agar, peut étre envisagée.

La seule réponse actuelle des écloseurs face attaggies bactériennes est I'utilisation
préventive et systématique d’antibiotiques, notamtee chloramphénicol a 8 ppm. Ce
traitement pose le probléme de la sélection dehssupésistantes aux traitements a plus ou
moins breve échéance et, d'autre part, de I'efigtaltelle concentration d’antibiotique sur le
développement larvaire. Enfin, l'interdiction régkentaire de I'utilisation du chloramphénicol
en élevage impose la recherche urgente de nouveldsodes prophylactiques. Une gestion
sanitaire plus stricte pourrait suffire mais eftgplique au préalable la connaissance des voies
d'introduction de cette bactérie dans I'éclosddiee étude épidémiologique devrait donc étre
engagée, aprées vérification de la sensibilité déthades de détection préconisées ci-dessus
(milieu sélectif, sonde). Des tests biologiquescales larves peuvent également étre efficaces
pour révéler la présence de pathogéne dans lessaligs géniteurs ou I'eau d’entrée.
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C. Observations microscopigues

Au cours des différentes infections expérimentaiesées préecédemment avec les souches
deV. pectenicidasur les larves dB. maximusdes observations macro et microscopiques ont éte
réalisées dans le but de décrire les symptémes maladie.

Des observations en microscopie électronique &itmagsion (MEB) de l'ultrastructure des
larves infectées ont également été réalisées patartde mieux cerner les voies de pénétration et
les zones de proliférations des bactéries.

1.  Microscope photonique

Au cours des expeériences d'infections expérimestaienées en 1995 et 1996, décrites au
8§ Infections expérimentales, p.38, des larves po#levees, disposées sur cellule de Malassez et
observées au microscope photonique (X400 & X1000) gétecter les signes d’apparition de la
maladie.

Des différentes observations réalisées au coursirdestions expérimentale€lreur !
Source du renvoi introuvable, pErreur! Signet non défini.; Figure 5 et Figure 6 p.45), il
ressort de facon quasi systématique trois phénosnamecipaux.

- Diminution du nombre de larves nageantes dawcsltanne d’eau; les larves sédimentent.
Les larves qui nagent présentent une structurealerm

- Les larves tombées sur le fond sont toutes aresmet possedent souvent une nage
désordonnée, irréguliere, avec une tendance agoamrond.

- Une observation plus fine de ces larves maladestnm des anomalies du vélum:
nécroses, pertes des cils. La mort de ces larvegstiensuite rapidement (24 a 48 heures).

Figure 4. Larve de P. maximuigée d'une
quinzaine de jours(X 400).
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Figure 5. Larves de P. maximut3 heures  Figure 6. Larves malades de P. maxird&s

apres ajout de la souche A496 de V. heures aprés ajout de la souche A496 de V.
pectenicida (A: larve vide,B: larve morte).  pectenicidaNoter I'aspect anormal du vélum
(X 100). (7). (X400).

2. Microscope électronique a transmission

Les fixations et les coupes des larves en vue diaservation en microscopie électronique
ont été réalisées a I'Université de Bretagne Oatale en collaboration avec Anne Donval. Le
dossier iconographique proposée par Nathalie C4%965) nous a été tres utile dans
l'interprétation des structures microscopiquesldeges. Les fixations et inclusions des larves ont
été réalisées a partir du protocole décrit parniPiE981), présenté en Annexe lll.

Des larves dd?. maximusde 10 jours (protocole au § Infections expérimiestap.38,
expérience de 1995) sont infectées par différesteshes dé/. pectenicidaa raison de 0,5 a
2,2.1d bactéries par mL. A partir du début des mortalisést aprés 48 ou 72 heures, les larves
sont prélevées et fixées. Aprés étre rapidemergéeasau froid pour permettre I'ouverture des
valves, les larves sont déposées dans une soligifiration. Apres une étape de décalcification,
elles sont incluses dans une résine autorisantcdepes fines ultérieures. Les coupes sont
observées au microscope électronique a balayaiyer® grossissements.
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Les bactéries sont bien visibles dans la lumiérgratus digestif des larveBigure 7 et
Figure 8, p.47). Elles ne sont pas trés abondantes malarless ont été prélevées 48 heures au
moins apres l'ajout d&. pectenicida Certaines cellules bactériennes apparaissergdys®is
leur membrane reste presqu’intacte, d’autres ocwrenleur contenu cellulaire. Elles sont soit au
milieu des cils qui tapissent la par&idqure 7), soit dans la lumiére du tractus digestif parmi d
nombreux débrisRigure 8).

Dans les tissusF{gure 9 et Figure 10, p.48; Figure 11, p.49), on peut observer des
bactéries a l'intérieur de vacuoles (phagosomeysasbme). Les cellules qui les contiennent
pourraient étre des hémocytes.

A un stade plus avancé, on peut observer des tieuxultiplication de bactéries dans des
espaces inter-cellulaires prés du véluriggre 12, p.49). La pénétration des bactéries semble se
faire d’'une maniére naturelle , sans perturbati@ma paroi stomacale ni du vélum, aux premiers
stades.
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Figure 7. Observation en microscopie électronig@71000) d’'une coupe de I'estomac d’'une
larve de P. maximus infectée par V. pecteniciddeNa présence de bactéries lyséBk ). (C):
coupes semi-longitudinales de cils.
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Figure 8. Observation en microscopie électronigq@¢(d000) d'une coupe de I'estomac d’'une
larve de P. maximus infectée par V. pecteniciBa. Ipactéries. C): coupes tranversales de cils.
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Figure 9. Observation en microscopie électronig&700) d’'une coupe des cellules bordant la
lumiere de I'estomadH) d'une larve de P. maximus infectée par V. pectdai B) Bactérie
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Figure 10. Observation en microscopie électroni¢xi&0000) d’une coupe des cellules bordant

la lumiere de I'estomads) d’'une larve de P. maximus infectée par V. pectdai B) Bactérie
au contact de la membrane cellulai@\() granules vitellins.

e
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i SR e 7% =
Figure 11. Observation en microscopie éIectroni&&)OO) d’'une coupe de larves de P.
maximus infectée par V. pectenicida. Noter la pnéseale plusieurs bactéries)(plus ou moins
dégradées incluses dans un phagosome ou un lysakomda zone située entre la lumiére de
I'estomac E) et des replis du velunRY).

e s TP ;
Figure 12. Observation en microscopie électroni¢x&700) d’'une coupe de larve de P.
maximus infectée par V. pectenicida. Foyer de piidéition bactérienneR )entrainant des
dégradations cellulairesRV) repli du vélum..
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3. Discussion

Les observations faites au cours de cette étudertamp quelques éléments intéressants sur
la maladie.

Le vélum est attaqué progressivement, entrainamtnage désordonnée des larves et leur
sédimentation au fond des béchers. En effet, toldgsslarves sédimentées présentent des
anomalies du vélum. Néanmoins, cette maladie baoté ne présente pas de caractéristiques
particulieres a ce niveau d’examen. Ces symptomesen effet communément rapportés pour
les infections larvaires, qu’elles soient bactéresiou virales.

En ultrastructure, seules les larves en début estation sont observables. Les larves
moribondes n’ayant plus de structure nette n'org pa étre examinées. La dégradation trop
avancée qui se manifeste par une colonisation itap@r de bactéries n'est dailleurs pas
favorable a la recherche des voies d'attaques lizatés.

L’hypothése d’'une voie d’entrée digestive de pectenicidasemble la plus probable lors
d’'une infection expérimentale. Il a en effet éténtné que la plupart des bactéries sont filtrées et
ingérées (Prieur, 1981). Il s'agit d'un remplissags rapide de I'estomac apres l'introduction
d’'un fort inoculum de bactéries dans I'eau. Dansde présent, des bactéries entiéres sont encore
visibles a I'intérieur de I'estomac mais en petitnbre, 48 heures apres l'infection. Cependant, il
ne semble pas y avoir d’accumulation, ni de mudtgtion de bactéries dans I'estomac. Un
artefact di a la méthode est a écarter puisqueoddbneuses autres particules sont présentent
dans I'estomac.

Le faible nombre de cellules bactériennes retrosid@ms la lumiére du tube digestif peut
s'expliquer par deux phénomenes: cette zone dudiglestif n'est probablement qu’un lieu de
transit pour ces bactéries, mais aussi qu’elles sEmsibles aux enzymes digestives et notamment
au lysozyme. Cette enzyme est en effet décelal#e t&s larves des la premiere semaine. La
sensibilité de souches dk pectenicideau lysozyme d®. maximusa été préalablement montrée
par Corre (1992). Cette sensibilité est accrue ldnapide (4,8), qui correspond a celui de
I'intestin, et réduite en pH neutre (6,6), corraggent a celui de I'hnémolymphe. Paradoxalement,
Prieur (1981) indique que les vibrios sont les miadaptés pour se maintenir voire se multiplier
dans le tube digestif.

L'absence de concentration cellulaire importantesda tube digestif implique la mise en
jeu parV. pectenicidade mécanismes élaborés pour pénétrer les tisasscd&lules bactériennes
ont été observées a l'intérieur de cellules phaga®s en petit nombre. A un stade plus avance,
elles se retrouvent en plus grand nombre dansspeges formés par la dégradation de cellules
proximales ou par espacement des couches celkilaire

Au cours des premiers stades de la maladie, I'alesele Iésions visibles des cellules
infectées par des bactéries pourrait s’expliquerup@ translocation: les bactéries pénétreraient
soit a partir du tractus digestif soit a partir witlum. Ceci suppose d’abord que ces bactéries
puissent résister en partie aux enzymes digestitsattacher sur le vélum.

La translocation a été largement étudiée chez Hmamelles. Quelques cellules
bactériennes suffisent pour passer la paroi im&&ti Elles possédent des récepteurs qui leur
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permettent de s’attacher sur les cellules integttna@ui les absorbent par pinocytose. Les
cytotoxines des salmonelles en dérégulant lesleslipithéliales protegent les bactéries contre la
digestion intracellulaire (D’Aoust, 1991).

De son c6té Henry (1987), a observé des bacténigyres a l'intérieur des cellules de la
glande digestive de la palourdeuditapes decussafuse qui pourrait étre une voie naturelle de
pénétration dans les cellules.

Des mécanismes similaires pourraient exister poupectenicidamais nous n’avons pas
observé son passage a travers la premiere coucloelldées, ni son adhésion externe. Cette
hypothése tres vraisemblable demanderait a étrérmée par I'observation d’'un plus grand
nombre de coupes. La pénétration par le vélum semiolins probable puisque les cellules du
vélum ne peuvent phagocyter des particules owales pénétrer par pinocytose.

Nicolaset al (1996) ont montré une spécificité partielleMdgectenicidgour les larves de
P. maximusEn effet, ce vibrio entraine des mortalités gaibles sur les larves de. gigasque
de P. maximus Cette spécificité de la relation hote-pathogeparmit se manifester des la
premiére étape de pénétration des bactéries. laetéag non pathogéne de certains vibrios peut
s'expliquer soit par une incapacité a survivre dartsactus digestif, en raison d’'un milieu non
favorable ou d’'une trop grande sensibilité & desefas de défense comme le lysozyme, soit a
I'absence de facteurs d’attachement, empéchant@mdixation sur les cellules du vélum ou du
tractus digestif. Ces facteurs d’attachement (pilisnt pas été observés d’une facon claire\sur
pectenicida Cependant, les nombreux flagelles latéraux oBsepourraient tenir ce réle. Ainsi,
Chart (1983) affirmegue les flagelles additionnels observés chez oedasouches virulentes de
V. anguillarum pourraient étre impliqués dans des phénomenes himiotactisme ou de
pénétration cellulaire.

La perte des facteurs d’attachement peut entraimnerperte de virulence. C’est le cas de
certaines entérobactéries comme par exemple ldned(88 deE. coli, chez le porcelet (Hacker,
1992). L'ensemble des souches Ye pectenicidane présentant pas la méme virulence, ce
phénomeéne pourrait peut-étre s’expliquer par dedifinations au niveau de ces adhésines.

Certaines especes débrio, pathogénes de mammiféres, agissent par lintaaméd
d’entérotoxines entrainant des diarrhées imporsan@est le cas par exemple d€.
parahaemolyticugNishibuchiet al., 1992). Ces entérotoxines provoquent des dommages a
cellules des tissus digestifs. Les infections lmeg par V. pectenicidane peuvent étre
rapprochées de ce type d'infection. En effet, claelarve aucune cellule contractée ou ayant
perdu une partie de son cytosol n'a été observée.

En conclusion, les observations réalisées au coersette étude montrent I'absence de
symptdmes spécifiques de la maladie provoquéd/ppectenicidasur les larves dB. maximus
Elles mettent en évidence l'absence de proliférabiactérienne dans le tractus digestif mais
montrent la présence de bactéries a lintérieurtidssis de la larves. L'absence d'altération
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apparentes des cellules de ces tissus peut s'egpli@r une translocation du pathogéne a partir
du vélum ou plus vraisemblablement a partir dut@iadigestif. Cette translocation implique une
fixation de la bactérie et donc lintervention deectéurs d'attachement qui pourrait étre les
nombreux flagelles latéraux observés chézpectenicida Les bactéries pourraient alors se
multiplier & partir de quelques foyers, sans deytes avoir neutralisé les cellules digestives ou
les hémocytes qui les ont phagocytées.
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D. Recherche de facteurs de virulence

1.  Infections expérimentales d'élevages axéniques

L’élevage larvaire de bivalves réalisé dans unremviement totalement axénique (absence
totale de bactérie) a été la premiere techniquiségiau laboratoire pour rechercher d'éventuelles
fraction toxiques actives chez les vibrios pathegeh'élevage axénique est un outil peu utilisé
parce qu’il nécessite une technicité rigoureuseurtdat, il permet de démontrer des effets
bénéfiques ou néfastes de bactéries ou de fradviacigriennes sans qu'interfere la microflore
naturellement associée aux larves, a I'eau ou lwes. Quelques essais ont été réalisés avec des
larves deP. maximus

a) Matériel et méthodes

Elevages axéniques

Un lot de P. maximusadultes est préalablement conditionné au sein é&woserie
d’Argenton (Bretagne) pour assurer une maturat@recte des gonades. L'émission des gametes
est obtenue par chocs thermiques. Les gametes etdlemelles sont récupérés séparément dans
des béchers remplis d'environ un litre d'eau de stérile. La fécondation est réalisée en
mélangeant les gametes dans un rapport d’envirfnsfp@rmatozoides pour un ovocyte. (René
Robert, communication personnelle) L’émission désbyles polaires, au bout de 30 min
environ, confirme la fécondation. Les oeufs fécangént versés sur un tamis stérile de 45 pum
pour éliminer les grosses particules et sont ré@spgur un tamis stérile de 20 um. Un double
rincage des oeufs a I'eau de mer stérile, en éuitas mise a sec compléte, permet de réduire au
maximum la charge bactérienne. Les oeufs sont dlsposés dans un bécher d'eau de mer stérile
et leur concentration est évaluée. lls sont enségartis a raison de 50 & 100 oeufs maximum par
mL dans des ballons de 1 200 a 1 300 mL d'eau dest@dle. Au préalable un cocktail de cing
antibiotiques (kanamycine: 10 ppm, oxolinate deiwod 10 ppm, érythromycine: 10 ppm,
streptomycine: 40 ppm, pénicilline: 80 ppm) a ésSalus dans I'eau de ces ballons.

Les oeufs sont maintenus dans ces conditions a p8~Adant trois jours pour éliminer la
totalité des bactéries. Aprés cette période, ldes ballons est renouvelée pour éliminer les
antibiotiques. Un renouvellement de I'eau est s@atoutes les 24 heures. L'axénie est contrblée
régulierement en inoculant une goutte de chaque dalms 5 mL de milieu de culture (Zobell).
L’absence de trouble au bout de 48 heures a tetopérambiante confirme I'axénie. Les larves
sont nourries avec des algues axéniquesclirysis affinis galbanaPavlova lutheri, 30
cell./uL/jour de chaque espéce).
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Bactéries et fractions bactériennes

Au cours d'une premiére expérience quatre soucha&s gdectenicidasont testées (A365,
A060, A601 et A496) ainsi qu’une souche dinib sp.(V117), isolée de larves d’huitre plate
(O. edulis.

Les larves d®. maximusélevées de fagon axenique en ballon de deus,lisent réparties
dans des tubes de 15 mL d’eau de mer stérile @nrdis 7 & 10 larves.riL(soit 100 & 150 larves
par tube). Un contrdle d’axénie est réalisé au démal'expérience. Les larves sont nourries au
début de l'expérience a l'aide d'algues axénigues.infections expérimentales sont toutes
réalisées sur quatre tubes (tetrapliquat).

Cinqg séries d'infections sont réalisées sur leetaaxéniques:
- témoin: 0,1 mL d'un milieu de Zobell stérile dilau 1/108™ ajouté dans quatre tubes.

- bactéries entiéres vivantes: 0,1 mL d'une culdee0 heures sur milieu Zobell diluée au
1/100 éme, de chacune des cing souches choisies.

- surnageant de culture: 0,1 mL du surnageant Wereufiltré a 0,2um, apres centrifugation
(5 min, 10 000 rpm) des milieux de cultures deg souches.

- surnageant de culture chauffé: surnageant chauff®°C pendant 10 min.

- bactéries lysées: le culot bactérien obtenu agasifugation est resuspendu dans de I'eau de
mer stérile et passé aux ultrasons (3 X 1 min gamse maximale, sonicateur Vibracell 72408,
400W, sonde réf. M72435 Bioblock Scientific), touwjs pour les cing souches. La solution est
filtrée sur membrane 0,2 um pour éliminer les badénon lysées et stériliser le lysat. 0,1 mL
du lysat filtré de chaque souche est utilisé cormoeulum.

- bactéries lysées chauffées: 0,1 mL du filtrati ide I'expérimentation précédente, chauffé a
100°C pendant 10 min.

Une observation est réalisée 96 heures apres fiaddies différentes solutions. Tous les
tubes qui présentent un trouble, exceptés ceuxtédepar des bactéries vivantes, sont considérés
comme contaminés et éliminés de I'analyse.

Un échantillon (100 pL) de I'eau des tubes infegi@isdes bactéries vivantes, est prélevé et
étalé sur boite (milieu de Zobell). Un controleuak (aspect des colonies, souche pure) ainsi
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gu'un test de fermentation du glucose (test de Hetgbheifson) sont réalisés pour confirmer la
présence des bactéries ajoutées, aprés 96 heures.

L'effet des différents ajouts sur les larves estlé® par deux méthodes: l'observation a
l'oeil nu de la colonne d'eau de chaque tube pedaehoter la présence ou non de larves
nageantes (donc a priori en bon état physiologigu&ur quantité relative par rapport aux tubes
témoins. Un indice est choisi pour caractériseieqatésence. Il va de 0 a 4: I'indice 0 est at&ibu
en l'absence totale de larves nageantes, I'indpeu le tube dont le nombre de larves nageantes
est le plus élevé. Les autres valeurs représetésngstimations intermédiaires.

Le pourcentage final de larves mortes est calcptésaobservation au projecteur de profil
(Nikon), d’'un prélévement d’'une cinquantaine deéat

Au cours d'une deuxieme expérience, le méme pristasi repris, auquel s’'ajoutent deux
nouvelles séries.

Les cing souches, aprées 48 heures de croissamdien liquide (Zobell) sont centrifugées
et remises en suspension dans 10 mL d’eau de érde 0,5 a 4.19cellules.mL?). Les cellules
bactériennes sont alors lysées par traitement #uxsons (3 X 1 min, puissance maximale,
sonicateur Vibracell 72408, 400W, sonde réf.M72B83block Scientific). Les membranes sont
séparées du cytoplasme au cours de 30 minutesdartrifugation a 100 000 g) et remises en
suspension dans 10 mL d’eau de mer stérile.

Les deux nouvelles séries seront infectées respentint par 100 pL de fraction
cytoplasmique (surnageant aprées ultracentrifuggtt®0 pL de fraction membranaire.

b) Résultats

Le nombre de bactéries ajoutées en celluled.rfidomptage en épifluorescence) dans
chaque tube et dans les deux expériences est t&pfars le Tableau 10 (p.55). Il montre une
homogénéité relative des quantités ajoutées, awac |p premiére expérience de 0,5 & 3.10
cellules par mL. La seconde expérience voit la dasgrue d’'un facteur 10, avec une dose
moyenne de 1,76.f0cellules par mL contre une moyenne de 1,48.46ur la premiére
expérience. La encore, les doses pour les diffésestiuches restent assez homogenes avec 1,1 a
2,5.10 cellules bactériennes par mL.

Tableau 10. Valeurs en cellules.thtles quantités bactériennes utilisées pour l'infecties
deux expériences d’élevages axéniques.

Souches témoin A365 A496 A060 A601 V117
(cell.mL?) (cell.mL?) (cell.mL?) (cell.mL®) (cell.mL?

Expérience 1 0 0,8. 10 1,8.1G 0,5.10 1,3.16 3,0.10

Expérience 2 0 1,5.1d 2,1.1d 2,5.1¢ 1,1.1d 1,6.1d
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Les résultats concernant I'indice de répartition @eves dans la colonne d’eau et les taux
de mortalité des larves sont donnés a partir dledabll et jusqu'au Tableau 15, p.56 a 58, pour
les deux expériences et par type d'inoculum. Lesltéts concernant 'effet des surnageants de
culture, chauffés ou non, ne sont pas présentis&des contaminations accidentelles.

Tableau 11. Elevage axénique:+ bactéries entiénemntes. Résultats a t = 96 heures

témoin A365 A496 A060 A601 V117

indice mort. indice mort. indice mort. indice mort. indice mort. indice mort.

exp.1 4 0% 1 68% 1 97% 1 94% 0 98% 3 -

exp.2 2 362% 1 88% 0 90,6% 1 538% O 742% 1 44,5%

Au cours de la premiere expérience, toutes leshesudeV. pectenicidaestées (A365,
A496, AO60 et A601) entrainent, au bout de 96 reuwfes taux de mortalité larvaire importants,
de 68 a 98% (Tableau 11). Le témoin ne présentenaumortalité. Les indices de répartition des
larves dans la colonne d’eau confirment ces donag¢es quasiment aucune larve nageante pour
les tubes infectés par les souchesMWepectinicida(indice 0 ou 1 = peu ou pas de larves
nageantes) et un indice élevé dans les tubes ténooirinfectés par la souche V117, isolée de
larves dO. edulis

L'expérience n°2 laisse apparaitre des résultais/@lgnts pour les bactéries vivantes des
souches d&. pectenicidagvec des taux de mortalités de 54 a 91% (TablgéauCependant, un
taux de mortalité anormalement élevé est obsems s témoins (36%) et pourrait étre du a un
début de contamination.

Tableau 12. + bactéries lysées. Résultats a t hé@dres.

témoin A365 A496 A060 A601 V117

indice mort. indice mort. indice mort. indice mort. indice mort. indice mort.

exp.1 4 0% 2 100% 0 99% 1 79% 1 97% 3 -

exp.2 2 362% 4 0% 3 15% 3 12% 3 10% 3 35%

La premiere experience montre des taux de mortiiéire tres élevés dans les tubes
infectés par les lysats bactériens des souch&s gectenicidgTableau 12). Ces taux semblent
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méme légérement supérieurs a ceux observés prégteravec les bactéries entieres vivantes:
79 a 100% (Tableau 12) pour les lysats contre 88% (Tableau 11) pour les bactéries entieres.
Le lysat de la souche V117 n’entraine que de faiblertalités avec un indice de répatrtition des
larves de 3 (nombreuses larves nageantes) conge 10 pour les lysats des souches\de
pectenicidaet 4 pour les témoins.

La seconde expérience présente des résultats iffésents de ceux de la premiere. Il
apparait que, dans ce cas, les lysats bactérisrsodehese V. pectenicida’ont pas entrainé de
mortalités différentes des témoins ou des tubexié$ par la souche V117.

Tableau 13. + bactéries lysées chauffées (100°C@nitf). Résultats a t = 96 heures.

témoin A365 A496 A060 A601 V117

indice mort. indice mort. indice mort. indice mort. indice mort. indice mort.

exp.1 4 0% 2 29% 2 49% 2 55% 2 53%C 2 36%
exp.2 2 36,2% 4 0% 4 0 4 0 4 10% 4 0%

Les lysats bactériens chauffés de I'expérience iBduisent que des taux faibles de
mortalités larvaires, de 4 a 10% (Tableau 13). &artre, I'expérience n°l1 montre que le
traitement par la chaleur de lysats bactériensetreiitl pas toutes leurs capacités pathogenes avec
des taux de mortalités de 29 a 55% (Tableau 13).

Tableau 14. + membrane bactérienne (NT: non té®ésultats a t = 96 heures.

temoin A365 A496 A060 A601 V117

indice mort. indice mort. indice mort. indice mort. indice mort. indice mort.

exp.1 4 0% 2 17% NT NT NT NT NT NT NT NT
exp.2 2 36,2% 4 0% 4 0 4 0% 4 0% 4 0%

L'injection de la fraction membranaire des bactdans I'expérience n°2 n'entraine pas de
mortalités sur les larves (Tableau 14).

Pour I'expérience n°1, seule la fraction membrandé la souche A365 dé pectenicida
ete testé. Elle provoque 17% de mortalité larvéirableau 13) contre 68% pour la bactérie
vivante (Tableau 11), 100% pour le lysat (Table@) ét prés de 30% pour le lysat chauffé
(Tableau 13).
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Tableau 15. + cytoplasme bactérien (NT: non tefR€pultats a t = 96 heures.

témoin A365 A496 A060 A601 V117

indice mort. indice mort. indice mort. indice mort. indice mort. indice mort.

exp.1 4 0% 0 100%  NT NT NT NT NT NT NT NT

exp.2 4 0% 4 9,1% 4 0% 4 0% 4 4% 4 0%

L’addition de cytoplasme bactérien aux larves dexgérience n°2 n’entraine pas de
mortalités notables (Tableau 15). Par contre, awscde I'expérience n°l, I'extrait cytoplasmique
de la souche A365 d¥.pectenicidaentraine 100% de mortalité des larves contre 0% au
témoins.

C) Discussion

Les élevages axéniques restent une méthode délicateettre en oeuvre. Le taux
d’ axénisation est faible en utilisant les antiilgjoes comme moyen de décontamination,
notamment parce que quelques bactéries multi-aétest peuvent échapper a l'action des
antibiotiques. L'addition des surnageants a dileévguelques contaminants des larves qui se
sont développés sur ce substrat. Ceux-ci ne sena@arus pas au controle des larves infectées
avec les souches vivantes.

Les résultats obtenus en infectant des larves guésidd?. maximugar des souches de
pectenicidaconfirment leur caractére pathogene, avec desalitégt de 54 a 98% en 96 heures.
D’autre part, la souche V11¥iprio sp) isolée de larves @. edulisinduit des mortalités plus
faibles que les souches We pectenicidapour I'expérience n°1, la quasi totalité des émrwmage
dans la colonne d’eau (indice 3) alors que poutewies souches dé pectenicidal'indice est
de 0 ou 1. Dans l'expérience n°2, la mortalité @n&e par la souche V117 atteint 44,5% pour
une moyenne supérieure a 76% pour les souch¥s piectenicidaCes résultats s’ajoutent a ceux
de Nicolaset al. (1996) qui démontrent que les souche¥ dpectenicidar’entrainent pas ou peu
de mortalité sur les larves de gigas Ces deux expériences confirment la spécificitée-hd
pathogéne, bien que les conditions soient icidefavorables aux larves (non-renouvellement du
milieu).

Dans l'expérience n°l les bactéries lysées deshssudeV. pectenicidaentrainent des
mortalités comparables (ou supérieures) a cellssrabes avec les bactéries vivantes (79 a 100%
de mortalité en 96 heures contre 68 a 98%). Larende lysat de la souche V117 est moins
efficace. Le lysat bactérien contiendrait des foexst actives capables d’entrainer de fortes
mortalités larvaires. Les mortalités observées d@sdactéries lysées et chauffées (29 a 55%)
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montrent que ces fractions actives résistent etieparla chaleur. Enfin, le fractionnement du
lysat bactérien (réalisé uniquement pour la so4@85 deV. pectenicidpindique que la fraction
cytoplasmique contient I'essentiel de I'activit&itpie et non la fraction membranaire.

Cependant, I'expérience n°2 ne confirme pas cesiipres données, avec des mortalités
faibles, voire nulles, quel que soit le traitemappliqué, excepté avec les souches vivantes. Dans
le cas deV. pectenicidail est probable que les différences observée® deixpérience n°1 et
'expérience n°2 soient dues au facteur état deses$, puisqu’il est le seul élément
objectivement différent. Plusieurs raisons peueapliquer des différences de comportement des
larves, entre autres, la qualité des pontes, Istadége des larves au stress, la qualité de la
nourriture (algues axéniques).

En tenant compte des probléemes de contaminatio@rents a la technique, et de la
lourdeur de la méthode, les résultats obtenus gfdposent une ouverture intéressante, restent
décevants par leur variabilité. Cette variabiliggvirulence des souches bactériennes a déja posé
des problemes d’analyse dans la recherche d’ureitdctoxique chezV. anguillarum par
exemple: si Umbreit et Tripp (1975) montrent unévéé toxique d’extrait dév/. anguillarum
(activité létale sur de jeunes poissons rojgdarbellet al (1979) sont incapables de répéter
I'expérience sur un autre modele (sauroohg.

De précédentes expériences d’élevages axéniquegsnan laboratoire (J.L. Nicolas,
communication personnelle), ont donné deux fois tsois des résultats identiques a ceux
observés au cours de l'expérience n°l et notamrdest mortalités larvaires importantes
entrainées par I'addition de lysats bactériensadeouche A365 d&. pectenicida Dans ces
expériences, les surnageants de culture chaufféaoauétaient moins actifs que les lysats
bactériens. Ces données manquantes dans nos expérieonfirment l'intérét d’étudier
préférentiellement les toxines internes.

Le terme toxines internes désignera les toxinegdis au moment de la lyse cellulaire et
s'oppose aux exotoxines naturellement excrétéeslgsmmbactéries. Ces toxines internes ne
doivent pas étre confondues avec les endotoxinésseuapportent a l'activité toxique des
lipopolysaccharides (LPS) de la membrane des hest&ram négatif.
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2. Activité sur les hémocytes

a) Introduction

Chez les bivalves, les hémocytes sont les prenaffesteurs cellulaires de la réponse
immunitaire (Torreilleset al, 1996). L'étude de l'action de certains vibriashpgenes sur les
hémocytes de bivalves a été initiée par Birkbeckagte (communication personnelle). Par une
observation de l'arrondissement d'hémocytes miscemact avec des vibrios pathogenes, ces
auteurs ont montré l'activité toxique de ces bageét 'objectif du travail qui suit est d'améliorer
cette technique par l'utilisation de la chimiolussnence en I'appliquant au modele étudié.

Le systeme immunitaire des mollusques possédertydarité d’étre non-spécifique et de
ne pas développer de systtme de mémorisation (&etiven der Knaap, 1986). En ce sens, il est
plus exact de parler de défense interne que d'inbduans ce systtme de défense, les
hémocytes, qui sont des phagocytes se déplacaatnidnt dans le systeme circulatoire, peuvent
étre considérés comme un élément fondamental (Wa@etChu, 1995). Au moment ou la
membrane de ces cellules spécialisées est stirpaléan contact avec une particule étrangere
(parasites, bactéries...) les hémocytes initienhananisme de phagocytose qui s'accompagne du
déclenchement d’'une chaine métabolique particylierehoc respiratoire ou CR (en anglais,
respiratory burst ou RB). La chaine du CR conduii@parition de composés cytotoxiques sous
forme de radicaux libres oxygene (RLO): radical roygle ‘OH, péroxyde d’hydrogéene /B,
oxygéne singuletO, et anion superoxyde ;O Ces molécules hautement réactives et instables
sont microbicides et participent a la destructi@s &léments étrangers. En passant de I'état
excité, ou elles se trouvent, a un état fondameeligls liberent un photon. C’est le phénomeéene
de chimioluminescence (CL). Les RLO sont égalencaptibles d’oxyder une molécule ajoutée,
tel le luminol ou la luciférine, qui alors émet delsotons. Ce systeme permet d’augmenter la
guantité de photons émis jusgu’a un niveau détkctgar un compteur a scintillations
(Wishkovsky, 1988). La mesure des photons émisitrggdiantitativement I'activité phagocytaire,
donc de défense, des hémocytes. Cependant, certaimsites ont la capacité d’'inhiber le choc
respiratoire sans pour autant réduire la phagoeyics Gallet al.,, 1991).

La mesure de la chimioluminescence a surtout éliééat pour étudier le phénomeéne de
phagocytose, I'effet de contaminants sur la capatgt défense des animaux (Pipe et Coles 1995;
Bachereet al, 1991 (b); Larsoret al, 1989), les interactions hétes/parasites (Andeegoal.,
1992; Le Gallet al, 1991). Différents auteurs ont étudié les interactions esrtactéries et
hémocytes de bivalves (Rodrick et Ulrich 1984; Bgé et Birkbeck, 1990; Alvarett al, 1995)
mais sans les quantifier par la mesure de I'aéti€it.

Dans le cadre de cette étude, une premiere pargeceonsacrée a la mise au point du test
CL, tandis qu'une seconde montrera, par l'interraiéelide ce test, I'effet de certaines souches
bactériennes sur les hémocytes de bivalves. Hefiest CL sera utilisé pour tenter de confirmer
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I'hypothése de I'existence de toxines internesgeneis avant par les résultats obtenus en élevages
axéniques.

Les expériences de chimioluminescence rapportées dette deuxieme partie ont fait
I'objet d'une publication (Lambert et Nicolas, 197

b)  Standardisation du test de chimioluminescence (CL)

D) Principe

Le test de chimioluminescence (CL) est basé swafmcité des hémocytes Ge gigas
(Bachereet al., 1991a) et dd°>. maximus(Le Gall et al, 1991) & déclencher, au cours de la
phagocytose de particules étrangeres, la chairedboli&ue du choc respiratoire.

Au cours du test, des bactéries sont mises en m@ésd&’hémocytes, prélevés sur des
animaux adultes. Apres contact, la phagocytosehdesocytes est activée artificiellement par
ajout de particules de zymosan (polysaccharides bramires extraits dé&accharomyces
cerevisiae Sigma). L’augmentation de I'activité CL des héytes préalablement mis en contact
avec des bactéries et obtenue grace au zymosawcpmegiarée a celle d’hémocytes témoins
n'‘ayant pas été en contact avec des bactéries.

(2) Expérimentations préalables
Un certain nombre d’expérimentations préalablesstdinécessaires a la standardisation du
test de chimioluminescence. Elles portent prineipent sur six points:

- Homogénéisation de I'inoculum (bactérie ou zynmysaffet Vortex.
- Réponse hémocytaire en fonction de la température

- Détermination rapide de la concentration baatéée

- Réponse hémocytaire en fonction de la conceatrdtactérienne.

- Synthese directe de RLO par les bactéries.

- Choix de I'ordre d’addition bactérie-zymosan.

(@) Effet vortex

La mesure de I'activité CL se fait dans des tubssigtillation en plastique. Les hémocytes
y sont disposés en solution dans un meélange eanedestérile (EMS), luminol et solution anti
agrégeante. Cette derniére permet d’éviter la foomal’agrégats hémocytaires trop importants.
Une fois les hémocytes disposés dans un tubeut'aje particules de zymosan ou de bactéries
pose le probleme de 'lhomogénéisation du mélangst ldonc nécessaire d’évaluer la sensibilité
d’'une forte agitation, tel un passage au vortex|'aativité CL des hémocytes.

Pour cela l'activité CL de fOhémocytes deP. maximusest déclenchée par ajout de
particules de zymosan (5 pL, 80 particules par legted. Deux séries de tubes sont suivis en
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parallele: pour la premiere série, le zymosan jestté par pipetage. Les tubes de la seconde série
aprés ajout du zymosan, sont passés 5 secondestex. Wne fois I'activité CL déclenchée, pour
cette seconde série, un nouveau passage de 5 es@ndortex est réalise.

Les résultats sont présentés dans la Figure 13, p.6

1000000
activité
CL (CPM) .
600000 | —B— activité de base
—&— + zyvmosan
400000 24— + zymosan, Vortex
200000 | A

A
”’l*l—‘ﬁiil‘—l—I—l—‘lII—I‘—l—lI—‘I—l
0 100 200 300 400 500 600

durée (min)

Figure 13. Effet Vortex. Expérience réalisée sud DD0 hémocytes de P. maximagput de
zymosan at = 0. Série 1: sans vortex; Série 2cdveecondes de vortex;)( deuxieme passage
de 5 secondes de vortex sur la série 2.

Les hémocytes de la série 1 montrent un accroisserapide de I'activité CL aprés ajout
du zymosan (+ 400 000 cpm au cours du premienvalierde mesure). Parallelement, la série 2
qui a subi un passage au vortex, présente une aggtoa plus lente, avec un décalage de prés
de 30 minutes sur la série 1. Un second passageodex au moment de l'augmentation
maximale de l'activité CL () provoque un arrét presque total de cette actikgéniveau initial
est retrouvé au bout de 40 a 50 min. Les mesutesiods aprés chaque passage au vortex par les
séries 1 et 2 sont significativement différenteSIQVA, n=4,a=0,05)

Il apparait donc que le passage au vortex des tdrgsnant les hémocytes, en vue d’'une
homogénéisation du mélange, provoque un arrét Ibdetd’'activité CL, qui se traduit par un
retard sensible pour atteindre le niveau des hémeayn passés au vortex. En effet, pour étre
actifs (phagocytose), les hémocytes doivent se Bxe les surfaces du tube (développement de
pseudopodes et filopodes...). Un passage au viéetexemet en suspension, d’ou l'arrét de
I'activité phagocytaire. Si le niveau final des deséries est comparable, le vortex n’entrainant
gu’'un phénomene de retard, il parait évident qaridvoque un stress fort pour les cellules qu'il
est préférable d’éviter. Les additions et les ngdarde bactéries, extraits bactériens ou zymosan,
seront donc réalisés sous volume unique et idempguir tous les tubes, par pipetage.
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(b) Réponse des hémocytes en fonction de la
température

Wishkovski en 1988 insiste sur I'importance du éact température dans le suivi de
l'activité CL. Des hémocytes dB. maximuset C. gigasont donc été soumis a différentes
températures (17 et 26°C) et leur activité¢ CL, sbefet de particules de zymosan, a été
enregistrée. Les résultats sont présentés dangueeR.4 p.63 et la Figure 15, p.64.

700000 7 Pecten maximus

600000 T
17°C T

500000 7

400000 - .

activité CL (cpm)

300000 T -
200000 7 {

100000 ¥/§\f\{

0 T T T T T
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durée (min)

¢ 17C 26T

Figure 14. Variations de l'activité CL d’hémocytde P. maximusctivés par le zymosan en
fonction de la température (x erreur standard).
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Figure 15. Variations de I'activité CL d’hémocyts C. gigasactivés par le zymosan en
fonction de la température (xerreur standard).

Si les hémocytes dé. gigassemblent assez peu sensibles au décalage de &tonpgceux
de P. maximussubissent une baisse d’activité CL de I'ordre 8& 7our une augmentation de
température de 17 a 26°C. Ces experiences n'orpgasbut de définir la température optimale
d’'activitt CL des hémocytes des deux espéces. Hbiesnettent cependant d'affirmer
limportance de fixer une température expérimen@dsms une gamme étroite, pour permettre des
comparaisons valables. Pour les expérimentatioi@siedres, les températures sont fixées, en
tenant compte des impératifs techniques, a 18/pOUCP. maximuset 20/22°C pou€. gigas

En parallele, il est intéressant de noter que ihoptn de croissance larvaire poBr
maximusest de 15/18°C alors qu’il est compris entre 2808C pour I'huitre creuse (Het al,
1989).
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(©) Corrélation D.O. 540 ,n, densité bactérienne

Pour standardiser le test de chimioluminescenestihécessaire d’avoir une mesure rapide
et fiable de la concentration bactérienne en vud'atlition a la solution d'hémocytes d’'un
nombre précis de bactéries. Pour cela, une cdogéldirecte est établie entre un comptage en
épifluorescence (nombre de bactéries totales)@t@a a 54Q,, de la suspension bactérienne.

Chacune des douze souches utilisées pour le test Glésentées dans le Tableau 16 p.65,
est cultivée en milieu de Zobell 2216E liquide (@ppeimer et Zobell, 1952), tube de 5 mL, a
18°C, sans agitation pendant 48 heures. Les cellldactériennes sont récupérées par
centrifugation (5000 g, 10 min), lavées deux fasside I'eau de mer stérile (EMS) et mises en
suspension dans 'EMS. La Dgnm de la solution ainsi obtenue est mesurée paratadede
plaques de micro-titration (400 pL par puits) aimsie les dilutions 1§ 10? et 10°. Un
comptage en épifluorescence est également réalisées quatre solutions. Les quatre points
ainsi obtenus permettent de tracer une droite gi@ssion pour chacune des souches et d'établir
une relation D.Q4onm/ Nombre bact. par mL dans la gamme étudiée. élasions linéaires qui
lient la D.Os4onmet la concentration bactérienne sont donnéesldarableau 17, p.66. Elles sont
calculées pour les douze souches du Tableau 1&ida tles droites de régression présentées en
Annexe IV.

Tableau 16. Caractéristiques des douze souchaséas pour le test CIP(nt P. maximus Oe
O. edulis Cg C. gigas F: France).

souches genre (espece) isolée de  note pathogéne de origine
(année) (infection
expéerimentale)

A365 V. pectenicida Pm (1991) forte Pm Argenton (F)
mortalité

A496 V. pectenicida Pm (1992) Pm Argenton (F)

A060 V. pectenicida Pm (1990) forte Pm Argenton (F)
mortalité

A601 V. pectenicida Pm (1993) forte Pm Argenton (F)
mortalité

A700 V. pectenicida Pm (1995) forte Pm Argenton (F)
mortalité

Ul Pseudoalteromonas Pm (1988)  élevage sain Argenton (F)
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souches genre (espece) isolée de  note pathogéne de origine
(année) (infection
expérimentale)
T413 Pseudoalteromonas Pm (1991) élevage sain Argenton (F)
V110 Vibrio Oe (1990) forte Cg Ecloserie du
mortalité Vivier (F)
V117 Vibrio Oe (1990) forte Ecloserie du
mortalité Vivier (F)
S322 Vibrio Cg (1991) forte Pm (modéré) SATMAR
mortalité (F
V. alginolyticus Vibrio
(ATCC 17749)
V. anguillarum Vibrio

(ATCC 19264)

Tableau 17. Relation linéaire entre la Ds@nm €t la concentration bactérienne en cellules’mL
pour les 12 souches utilisées au cours du test CL.

souches relation linéaire

V. pectenicidaA365 D.Os40nm= 5.10" x cellules.mr* + 0,0468
V. pectenicidaA496 D.Os40nm= 2.10° x cellules.mL* + 0,0374
V. pectenicidaA060 D.Os40nm= 4.10% x cellules.mr* + 0,0389
V. pectenicidaA601 D.Os40nm= 8.10% x cellules.mr* + 0,0389
V. pectenicidaA700 D.Os40nm= 1.10° x cellules.mr* + 0,0327
U1 D.Os40nm= 2.10" x cellules.mL* + 0,0715

T413 D.Os40nm= 4.10" x cellules.mL* + 0,0389
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souches relation linéaire

V. pectenicidaA365 D.Os40nm= 5.10" x cellules.m(* + 0,0468
V. pectenicidaA496 D.Os40nm= 2.10° x cellules.mL* + 0,0374
V. pectenicidaA060 D.Os40nm= 4.10% x cellules.mr* + 0,0389
V. pectenicidaA601 D.Os40nm= 8.10" x cellules.mr* + 0,0389
V. pectenicidaA700 D.Os40nm= 1.10° x cellules.mr* + 0,0327
V110 D.Os40nm= 6.10"° x cellules.mt* + 0,0389

V117 D.Os40nm= 4.10" x cellules.mt* + 0,0386

S322 D.Os40nm= 5.10" x cellules.mL* + 0,0414

V. alginolyticus D.Os40nm= 9.10% x cellules.mr* + 0,0432
V. anguillarum D.Os40nm= 3.10" x cellules.mr* + 0,0437

Les résultats obtenus seront trés utiles pour ke sle ce travail. lls permettent en effet
d’obtenir, en quelques minutes, et de facon redatent précise (x 1%) la concentration
bactérienne pour chacune des souches testéesstik ex effet une variabilité non négligeable
entre ces différentes souches: pour une mémesfa.@la concentration en cellules.Mlpeut
varier d'un facteur 1 a 5.

(d) Réponse hémocytaire en fonction de la
concentration bactérienne

Cette expérimentation a pour but de déterminer denbre optimal de bactéries par
hémocyte pour observer une action significativeckeimioluminescence. Pour cela un nombre
croissant de bactéries est mis en contact avehélascytes et ce dans les conditions du test CL,
définies au § Matériel et méthodes, p.71. Les aunatons bactériennes testées sont de 5, 20,
50, 100 et 200 bactéries par hémocyte.
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Les résultats présentées dans la Figure 16, p68témbtenus avec la souche A496vde
pectenicidasur des hémocytes & maximus.
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Figure 16. Variations de I'activité CL des hémosytle P. maximysctivés par le zymosan, en
fonction de la concentration bactérienne (souch@6)4n nombre de bactéries par hémocyte.

La courbe montre que I'activité CL des hémocytasrdgbée plus ou moins fortement par
la mise en contact préalable avec les bactériesit(des bactéries a t=0, ajout de zymosan a t =
83 min). Cette inhibition n’est pas significativemealifférente du contréle au moment du pic
d’activité pour 5, 20 et 50 bactéries par hémoégtalyse de variance sur la moyenne des 4 tubes
de chaque essai a t=128 min awes 0,05). Par contre, pour 100 et 200 bactérieshgarocyte,
la différence d’activité CL est significative avees diminutions respectives de 51% et 89%.

L’analyse étendue a une durée de 5 heures mongréejfet bactérien est sensible méme
pour 20 bactéries par hémocyte. Cependant, poltefina durée du test CL, tout en conservant
une haute significativité, la dose bactériennefigée a 100 bactéries par hémocyte. Ce rapport
est a rapprocher de celui utilisé par Nottage ekiigick (1990), soit 500 vibrios par hémocyte de
Mytilus edulis pour tester la toxicité des bactéries.

(e) Synthése de RLO par les bactéries

L'existence chez les bactéries des mécanismes rtbeses de radicaux libres oxygéne
(RLO) peut étre suspectée. Le test CL mesure lthéga de ces molécules par les hémocytes, il

68



Partie I1: Mode d'action, Activité sur les hémocytes

est donc important de vérifier que les bactériésterferent pas sensiblement, par leur activité
propre, avec le choc respiratoire des hémocgtespurs de la mesure.

Pour cela les souches testées sont cultivées $eurde Zobell liquide, 48 heures a 18°C,
centrifugées, lavées deux fois et rediluées ddasIF. La densité bactérienne est évaluée par
mesure de la D.@onm 1 x 10 bactéries sont ajoutées en duplicat dans les tulsemtillation
contenant le mélange eau de mer stérile, luminosodtition anti-agrégeante décrit dans le
protocole du test CL (8 Matériel et méthodes, p.UWh) témoin est réalisé sans ajout de bactéries
(série zeéro). L'activité chimioluminescente egtsurée pendant 2 heures.

La Figure 17, p.69, présente l'activité CL des $msctestées au bout de 45 minutes. Elle
est comparée a celle de la série zéro et a lammeyde I'activité CL de base (sans activation
extérieure) des hémocytes e maximus(sur la base de 100 000 hémocytes par tubes, 5
expériences) et dé. gigas(50 000 hémocytes, 4 expériences).

Les résultats montrent que la plupart des soudssds présentent une activité CL propre
négligeable puisqu’elle se situe au niveau de t&e seééro . Seules les souches V110, Ul et
surtout T413 ont une activité sensible. Elle resgfigendant comparable a I'activité observée pour
des hémocytes non activés (base). Les analysegeuts devront toutefois tenir compte de ce
fait, notamment dans I'étude de la capacité deacers souches a déclencher I'activité CL des
hémocytes.
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Figure 17. Activité CL propre de souches bactéremnit+ erreur standard) apres 45 minutes,
comparée a l'activité de base de 100 000 hémodgddl. maximysde 50 000 hémocytes de C.
gigaset d’'une série sans bactérie (zéro).
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)] Choix de 'ordre d’addition bactérie-zymosan

Le test CL met en jeu l'intéraction de bactériescagles hémocytes, cette interaction étant
mesurée au moment de l'activation des hémocytegjpat de particules de zymosan. Au cours
de la mise au point du test et avant de choispriecipe décrit dans le § Principe, p.61, trois
possibilités ont été expérimentées:

- Les bactéries et les particules de zymosan gontées simultanément puis I'activité CL
est mesurée sur une durée fixée.

- Les particules de zymosan sont mis en présergbétaocytes puis, aprés 1 ou 2 mesures
d’augmentation de l'activité CL, les bactéries saoutées.

- Les bactéries sont ajoutées, puis, au bout @&omps fixé, les particules de zymosan.

Dans ce cadre, une expérience a été menée suedexgytes dd°>. maximusavec deux
souches bactériennes: une souche de vibrio patbqueur les larves de. maximusA496 (V.
pectenicidd, un PseudoalteromonaéT413) trouvé en dominance dans des élevagesirtesva
sains. Un contrble est réalisé en paralléle avexythosan seul.

La troisieme solution apparait étre la plus intgaese. Les résultats sont présentés dans la
Figure 18, p.70.
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Figure 18. Comparaison de I'activité CL des hémesyte P. maximusis en présence des
souches A496 ou T413 a t=0 puis activés par le zgm¢).
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La premiere et la seconde méthode permettent, atysamt les valeurs d’activité CL
obtenues au moment du pic d’activité, de difféerentés hémocytes de la série contrble des
hémocytes mis en contact avec des bactéries. kaiats semblent montrer un effet inhibiteur.
Cependant il est impossible de distinguer statistigent I'activité des deux souches A496 et
T413 (ANOVA, n=4,a = 0,05). Par contre, la troisieme méthode, si ethafirme I'effet
inhibiteur global, différencie de facon tres ndée deux souches bactériennes: A496 provoque
une inhibition forte, rapide et significativemeritférente (ANOVA, n=4,a = 0,01) de la souche
T413 qui n'altére pas la premiére réaction des lodtae, I'effet inhibiteur n’étant que plus tardif
(Figure 18).

Suite a ce résultat le protocole définitif du t€4t utilisera la troisieme méthode, a savoir
laddition dans un premier temps des bactériesyisuaprés une durée fixée de I'ajout des
particules de zymosan. L'analyse des résultatsesee du moment du pic d’activité. L'intérét
complémentaire de cette méthode est qu'elle perdeetmesurer I'importance du choc
respiratoire déclenché par I'addition des bactéries

c) Matériel et méthodes

D) Bivalves

Deux espéces de bivalves sont utilisé&smaximuset C. gigas Un lot de 25 coquilles
Saint-Jacques adultes de 3 a 4 ans ainsi que 2®daidultes sont récoltées en rade de Brest
(France).

Les animaux sont stockés a 15°C dans un bac dditd&® équipé d’un filtre & sable et
d’'une circulation d’eau par air lift . lls sontumis a des doses proches de la satiété grace a un
systeme de goutte a goutte alimenté par un méldagguatre micro-algudsochrysis affinis
galbana (1 & 2,6 x 18 cell./jour/animal), Pavlova lutheri (1 & 2,6 x 18 cell./jour/animal),
Chaetocerosalcitrans (0,5 & 1,3 x 19cell./jour/animal) Skeletonemaostatum(0,3 & 0,5 x 19
cell./jour/animal).

Pour les huitres les conditions sont identiques$ Isatempérature, maintenue a 18°C, et la
dose de micro-alguessochrysis affinis galban0,7 a 1,1 x 19 cell./jour/animal),Paviova
lutheri (0,7 & 1,1 x 19 cell./jour/animal), Chaetoceroscalcitrans (0,4 & 0,5 x 1d
cell./jour/animal) Skeletonemeostatum(0,2 & 0,3 x 19cell./jour/animal).

2 Préléevement de I'hnémolymphe

L’hémolymphe est prélevée sur deux a quatre indsvjgréalablement placés sur de la glace
fondante. Toutes les solutions nécessaires awsoestpréalablement stérilisées et maintenues a
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4°C. L’hémolymphe est prélevée dans la cavité pétique, au travers du muscle adducteur
grace a une aiguille stérile montée sur une segimguun mL. Chaque individu fournit, en une a
trois fois, de 1 a 3 mL d’hémolymphe poBr maximuset de 0,5 & 1 mL pour les huitres.
L’hémolymphe est rapidement diluée en ajoutant &alome d’hémolymphe, un volume d’'une
solution anti-agrégeante (modified anti-aggregés#\eer solution =, MAS, Bachest al, 1988).

50 puL du mélange sont prélevés aprés homogénédisattidéposés sur une cellule de Malassez
pour un comptage. Les concentrations hémocytaibsgreées dans le mélange hémolymphe-
MAS 1/1 vont de 2 & 4 x £hémocytes par mL pol. maximuset de 0,35 & 1,5 x i@our les
huitres. Seuls les échantillons contenant plus@émocytes par mL pod. maximust 0,5 x

10° pour les huitres (dans le mélange hémolymphe-MA$ sont conservés. En effet, pour les
concentrations inférieures a ces valeurs le nomdbrémocytes serait insuffisant pour ne pas
dépasser une concentration finale maximale de MA3,8% (Bacheéret al, 1991a).

3) Bactéries

Une douzaine de souches ont été utilisées (Tahl€ap.65): les cing souches de
pectenicida(A365, A496, A060, A601 et A700), deibrio sp (V117 et V110) isolés de larves
moribondes d’huitres plate®(edulig, unVibrio sp (S322) isolé de larves moribondes d’huitres
creuses €. gigag, deux PseudoalteromonagUl et T413) retrouvés en flore dominante
d’élevages sains. Enfin, deux souches de référsane ajoutées a cette listeé anguillarum
(ATCC 19264) eV. alginolyticus(ATCC 17749).

Les différentes souches sont cultivées en miliedaleell 2216E liquide (Oppenheimer et
Zobell 1952), tube de 5 mL, a 18°C, sans agitgtiendant 48 heures. Les cellules bactériennes
sont récupérées par centrifugation (5000 g, 10,nanges deux fois dans de I'eau de mer stérile
(EMS) et mises en suspension dans 'EMS.

Les bactéries sont ajoutées a la solution d'hérassdus un volume fixe de 50 puL a raison
de 100 cellules par hémocyte.

4 Réactifs

La solution de luminol est préparée au dernier ndrea diluant au 1/100 dans de 'EMF
une solution de stockage (5-amino-2,3-dihydro-hthalazinedione IOM; diméthyl-sulfoxide
1M) conservée a -20°C.

Pour la solution de particules de zymosan, 40 mgyteosan A (Sigma) sont mis en
suspension dans 10 mL d’EMF, la solution est miséain-marie 100 °C pendant 30 min. Les
particules sont alors lavées deux fois puis remgsesuspension dans 'lEMF. Un comptage est
effectué puis la solution est aliquotée et congetZ@°C).

72



Partie I1: Mode d'action, Activité sur les hémocytes

(5) Test CL

Ce protocole a été mis au point a partir de ceédritd par Bachereet al. (1991a).La
solution hémolymphe / MAS est homogénéisée parexodt distribuée dans des tubes a
scintillation (type pico prias vial, 6000192, Packaa raison de 1 x 2®émocytes par tube pour
P. maximuset 5 x 10 pour les huitres. La solution est complétée & 2pat.la solution de
luminol (200 pL) et par de 'EMF. Le MAS est ajustéune concentration finale de 2,5%. Un
délai de 30 minutes est systématiquement respeciet de démarrage de la mesure pour
permettre aux hémocytes de se fixer sur la sudasdubes.

Le phénomene de chimioluminescence est mesuréde IHun compteur a scintillation
(Tri-carb 2000 CA, Packard) réglé en mode de coggtaonophotonique. Le compteur est
programmeé pour des comptages séquentiels rép@édnaekure est réalisée sur 30 secondes pour
chaque tube. Pour les soixante tubes de chaqudetesimptage dure 43 minutes environ (=1
cycle). Le test est poursuivi sur 12 cycles, soitimn 8 heures de comptage. Les résultats sont
exprimés en coups par minute (cpm).

Stimulation par les bactéries

Au cours d’'un premier cycle I'activité de base témocytes est enregistrée. Puis les douze
souches bactériennes sont ajoutées (100 bactarelémocyte), chacune en quatre réplicats,
sous un volume fixe de 50 pL, et mélangées patamee L'addition de bactéries est réalisée dans
chaque tube juste apres la premiére mesure dévithate base. Trois séries de quatre tubes ne
recoivent pas de bactéries mais un volume ident{§0eulL) d’EMF: une premiere série sans
hémocyte est utilisée pour évaluer le niveéro. Une série contenant des hémocytes sans ajout
de bactéries permet de suivre le nivealbase et une seconde série avec des hémocytes sans
ajout de bactéries sera utilisée comomntrole dans une deuxieme phase du test. Aprés addition
des bactéries, I'activité CL est enregistrée pehdaunx cycles (Cycles 2 et 3).

L'activité CL des hémocytes mis en contact avec lohtéries est comparée a celles des
hémocytes de la série niveau de base . Les rissatiat exprimés sous forme d’'un coefficient
multiplicateur (Cm) donné par le rapport:

Cm =CLba/CLb

Avec CLba: activité CL des hémocytes mis en cordaset des bactéries; CLb: activité CL
des hémocytes de la série niveau de base . Poalcld de Cm, les valeurs de CLba et CLb sont
prises a t= 86 min (cycle 2), c’est a dire 43 nprea 'addition des bactéries.

Ce coefficient est une mesure de la stimulationlalechaine métabolique du choc
respiratoire sous l'effet des souches bactériennes.

Stimulation par le zymosan
Apres 1 heure et demie de contact avec les diffésesouches bactériennes testées, la
solution de particules de zymosan est ajoutée,cdraentration de 80 particules par hémocyte
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(sous un volume de 4 a 5 pL). Cette concentratiaitéapréalablement déterminée comme
optimale par Bachéret al(1991a). Le zymosan est ajouté dans toutes lessséxiceptées celle
du niveau zéro et celle du niveau de base tikite CL est alors enregistrée pendant 9 cycles.

L’activité CL des hémocytes préalablement mis emact avec les bactéries et stimulée par
le zymosan est comparée a celle des hémocytes siiéa contrble , série dont les hémocytes
n’'ont pas été stimulés par les bactéries mais engut par le zymosan.

Les résultats sont exprimés sous la forme d’urfficant d’activité CL résiduelle (Ar) qui
est donné par le rapport:

Ar=CLba - CLb/CLc - CLb

avec ClLba: activité CL des hémocytes, mis en cordt&cheures avec différentes bactéries;
CLb: activité CL de la série niveau de base ; Giativité CL de la série contrble . Pour le calcul
de Ar les valeurs de CLba, CLb et CLc sont prisés=a26 min (cycle 4), c’'est a dire 43 min
aprés l'ajout du zymosan.

Ce coefficient (Ar) exprime l'effet inhibiteur dekfférentes souches sur l'activité CL des
hémocytes stimulés par le zymosan (Ar = 1: aucetieii@ inhibitrice, Ar = 0 : inhibition totale)

Les douze souches ont été testées cing fois strelascytes d®. maximuset quatre fois
sur les hémocytes de. gigas Une analyse de variance a deux facteurs permeom@arer les
résultats des différentes souches entre ellesretapport au témoin avec des risqueale 0,01
(différence tres significative) ou 0,05 (différergignificative).
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d) Résultats

D) Activation de la chimioluminescence par les bactéries:
calcul de Cm

Avec les hémocytes de. maximugoutes les souches, sauf anguillarum induisent une
augmentation significative (n = &,= 0,05) ou trés significative (n = &,= 0,01) de I'activité CL
par rapport a la série niveau de base (Figurepl®). Cependant, en prenant en compte
I'activité CL propre de U1, T413 et V110 il estfilifle de conclure pour ces trois souches. Pour
'ensemble, les valeurs du coefficient multipliaat¢Cm) se situent dans une gamme de 1,56 a
5,26. Cependant la réponse en CL peut varier famemour une seule et méme souche. Au cours
des cing expériences, la souche A601, par exemmeente des Cm qui vont de 2,02 & 6,09. Sur
I'ensemble des résultats il est possible de digéngrois groupes de bactéries: peu actives (Ul a
T413), moyennement actives (V117 a A060) et tréBvesx (S322). Cependant, I'analyse
statistique ne permet pas de valider ces groupes.
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Figure 19. Coefficient multiplicateur (Cm) pour lesuze souches testées, hémocytes de P.
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Pour les hémocytes de. gigas comme pour les hémocytes Be maximus/l'activité CL
propre des souches U1, T413 et V110 ne permet delwe de facon certaine. Les souches
A365, A060, A601 et A700 induisent une augmentasmnificative (n = 50 = 0,05) ou tres
significative (n = 50 = 0,01) de I'activité CL par rapport a la sérieveau de base (Figure 20,
p.76). Les valeurs de Cm sont comprises entre dt,2004. Pour les souches A496, V117, S322
et V. alginolyticusune analyse statistique sur les quatre expériemeesontre pas de différence
significative avec la série niveau de base . Cdgety leur capacité a induire une activité
chimioluminescente est réelle puisque chacune deshss, dans au moins une expérience, a
entrainé une augmentation significative< 0,05) de I'activité CL. Dans le cas des hémaxyte
d’huitre il est tres difficile de distinguer lesusbies en fonction de leur capacité d’activation.

V. anguillarumreste remarquable par I'absence totale d’augmentate I'activité CL
gu’elle entraine, et ce quel que soit le type d'béyte. A contrario S322 est la souche qui
entraine la plus forte réponse dans les deux cas.
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Figure 20. Coefficient multiplicateur (Cm) pour lesuze souches testées, hémocytes de C. gigas
(moyenne sur quatre tests CL, + erreur standard).

(2) Inhibition par les bactéries de I'activité CL: calcul de Ar
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Pour les hémocytes d& maximusle contact entre les hémocytes et la plupartsdeshes
entrainent une baisse de la réponse des hémoclktgsud de zymosan (Figure 21, p.77). Cette
baisse n’est pas significative (n =tbz= 0,05), comparée a la série contrble , pousdeshes Ul
et T413. Un deuxiéme groupe composé des souches, A340, V117 inhibe de facon modérée
mais significative (n = 5@ = 0,01) 'activité CL des hémocytes (baisse dedfe de 40%). Un
troisieme groupe incluant S322, A060, A601, A700\kt alginolyticus réduit la réponse
hémocytaire d’environ 60%. EnfiN,. anguillarumet A496 annulent totalement I'activité CL.
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Figure 21. Coefficient d’activité résiduelle (Ayr les douze souches testées, hémocytes de P.
maximugmoyenne sur cing tests CL, + erreur standard).

PourC. gigasle phénoméne d’inhibition observée avec les hénmescgleP. maximusse
retrouve (Figure 22, p.78). La souche Ul apparaitnduveau comme une souche neutre
puisqu’aucune différence significative n'est obgeravec le contrdle. Par contre, la souche T413
qui n’entrainait aucune inhibition significativeeavles hémocytes d& maximusse trouve avec
C. gigasavoir une activité significative. Trois groupes bdactéries peuvent étre décrits. Le
premier ne comprend que la souche U1, le dern@utines souches qui inhibent totalement
l'activité CL des hémocytes (S32%, anguillarum, V. alginolyticys le groupe intermédiaire
englobe toutes les autres souches provoquant hitgtion de 53 a 70%.
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Figure 22. Coefficient d’activité résiduelle (Ayr les douze souches testées, hémocytes de C.
gigas(moyenne sur quatre tests CL, + erreur standard).

Si les souches A365, A060, A601 et A700 appartishbda méme espece que A496, elles
semblent beaucoup moins actives que cette dermetanment la souche A365. Ceci est vrai sur
les hémocytes d@. maximusSur les hémocytes d& gigas,leurs activités sont semblables.

D’autre part, la souche V117 isolée de larves dfbyilate Q. edulid posséde une activité
plus forte sur les hémocytes @e gigasque deP. maximus Cette observation est moins nette
pour V110, également isolée&dd'edulis

V. alginolyticusa le méme comportement que la souche S322 eteelas deux types
hémocytaires.

Il est intéressant de noter que les souches S3229 inhibent différemment I'activité CL
des hémocytes de l'une ou l'autre espece de (Fi@®ep.79). Au contraire, Ul oW.
anguillarum ont des activités semblables pour les deux tygasobytaires. La souche A496
entraine une forte inhibition de l'activité CL deémocytes d®. maximug- 84%) quand S322
n'entraine qu’une baisse de 65% (avec une différesignificative entre les deux souches).
Inversement la souche S322 provoque une inhibd@nplete de I'activité CL des hémocytes de
C. gigas(=100%) alors qu’ A496 ne baisse l'activité que dieow 60%.
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Figure 23. Comparaison des coefficients d’activésiduelle (Ar) pour quatre souches, sur les
deux types hémocytaires testés.
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e) Discussion

Une des difficultés rencontrées dans la mise amtpdu test CL vient de la grande
sensibilité des hémocytes aux stress. Ce phénomshedoublé d’une forte variabilité
interindividuelle. Par exemple, Pipe et Cole (198b3ervent des différences considérables dans
le nombre total d’hémocytes de la mouMyfilus edulig entre les individus d’'un méme site.
Bachereet al. (1991a) notent une forte variabilité des répor@esur un lot de 10 animaux(
eduliset C. gigag. Pour limiter les effets de cette variabilitécette sensibilité aux stress, des
contraintes strictes ont été appliquées au couta delisation du test: lot homogéne d’animaux
adultes, températures de stabulation et d’expétation stables, désaturation de I'eau alimentant
les animaux, nourriture stable, ... L'applicatioe des conditions a permis un traitement
statistigue des données, des comparaisons entexpésiences, et donc, une meilleure analyse.
Cependant, la variabilité n'est pas totalementigém Elle demeure au niveau de l'intensité des
pics et du déclenchement de la CL par les bactéras sans altérer les principaux résultats.

La validité d’un tel test pour étudier la virulende bactéries peut étre discutée. En effet, le
test CL, pour des raisons techniques évidentdsseani des hémocytes d’animaux adultes pour
étudier des bactéries pathogenes des larves. @ontbre d’infections bactériennes recenseé sur
des bivalves adultes est limité (Nottage et Birkb£890, Getchell 1991). Les résultats des tests
montrent cependant que les hémocytes sont sensililedaines bactéries. Cette sensibilité tient
sans doute aux conditions expérimentales, notamla@&aincentration bactérienne (100 bactéries
par hémocyte). Cette concentration n’est en eff@gblement jamais atteinte en milieu naturel.

D'un autre co6té, I'activité de défense des larves fintermédiaire des hémocytes est
vraisemblable, bien que peu étudiée. Elston etdwiib (1980b) ont repéré des figures de
phagocytose chez des hémocytes de larves d’h@treilginica) en ultrastructure. De méme,
Dyrynda et al. (1995) ont observé linternalisation de corps éaehs par des hémocytes de
larves de mouleMytilus eduli3. Il semble probable, que s’ils sont fonctionnéds,hémocytes de
larves réagissent de facon semblable aux hémodiaelsiltes et qu’ils soient au moins aussi
sensibles aux pathogenes.

L'analyse des niveaux d’'activité CL obtenus pajol& des bactéries confirme globalement
la capacité des bactéries a déclencher le chapiraéoire. Cette premiere observation est
importante car elle démontre la participation @ffecde la phagocytose et de la synthése des
RLO dans le systeme de défense des bivalves dattegjue de vibrios teV. pectenicida

V. anguillarumfait exception a cette régle: dans aucun des cas, dénkenche le choc
respiratoire et sa capacité a inhiber le CR agoag du zymosan est trés forte.
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Les résultats obtenus sur la capacité des diffésebtctéries a déclencher le CR, ne
permettent pas de différencier les souches patlesgéles autres souches. Pourtant, deux
hypothéses contradictoires peuvent étre formuléess:bactéries pathogenes augmentent plus
l'activité CL des hémocytes que des bactéries nathhqgenes mais également les bactéries
pathogénes réduisent I'activité CL des hémocytesisDe premier cas, la réaction de I'hdte est en
guelque sorte proportionnelle a la virulence de#d@uant. Dans le second cas, la bactérie réduit
les capacités de défense de I'héte. Dans la littegaces deux types de réponse sont rapportées.
Leunget al. (1995), Stavet al. (1985) trouvent que des souches virulentes indtiigee réeponse
CL plus importante que des souches moins ou patemies. Leunget al. (1995)observent le
phénomene inverse. Dans I'expérience menée icureudifférence significative n’apparait entre
les souches et d’autre part, la réactivité des logtas est assez variable d’'une expérience a
l'autre.

L’analyse de I'effet inhibiteur des bactéries sairéponse CL a I'ajout du zymosan parait
plus intéressante pour étudier certains aspecls deulence bactérienne. Elle montre, en effet,
une inhibition forte des pathogenes conndsapguillarumetV. alginolyticu3 sur les deux types
hémocytaires. Elle met en évidence une spécifitiétion des souches A496 et S322 sur les
hémocytes de leur espece cible. Il est égalemédressant de noter que Ul et T413, qui ne sont
pas des pathogénes des larves de bivalves, nequevbpas d'inhibition significative sur les
hémocytes d&. maximusCeci est confirmé pour U1l avec les hémocyte€ dgigas Par contre,
T413 possede une activité inhibitrice équivalent@ aouches A060, A601 ou V117 sur les
hémocytes d€. gigas.

La relation entre le caractere pathogéne des lestérest a dire leur capacité a tuer les
larves de bivalves et leur faculté a inhiber I'ei¢éi CL n’est pas toujours vérifiée. Si dans le cas
des souches A496 et S322 la relation est clairé pfmuvoir pathogene, forte inhibition - ou pour
la souche A365 - faible pouvoir pathogene, faiblabition - il n’en va pas méme pour les autres
souches de/. pectenicida(A060, A601 et A700). Toutes induisent des niveaaiivalents
d’inhibition sur les hémocytes des deux espéeceslaSiouche A060 a perdu son pouvoir
pathogéne, les deux autres maintiennent une cen@ulence jusqu’en 96 (Tableau 9, p.39) au
moment des essais en chimioluminescence. Pourecesstuches au moins, un lien direct entre
leur taux d’activité sur les hémocytesRlemaximuset leur pouvoir pathogene reste a préciser.

Il apparait donc que la capacité d’inhibition dactivité hémocytaire n’est pas le seul
mécanisme mis en jeu par les bactéries pathogenespprimer leur virulence.

Une autre question se pose: par quels mécanisrsesolechesde V. pectenicidagt
notamment la souche A496, sont-elles capables id@nH’'activité CL des hémocytes? Deux
hypothéses principales peuvent étre émises: softilhition se fait directement au niveau de la
chaine métabolique du CR en bloquant une de sesiods soit I'inhibition est due a une
perturbation globale de I’'hémocyte (cytotoxicitéd. seconde hypothése semble la plus probable.
En effet, I'ajout des bactéries, dans un premienp® entraine pour certaines souches, le
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déclenchement du choc respiratoire. La synthédRL® est accrue. Ceci signifie également que
les bactéries sont phagocytées. L’hypothese, émisdépart, de toxines bactériennes internes
libérées dans le phagocyte apres la lyse des kecpirut expliquer alors I'inhibition de I'activité
CL des hémocytes actives par le zymosan.

D’un coté, les élevages axéniques ont montré lactare pathogéne des souchesvde
pectenicidasur les larves dé°. maximusainsi que des bactéries lysées et de la fraction
cytoplasmique de ces bactéries. De l'autre, le @sta montré la capacité d’inhibition de
I'activité CL des hémocytes par ces bactéries'astiVité cytotoxique des vibrios est démontrée,
le test CL apparait alors comme un outil intéresgmur tenter la purification de la ou des
cytotoxines. Dans ce cadre, les modeles souche /Ad@®cytesP. maximuset souche
S322/hémocyte€. gigasapparaissent particulierement intéressants.
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TROISIEME PARTIE

RELATION Vibrio / BIVALVE
ADULTE
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V. Troisieme partie : relation Vibrio / bivalve adulte:
éléments d’analyse

A. Introduction

Apres avoir étudié et essayé de mieux cerner Videtides vibriossur les larves de
mollusques bivalves, ou leur impact est le plusifeate, la cytotoxicité notable engendrée
par les vibrios sur les hémocytes d’adultes, éslipour le test CL, pose le probléme de leur
agressivité vis a vis de ces animaux adultes et plenéralement de la relation entre
limmunité des larves et celle des bivalves adultes

Les adultes paraissent, en effet, tres résistantsraladies bactériennes, contrairement
aux larves. A ce jour trois maladies bactérienmésété clairement décrites chez les bivalves
juvéniles ou adultes: la maladie de I'anneau biRailiard et Maes, 1990; Paillaet al,
1994), la nocardiose de I'huitre du Pacifique (@it al, 1987; Friedman et Hedrick, 1991;
Friedmanet al., 1991) et la maladie du ligament de la charniéistdB et al, 1982; Dungan
et Elston, 1988; Dungaet al, 1989). Il faut noter qu'a I'exception des rikett, les maladies
qui affectent les bivalves adultes sont plutot exs. Enfin, seule la maladie de I'anneau brun
est due a un vibrioibrio tapetis Borregoet al.,1996b).

Par contre, les bactéries du geibrio ont été isolées de nombreuses fois sur des
animaux affaiblis, ou & mauvaise croissance, sansqir leur attribuer un effet pathogene
fort. D’apres Prieuret al. (1990) les vibrios doivent étre considérés comras blactéries
d’infections secondaires plutét que comme des jpgthes primaires stricts des adultes. Parmi
les vibrios les plus frequemment isolés trois espese distinguenty. alginolyticus, V.
anguillarumetV. splendidus.

Chez les juvéniles, on peut s'attendre a une plasdg sensibilité vis a vis des vibrios.
Puisqu'ils n'ont pas atteint le méme degré de nmatque les adultes, ils pourraient ne pas
avoir acquis le méme degré de résistance. Il estuigner que des mortalités massives de
jeunes huitres(. gigag sont signalées depuis plusieurs années suttdealitfrancais. Pour
instant ces mortalités estivales sont reliéesaaptésence d'un virus herpés ou a des
conditions de stress particulieres. Les recherdrasgres causes n’ont pour l'instant pas éte
menées mais il n'est pas exclu que des vibrioms@galement impliqués. En effet, bien que
les symptbmes semblent étre différents, des mi@sainassives ont été observées chez les
jeunes huitres. virginica) au nord-est des Etats-Unis. Cette maladie nomi@ie pour
juvenile oyster disease est vraisemblablement dules vibrios (Leet al., 1995, 1996).

Peu déléments sont disponibles pour comprendrdiffarence de sensibilité entre
larves et adultes vis-a-vis des infections baatées. Elston et Leibovitz (1980a) suggerent,
comme une évidence, que plus les larves grandissendille et en age moins elles sont
sensibles aux toxines bactériennes. De leur caitiade et Birkbeck (1986) montrent que des
naissains d’huitres creuse€.(gigag de 7 mm sont 6 fois moins sensibles a I'action
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pathogene d’un vibrio que du naissain de 2-3 mmméme type d’observations a pu étre fait
au sein des écloseries & maximusou les phénomeénes de mortalité larvaire ont léeu,
guelques exceptions pres, systématiquement avamgtmorphose.

Cependant, méme si les mortalités d’adultes, direent liées a une infection
bactérienne, sont rares, le travail qui suit perdiapporter quelques éléments nouveaux
concernant I'action des vibrios sur les animauxtadu

En effet, au cours de ce travail, des coquillemntSkcques adultes, en phase de
conditionnement au sein de I'écloserie d’Argentont présenté des anomalies, traduites
notamment par I'apparition de dépots bruns.

Une recherche d’agents pathogénes a donc été wEféectinsi que des inoculations
expérimentales de I'agent étiologique supposé.

Dans un second temps, pour tenter d’expliquerdibfissement possible des défenses
immunitaires des adultes confrontés a une attatpievibrios, des inoculations oé.
pectenicidaont été réalisées sur des maximusadultes et leurs effets évalués par le niveau
d’activité chimioluminescente des hémocytes.

B. Recherche d’'un agent pathogene de  P. maximus adultes.

1.  Symptomes, observations

Au cours de la période printemps/été 1996 un lotalguilles Saint-Jacques adultes
(trois ans) est mis en conditionnement a I'éclesdiArgenton sous différentes conditions
d'alimentation en micro-algues. Au cours du préiémet de juillet, effectué pour des analyses
biochimiques, un certain nombre d'animaux préseémtes symptdmes anormaux: muscle en
liquéfaction, parties méles et femelles des gonanleyrsées, présence d'importants dépbts
bruns au niveau de la coquille.

Suite a ces observations, les animaux sont stinpdés la ponte sans résultat probant.
lls sont alors tous sacrifiés et observés: 6 ankrgau les 44 ouverts présentent des dépots
bruns caractéristiques sur la valve inférieure.rRing d'entre eux le dépdt est situé sous la
charniére, au niveau de la glande digestive ebe@mue, pour les plus atteints, autour de la
zone de fixation du muscle.

2. Recherche, isolement et détermination de I'agent
étiologique

a) Matériel et méthode

(1) Isolement, détermination
Sur les animaux malades, trois préléevements sailiiséé stérilement au niveau des
dépdbts bruns, de la gonade et de 'hémolymphe.pkéevements de gonades et de dépots
bruns sont pesés et le volume d’hémolymphe estiévaks échantillons sont broyés, dilués
et étalés sur boites (Marine Agar et TCBS).
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Apres 48 heures, un comptage est réalisé et le mond bactéries par g ou mL est
évalué (en UFC). Un type de colonie largement damtim dans les dép6ts bruns est isolé,
purifié et caractérisé (aspect des colonies, tesjaderie APl 20E, test de fermentation sur
milieu Hugh et Leifson). Un séquencage de la sqigul6S de I'ARN ribosomique est
réalisé selon la méthode décrite &ubéquencage, phylogénie ARN16S, p.R4.séquence
obtenue permet detaliser une étude phylogénétique en utilisant éshode des matrices de
distance (neighbor-joinindgg Programme de phylogénie, p)2Rne hybridation quantitative
ADN/ADN est également réalisée avec l'espéce treulg plus proche en phylogénie
(méthode décrite a® Hybridation, p.31

(2) Infection expérimentale

L’objectif de cette expérience est de vérifier dstulat de Koch a savoir:

- inoculation de I'agent étiologique supposeé.

- observation des symptdmes de la maladie.

- ré-isolement de I'agent étiologique chez les anirnmalades.

La validation de ce postulat permet de confirmerdlie de I'agent supposé dans le
déclenchement de la maladie.

Pour aboutir a cet objectif, le protocole suivamté appliqué: un lot de 0. maximus
de trois ans, issu du milieu naturel (rade de Brest disposé en deux lots de 10, dans deux
bacs de conditionnement, alimentés en eau de ni3°@, avec un tres faible taux de
renouvellement de maniere a éviter la dispersion lietéries injectées. Les animaux sont
nourris, a raison de 10 milliards de cellules patividu et par jour, d'un mélange de micro-
alguesPavlova lutherj Isochrisis affinis galbanaChaetoceros calcitransUne période de
huit jours d’acclimation est respectée avant I'otifen. L'absence d'éventuels dépbts bruns,
préalablement développés par les animaux dans leumnaturel, est contrdlée par
observation des animaux, valves ouvertes. La limdéecette observation a rapidement été
démontrée.

Le lot de 10 coquilles (V1 a V10) disposé dansrenper bac est inoculé par I'agent
étiologique supposé & raison d'un mL contenaftba@téries.mL’. L'inoculum est injecté a
I'aide d’'une seringue sous le manteau de la valféxieure, coté droit.

Dans le second bac, cing coquilles subissent ttiga d’'un méme volume d'eau de
mer stérile (coquilles T2 & T6), et cing autresoreent 1§ bactéries de la souche U1,
Pseudoalteromonas sprouvée en dominance dans I'eau de mer des @s\sans (coquille
T1et T7 & T10).

Les animaux sont suivis pendant 28 jours, périodebaut de laquelle I'agent
étiologique est recherché par broyage et étalem@nmilieu TCBS des dépbts bruns. Un
isolement et une identification par galerie APl 28&nt également réalisés a partir des
colonies suspectes.

L'analyse des réponses (indemne, malade, mort)difigsents groupes (témoin ou
infecté par VB) est réalisé en utilisant un teté = 0,05).
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b) Résultats

(1) Isolement, identification

Le Tableau 18 (p.87) résume la charge bactérieans tks différents compartiments
analysés des coquilles Saint-Jacques conditionad&xloserie d'Argenton et présentant le
symptdme des dépdts bruns.

Si le nombre de bactéries (en UFC par mL) présetides I'hémolymphe est faible
(aucun vibrio n'ayant méme été détecté sur TCB&)gdnade et surtout les dépdts bruns
présentent une flore totale importante (8.hActéries par gramme dans la gonade,®1ali0
niveau des dépbts bruns). Dans ces deux compattinemombre de vibrios est également
trés élevé, surtout au niveau des dépots brune®(Vilirios par gramme). Il est intéressant de
noter que 80% de la flore TCBS des dépdts brunsasposée d’'une colonie de couleur
verte, collante et flamenteuse (souche VB). Ce méype de colonie est retrouvée dans la
gonade a hauteur de 15% (souche VG).

hémolymphe gonade dépbt brun
Marine Agar 7248.16 8a9.16 141,5.18
TCBS N.D. 141,5.16 72a8.16

Tableau 18. Charge bactérienne en UFC par grammeaumL (hémolymphe) dans les
différents compartiments analysés des coquillestSaicques malades. (N.D.: non détecté).

Les caractéres des souches VB et VG isolées digmsrsont présentées dans le Tableau
19 (p.88). Elles sont strictement identiques p@s dleux souches. Ces caractéres ont été
obtenus sur galerie APl 20E (API system, Biomeérjdtrance) et par des tests de production
d’acide a partir d’hydrates de carbone sur milieightLeifson (OF basal medium, Merck).

Les résultats montrent donc I'existence d’'une iafiien au niveau des dépots bruns et
partiellement de la gonade par une bactérie duegéitrio. L'appartenance a ce genre est
confirmée par la capacité de croissance des soustesmilieu TCBS, leur capacité
d’acidification du glucose en condition anaérolsey caractere oxydase positif.
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Tableau 19. caractéristiques phénotypiques de lelse VB (Galerie APl 20E, test
d’acidification sur milieu O.F.).

Galerie API 20E Acidification
ONPG - D-mannose +
oxydase + D-xylose -
réduction du nitrate + | maltose +
arginine dihydrolase + D-glucose +
lysine décarboxylase - L-arabinose -
ornithine décarboxylase - L-rhamnose -
utilisation du citrate - glyceérol +
production d’'HS - mélibiose +
uréase - sucrose -
tryptophane désaminase - D-galactose +
indole - D-sorbitol +
acetoine - D-cellobiose +
gélatinase + |fructose +
glucose + | myo-inositol -
mannitol + | méso-érythritol -
inositol -
sorbitol -
rhamnose -
saccharose -
mélibiose -
amygdaline +
arabinose -

L’analyse phylogénétique, a partir de la séquencegyéhe de la petite sous-unité de
'ARN ribosomique par la méthode des matrices dsatice(Figure 24, p.89), permet de
confirmer I'appartenance de VB au geNiibrio et le place a proximité débrio splendidus

Une hybridation quantitative ADN/ADN réalisée entiDN total d’une souche de VB
et une souche d€. splendidusATCC 33125, utilisée comme sonde, donne des sdsulle
'ordre de 60% de similitude (57,7 et 62,4). Cesul&ats ne suffisent pas a considérer la
souche VB comme uv. splendidusElle en reste cependant trés proche.
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Virotepetis

Vibiomediterrane i
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Iprio Nigrip cI fitudo
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Vibrio cholerae
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‘o fisch ei
oy

Vitrio holisae

Figure 24. Arbre phylogénétique calculé par la nogld de matrice de distance, présentant le
positionnement de la souche VB de Vibrioap sein du genre Vibrignuméro d’accession
EMBL.: V. tapetisY08430;_V. mediterranex74710;_V pectenicid&13830;_V. splendidus
Z31657; V. aestuarianux74689; V. scophthalmi46579; V. anguillarumX16895; V.
diazotrophicusx74701; V. navarrensi¥X74715; V. vulnificuX74726; V. fluvialisX76335; V.
furnissii X74704; V. tubiashiK74725; V. nigripulchritudiX74717; V. carchariaX74693;_ V.
proteolyticusX74723; V. campbelliK74692; V. alginolyticux74690;_ V. pelagiuX74722;

V. cincinnatiensisX74698; V. choleraeX76337; V. iliopiscariusAB000278; V. fisheri
X74702; V. logeX74708; V. hollisa&X74707).

(2) Infection expérimentale
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La majorité des animaux retrouve un comportemennab24 heures apres le stress de
I'injection. On observe en effet un bon enfouissetrdans le sable du fond des bacs et une
prise de nourriture normale. Seule une coquilleuhée par VB (= coquille V1) meurt au bout
de 24 heures.

Quatre jours apres l'injection, la coquille V5 estrouvée morte. Le manteau est décollé
au niveau de l'injection et de Iégers dépobts brpuasctiformes apparaissent dans la zone
d’injection. Un prélevement réalisé au niveau dégads, broyé, étalé sur TCBS et testé sur
galerie APl 20E montre la présence de VB danséde$is de la coquille V5.

Au 15™™jour la coquille V9 est retrouvée morte, sanslgdit possible de mettre en
evidence des dépbts bruns, ni de détecter la présgam VB. Aucune autre mortalité n’est
enregistrée jusqu’au terme de I'expérimentatiog&jour.

A cette date, toutes les coquilles sont ouvert@s.cdquilles, sur les 17 restantes,
présentent des dépots bruns plus ou moins pronghaéteau 20, p.91): 2 dans le lot témoin
inoculé par I'eau de mer stérile, 3 dans le lotiné par la souche Ul et 7 dans le lot inoculé
par VB. Un préléevement au niveau de ces dépotgéadisé sur la plupart des animaux
malades (9 sur 12) et une recherche du vibrio iBeffectué. Les résultats (Tableau 20,
p.91), montrent que dans 7 cas sur 9, VB est pr@seniveau des dépbts bruns, 5 cas dans le
lot inoculé par VB et 1 cas dans chaque lot témio@s. deux cas négatifs sont des animaux
témoins présentant de faibles dépots bruns.

D’autre part, I'analyse de I'eau des bacs et daul'de renouvellement met en évidence
la présence de VB dans les deux cas.

Le test dux® montre une différence significativer (= 0,05) entre les deux groupes
d'animaux (témoin et infecté par VB) sur les cagindemne, malade, mort.
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Tableau 20. Résultats de I'infection expérimenteeoquilles Saint-Jacques adultes par le
vibrio VB (+ & +++: importance relative croissantges dépots bruns; nr: non recherché).

Lot coquille inoculum observationprésence VB
(j=28)

T2 + oui
T3 + non

TEMOIN T4 1 mL NaCl 10%  indemne nr
(eau) T5 stérile indemne nr
T6 indemne nr

T1 indemne nr

T7 + nr

TEMOIN T8  1mL, 10 bactéries  +++ ouli
(souche U1) T9 souche Ul + non
T10 indemne nr

V1 morte (J1) nr

V2 + oui

V3 ++ oui

V4 + nr

VIBRIO V5 1 mL, 16 bactéries + morte (J4) oui
V6 souche VB +++ oui

V7 + oui

V8 indemne nr

V9 morte (J15) non

V10 + oui

Eau des bacs oui
Eau renouvellement oui

C) Discussion

Le postulat de Koch est vérifié dans une premiaadyae: mortalité de trois coquilles
sur dix dans le lot inoculé par VB; Sur les septartes a la fin de I'expérience, six présentent
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des dépots bruns plus ou moins importants. L'apaties ces dépots montre, dans 100% des
cas, la présence dominante, voire quasi exclusivgRl Il existe une différence de réponse
significative entre animaux témoins et infectés.rekation entre la maladie et VB semble
donc solidement établie.

Cependant, trois éléments viennent perturber @aitdyse. Deux des cing coquilles
inoculées par I'eau de mer stérile présentent gier$edépbts bruns ainsi que trois sur les cing
inoculées par la souche U1, dont une est forteratainte (+++). Enfin VB apparait dans
'eau des bacs ainsi que I'eau de renouvellememntvibrio est donc présent dans le milieu
naturel et/ou dans le circuit d’alimentation en.eau

La présence de VB est démontrée dans deux des @nig@oins montrant des dépots
bruns (T2 et T8) tandis qu’il n'est pas décelaldasdle cas de deux autres (T3 et T9).
I'existence de dépobts bruns sur les animaux ténuens s'expliquer par trois phénomeénes:

- une présence préalable des dépots, non détenté€ehservation visuelle.

- une infection par les vibrios contenus dans I'daubac, facilitée par le stress et la

blessure provoquée par I'injection.

- une réaction de I'animal a l'injection, sans itfen secondaire.

En effet, le dép6t mélanisé de matiere organigueurs réaction de défense non
spécifique. Il agit entre autre comme une barrgngsique contre I'invasion de bactéries
(Paillardet al, 1996). Des dépbts de ce type ont été obseraés, ld zone d’injection, chez
des huitre€rassostrea virginicanoculées par de I'eau de mer stérile (Pailktrel, 1996).

Il n’en reste pas moins que le lot de coquillemnB&aacques inoculées par VB présente
une proportion d’animaux atteints plus élevée (rseufdix dont trois morts) que les animaux
témoins. Ceci permet d’affirmer que VB est tressgmblablement I'agent étiologique de la
maladie observée. Il entraine le développemengégétd bruns au niveau de la coquille mais
pourrait également perturber la ponte et la repboi puisqu’il est retrouvé au niveau des
gonades.

Il est également intéressant de noter que l'angysogénétique de la séquence de
I'ARN16S de la souche VB montre que cette souchafébée aV. splendidusCe résultat
confirme donc l'importance des bactéries du gralg¥. splendidusians les pathologies de
mollusques d'intérét aquacole.
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C. Vibrio pectenicida et bivalves adultes

Le test de chimioluminescence a permis de mettrévadence I'activité inhibitrice et
cytotoxique deV. pectenicidasur les hémocytes d& maximusL’'expérimentation décrite ci-
dessous a pour objectif de montrer l'efiat vivo de V. pectenicidasur I'activité des
hémocytes d’adulte et notamment sur la capacitéydéhése de RLO, donc la capacité de
défense, sous l'effet d’une stimulation par le zgarm Pour cela, le protocole suivant a été
établi.

1. Matériel et méthodes

Un lot de dix coquilles Saint-Jacques adultes gtrams) est disposé dans un bac de
conditionnement. Les animaux sont inoculés a l'adiane seringue, dans le sinus
péricardique au travers du muscle adducteur etérér de deux respectivement avec:

- coquille n°3 et 4: 200 pl d’eau de mer stérile.

- coquille n°5 et 6: 200 pl, 1@ellules deV. pectenicidasouche A496.

- coquille n°7 et 8: 200 pl, @ellules dev. pectenicidasouche A496.

- coquille n°9 et 10: 200 pl, 1@ellules dev. pectenicidasouche A496.

Les coquilles n°1 et 2 ne recoivent aucune injactibsont conservées comme contréle.

Au bout de 48 heures, I'hémolymphe des animauyEdevée selon la méthode décrite
dans le§ Test CL, matériels et méthode, patgegroupée par série de deux coquilles. Quatre
fois 100 000 hémocytes de chaque série sont dispdesés quatre tubes a scintillation et
complétés a deux mL par de I'eau de mer stéritudtiminol. L’activité chimioluminescente
(CL) de base est mesurée dans un compteur a ktiatil sur le mode de comptage
monophotonique, puis apres environ 40 minutes, yamosan est ajouté dans les tubes (80
particules par hémocyte). L'activité¢ CL des cingies est alors mesurée pendant quatre
heures environ. L’activité chimioluminescente defmbcytes des différentes séries est
analysée au moment du pic d’activité soit envirdom¥nutes aprés I'ajout de zymosan.

2. Résultats

Aucune différence significative n’apparait danstéenbre d’hémocytes par mL préleve
dans les différentes séries.

De méme, le niveau d’'activité¢ des hémocytes deferdiites séries, avant ajout du
zymosan, ne permet pas de différencier les animaux.

En revanche, I'activité CL, mesurée apres 'ajopitzggmosan, permet de distinguer les
hémocytes provenant d’animaux inoculés Yapectenicidade ceux inoculés par de I'eau de
mer stérile ou les hémocytes des animaux témoiigsirg-25, p.94). En effet, les hémocytes
des animaux inoculés pay. pectenicidaprésentent une activité chimioluminescente
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nettement inférieure aux hémocytes des animaux itBm(irois a quatre fois moins).
L’augmentation des doses e pectenicida(10’, 1 et 10) ne semblent pas entrainer de
différences.

16000007

1200000
I N.S

800000

activité CL (cpm)

4000001 *

Zéro
contrble
+ EMFS

+ 10E7
bact.
+ 10E8
bact
+ 10E9
bact

Figure 25. Niveau d’activité CL mesuré 40 min apeagsivation par du zymosan sur des
hémocytes de P. maximasiulte: cing sériesContréle animaux non inoculéstEMFS:
animaux inoculés par 200 ul d’eau de mer stérilkesQE7, 10E8, 10E9animaux inoculés
par 10, 10® et 10 cellules de V. pectenicidaouche A496. (comparaison avec la série
contrble, anova, n=4¢=0,01: N.S: non significatif,*: significatif).

L'inoculation deV. pectenicida dans I'hémolymphe ne semble pas modifier la
concentration hémocytaire: les prélevements réatiséis tous les lots présentent des valeurs
similaires. Une diminution aurait pu signifier usitaque des hémocytes par les bactéries. Une
augmentation de la concentration hémocytaire apraifaire penser a une mobilisation des
hémocytes vers la zone infectée. Ainsi, Oubetlal. (1996) montrent une augmentation du
nombre total d'hémocytes ch&uditapes philippinaruntrois jours aprés l'inoculation de
cellules vivantes d¥. tapetis

Si la concentration hémocytaire ne varie pas dassdifférents lots, par contre la
réponse des hémocytes des animaux inoculé¥ .paectenicidaest nettement affaiblie, sous
l'effet d'une stimulation par le zymosan. Aucunegpessivité dans l'inhibition n’apparait
avec les doses croissantes de bactéries inocuEesveau maximal de I'inhibition est atteint
dés la dose de iGellules. Ceci laisse supposer que des concemtsaplus faibles sont
efficaces.

Pour interpréter correctement ces résultats il iafedlu un plus grand nombre
d’animaux par conditions et des témoins supplénrestapar exemple, avec des bactéries
chauffées, d’'autres bactéries pathogénes et désrieacneutres. Enfin, un suivi sur plusieurs
jours de l'activité aurait apporté des informati@ssentielles sur I'état excité des hémocytes,
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leur nombre, la durée de cet état perturbé. Cemegs#terait un grand nombre d’animaux
puisqu’a chaque mesure ils sont sacrifiés.

Cependant, la tres nette réponse observée, permaffirnder qu’'une infection
bactérienne par les vibrios, sans induire de nit#abu de symptémes visibles, est capable
de baisser, de facon sensible, les capacités @mseimmunitaire d’'un bivalve. Il devient
alors plus vulnérable a d’autres pathogénes depgpesite ou virus.

D. Conclusion

Les expérimentations présentées dans cette tragpamie n’avaient pas pour ambition
d’estimer de facon précise les différences de c¢tgzace défenses mises en oeuvre lors
d’attaques bactériennes par les larves ou les emduBien qu’elles soient toutes deux
préliminaires, ces expériences indiquent la lindee la résistance des adultes aux vibrios.
Elles montrent en effet, que les coquilles Saiotjdas peuvent étre sensibles aux infections
bactériennes externes de méme que la palourdegesedhapes philippinarumest sensible a
V. tapetisdans le cas de la maladie des anneaux bruns.

Le développement du vibrio VB, s'est produit ichgaes conditions sans doute un peu
stressante, notamment de faible renouvellementud'@apourrait toutefois expliquer le
brunissement prématuré des valves observé depeligups années en rade de Brest. D’autres
hypotheses (pesticides, algues) ont été avanc&eésifegdes expérimentalement (Larvor, 1996)
mais I'hypothése bactérienne n’'a pas été encoreréep Bien que le brunissement ne soit
gu’une réaction de défense non spécifique, il saressaire de vérifier qu'une bactérie n'est
pas responsable du brunissement observables atned'aspéces.

Les moyens de défenses des mollusques, mis en geunenunément admis pour éviter
gue ne se forme un film bactérien sur leur tissast la formation de mucus et I'excrétion de
molécules antibactériennes. Les bivalves sécretdgatement un polymeére, proche de la
mélanine, qui possede une activité antiseptiquiiegtirobage des organismes étrangers. Les
vibrios qui arrivent a proliférer juste au contafg ces tissus sont donc résistants a ces
activités antibactériennes. C'est vraisemblablenters des bactéries pathogénes externes
tels VB ouV. tapetis

L’inoculation de fortes doses dé. pectenicidaréalisé au cours de ce travail a des
coquilles Saint-Jacques adultes, n'entraine pa®uohenages irréversibles, méme si des effets
notables sur les hémocytes sont observés. Une dimskJ n’est pas une concentration
considérable puisqu’elle est atteinte lors d’'undif@ration locale, par exemple sur un tissu
nécrosé. Ces septicémies ou ces bactériémies gendtddleurs se manifester naturellement
(Prieuret al. 1990). Cependant, la présence de ces vibrios mieilsajue la réveélation d'un
état physiologique dégradé ou au contraire sondil®rigine de son affaiblissement? La
réponse a cette question pourrait apporter d'issardgs eléments d'explication, en particulier
dans le cas des infections a herpes virus. En dffédvére que dans quelques cas, une souche
de vibrio est associée au virus herpes au cougsddes de mortalité de larves d’huitre
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(Nicolas, communication personnelle). Un phénomiemtique pourrait exister chez les
juvéniles deC. gigas les vibrios venant en synergie diminuer les ca@scde défense.

En tout état de cause, I'hypothése d'un renforcentms défenses par la simple
croissance en taille comme le suppose Elston ()98@at pas suffisante pour expliquer la
résistance a des proliférations internes des hestél’inoculation de doses massives,
directement dans 'hémolymphe, n'a pas provoqu&eaggicémie chez les coquilles Saint-
Jacques adultes, du moins aprés 48 heures. lealasic d’autres facteurs de défense, facteurs
circulants comme les peptides anti-bactériens @i plas grande capacité de neutralisation
des hémocytes.

Dans le cadre de ce travall, il était impossibletudier les modifications qui s’operent
entre les défenses de la larve et celles de l'adnlis des comparaisons entre la réponse des
hémocytes de larves et celles d’adultes pourraientzisager. Elles nécessiteraient cependant
la mise au point d'une méthode de séparation daesdyes de larves.

Enfin, les molécules capables d’atteindre le systdmdéfense a la fois chez les larves
et les adultes sont-elles de méme nature? |l esisséire pour apporter un début de réponse a
cette question, d'isoler et d'étudier les carastigties et la nature chimique des substances
actives.
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VI. Quatrieme partie : toxines internes

A. Mise en évidence

1. Introduction

Le test CL a permis de mettre en évidence la ctpag certains vibrios a inhiber
presque totalement l'activité CL des hémocytesede éspece cible;. gigaspour la souche
S322 etP. maximuspour la souche A496 d€. pectenicidales différentes expériences,
menées ci-dessous, tenteront de préciser le medtiali de ces vibrios sur les hémocytes et
de confirmer I'hypothese de toxines internes, Beérau cours de la lyse bactérienne qui suit
la phagocytose par les hémocytes.

2. Matériel et méthodes

Dans un premier temps, des fractions cytoplasmigiesssouches Ul, S322 et A496
seront utilisées en test CL dans le but de valeerésultats observés en élevage axénique et
notamment I'activité de la fraction cytoplasmique.

Dans un deuxiéme temps, une mesure de la viallk® hémocytes soumis \&
pectenicidasouche A496) ou a des extraits cytoplasmiquatte souche sera réalisée.

Enfin, de maniere a mieux comprendre l'activité simsches d&. pectenicidaun test
CL sera réalisé en ajoutant des bactéries détmpdteka chaleur, ou formolées.

a) Préparation des extraits cytoplasmiques

La souche A496 est inoculée dans une fiole condpe250 mL, milieu de Zobell
liquide. Apres 48 heures de croissance, cette reulest utilisée pour ensemencer un
fermenteur de 15 litres de milieu de Zobell liquides conditions de croissance sont les
suivantes: 25°C, pH 7,8, saturation en oxygene.[@égvements réguliers sont réalisés pour
suivre I'évolution de la concentration bactériepae DQ4onm

Apres 26 heures de culture, alors que la phaserstaire est atteinte (Figure 26,
p.100), les bactéries sont centrifugées en contiayéate de bactéries obtenue pése 41 g pour
un nombre estimé de 1,5 x'#Mactéries. Elle est remise en suspension dan®lume de
100 mL par ajout de NaCl stérile 10%0. Les 100 mhtguassés deux fois dans la presse de
French a 18 000 Psi pour casser les cellules lhaatés. La solution obtenue est alors
centrifugée a 100 000g pendant 40 min pour sédemelat fraction membranaire. Le
surnageant (fraction cytoplasmique) est recupéitée & 0,2 um (filtres minisart SRP 25,
Sartorius) et réparti en aliquotes de 1,6 mL, tubgsendorf stériles, puis congelé a -80°C.

La méme opération est réalisée avec la souche &3&pteé le passage en fermenteur.

L’extrait cytoplasmique est préparé uniquement @irpde 200 mL de culture soit 7 x 0
bactéries.
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Figure 26. Suivi de la D.O. a 540 nm pour la cutten fermenteur de la souche A496 de V.
pectenicidaen fonction du temps.

b) Test CL: extrait A496 et S322

Un test en chimioluminescence est réalisé sel@rdecole décrit dans I8 Test CL,
matériel et méthodes, p./&vec addition des éléments particuliers suivants:

Sur 100 000 hémocytes & maximussouche A496, 100 bactéries par hémocyte et 0,8,

4, 8 et 16 pL de la fraction cytoplasmique A496.

La fraction cytoplasmique A496 est ajoutée sousvolume fixe de 50 pL par

ajustement avec du NaCl 10%eo.

Sur 50 000 hémocytes @& gigas:souche S322, 100 bactéries par hémocyte et 2, 20,
66 et 200 uL de la fraction cytoplasmique S322.

La fraction cytoplasmique S322 est ajoutée sousvelnme fixe de 200 pL par
ajustement avec du NaCl 10%o.

Dans les deux expériences, afin de respecter laditmns standard du test CL,
notamment la durée des cycles, le nombre de tigtenmplété a 60 par des tubes vides.

c) Dosage des extraits cytoplasmiques

Il est nécessaire de comparer I'activité des bemstér celle des extraits cytoplasmiques.
Cette relation se fait en attribuant a un volumexttait cytoplasmique son équivalent
théorique en nombre de bactéries. La base du cektuléalisée a partir du nombre de
bactéries utilisé pour la préparation de I'extrdie passage a la presse de French et
I'ultracentrifugation ensuite peuvent entrainer gestes. Elles sont évaluées par un dosage
des protéines totales (méthode de Lowry adapté\Eerborg et Matthews, 1984) sur les
bactéries entieres, puis sur les fractions cytopilgses apres séparation.
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d) Test CL de contrble: extrait Ul

Pour vérifier que l'activité observée avec les &ixérdes souches de vibrios A496 et
S322 est bien spécifique de ce type de bactériextrait cytoplasmique de la souche Ul est
également testé. La souche Ul n'est pas pathogaurelgs larves d€®. maximuset a été
isolée en dominance dans des élevages larvaires. daiautre part, elle ne présente pas
d’activité inhibitrice significative sur les hémdeg deP. maximusians les conditions du test
CL.

Un extrait cytoplasmique est réalisé selon la nehdécrite pour la souche S322, a
partir de 2,3.18 cellules. Cet extrait est injecté & des hémocgie®. maximusselon le
protocole habituel du test CL et son activité eshparée a celle d’'un extrait de la souche
A496 deV. pectenicidalLes volumes d’injection sont calculés de facareaue les extraits
soient issus d’'un nombre identique de bactéries lesudeux souches.

e) Effet cytotoxique: souche A496

Si le test CL permet d'observer linhibition de dtavité chimioluminescente des
hémocytes, il ne permet pas de conclure si la bactgit directement sur le burst
respiratoire ou si I'atteinte est plus général@igeau de 'hémocyte (cytotoxicité).

Pour cela 100 000 hémocytes prélevés sur un phéhtblymphe issu de deux coquilles
Saint-Jacques adultes sont disposés dans 80 pLSI'&M une lame de verre. Les tests sont
réalisés en triplicat. Une premiere série de lam&sutilisée comme contrdle. Dans une
seconde série seront ajoutées 1.t6llules de la souche A496 dé pectenicida(100
bactéries par hémocytej dans une troisieme, 25 pL de I'extrait cytoplasreigie la souche
A496. Les lames sont mises a incuber en chambrédieuan20°C pendant 6 heures. Au bout
de cette période, sur chaque lame est ajouté gbluvm mélange acridine orange/bromure
d’éthidium a 1 ppm dans du tampon PBS (chlorureatbum 150 mM, phosphate de sodium
150 mM, pH 7,2). Les lames sont observées sousostope a épifluorescence (x400). Les
hémocytes viables apparaissent en vert, les héawayin viables en orange (Mishell et
Shiigi, 1980). Un comptage est effectué pour chalguee sur 100 a 200 cellules pour
déterminer le pourcentage de cellules mortes. Lgeme de chaque série est comparée aux
autres par analyse de variance simple (n&=30,05).

f) Bactéries mortes

De maniere a compléter l'information sur les modestion deV. pectenicida des
bactéries, préalablement dénombrées, sont soiffékaul0 min a 100°C au bain-marie soit
formolées par ajout de 1% de formaldéhyde. Lesébbiast mortes sont ajoutées a raison de
100 000 par hémocyte R maximust un test CL est réalisé.
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3. Résultats

a) Extraits A496 sur hémocytes d& maximus

Les résultats de cette premiére expérience sosepi@s a la Figure 27, p.102. lls
permettent, d’'une part, de confirmer la forte at#ivnhibitrice des bactéries de la souche
A496 deV. pectenicidasur I'activité¢ CL des hémocytes d& maximus D’autre part, ils
montrent que les extraits cytoplasmiques de late#e 96 ont la capacité d’inhiber I'activité
CL des hémocytes de. maximus L'injection de 16 pL de I'extrait cytoplasmiques da
souche A496 entraine une inhibition du méme ordregdandeur que la bactérie entiere
vivante.

Il est également intéressant de noter que l'aétiuihibitrice décroit quand la dose
d’extrait injecté est diminuée. A 0,8 pL d’extrdigctivité inhibitrice n’est plus significative.
Ces résultats déemontrent la présence d’'un ou pitssfacteurs d’inhibition de I'activité CL
des hémocytes dans la fraction cytoplasmique deuahe A496.

Extrait cytoplasmique souche A496

20000007 HémocytesP. maximus
1600000
T
-
O 1200000
L
= '|'
8 800000
400000
mm I
base A496 16pL 8 uL 4 uL 0,8 uL  contréle

Figure 27. Données CL ( + erreur standard, n=4) efales avec des hémocytes de P.
maximusstimulés par le zymosan apres un contact avec6A20Q0 bactéries par hémocyte,
souche A496; 0,8uL - 4pL - 8uL - 16 pL: doses dhéxicytoplasmique A496; base:
hémocytes non stimulés; contrdle: hémocytes stsaé le zymosan sans contact avec des
bactéries ou extraits bactériens.
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b) Extraits S322 sur hémocytes @ gigas

Les résultats de cette premiére expérience sosepirés a la Figure 28, p.103. Dans
cette expérience la capacité d’inhibition de I'eité CL des hémocytes d@. gigaspar la
souche S322 est retrouvée. La encore, une dostaiteytoplasmique de la souche S322, si
elle est suffisamment importante (ici 200 L) eimeaune inhibition significative de I'activité
CL. Des doses plus faibles d’extraits provoquer baisse d’'activité plus faible et avec 2uL
d’extrait aucune activité significative n’est enstgee. Comme pour la souche A496, ces
résultats démontrent I'existence de facteurs asiifis I'activité CL des hémocytes dans la
fraction cytoplasmique de ces vibrios.

Extrait cytoplasmique souche S322
500000 Hémocytes deC. gigas

400000 T

300000

200000

activité CL
_‘

100000

O -
base S322 200upuL e66pupuL  20puL 2 uL  contréle

Figure 28. Données CL ( + erreur standard, n=4) efnies avec des hémocytes de C. gigas
stimulés par le zymosan aprés un contact a&322 100 bactéries par hémocyte, souche
S322;2uL - 20uL - 66puL - 200 pldoses d’extrait cytoplasmique S32izise hémocytes non
stimulés; contrble hémocytes stimulés par le zymosan sans contaxt dgs bactéries ou
extraits bactériens.

c) Dosage des extraits cytoplasmiques

Les résultats des deux expériences précédentegeomis de montrer I'existence de
facteurs actifs dans les extraits cytoplasmiques \dbrios S322 et A496. Les quantités
utilisées pour obtenir une inhibition d’environ 7a#é I'activité CL sont différentes pour les
deux bactéries, 200uL pour S322 et 16uL pour A496.Tableau 21, p.104, permet de
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comparer la valeur réelle des doses injectées menant la quantité d’extrait injecté au
nombre de bactéries utilisées pour sa prépardilertableau permet également de comparer
I'activité de la bactérie vivante et celle des ait$:.

Il apparait alors, que si 100 cellules bactérierwigantes par hémocyte suffisent a
réduire l'activite CL de 70 a 80%, il faudra unesdod’extrait correspondant a 27 600
équivalent-bactéries pour la souche A496 et 10 @@ la souche S322. C'est a dire qu'il
existe un facteur 276 ou 100 entre la bactérientevat I'extrait cytoplasmique.

Tableau 21:

A496 fermenteur) S322(erlen)
Concentration (cell./ mL) 1x 10 48 x 10
Volume 15 litres 150 mL
Nombre total de bactéries 1,5 x 16° 7,2 x 103°
Poids (apres centrif.) 41 g -
Rendement presse de French
(estimation par dosage 69 % 75 %
protéique)
Equivalent bactérie / mL 1,72 x 16* (60 mL) 2,5x 16 (21,7 mL)
extrait
Volume d’extrait pour:
1 x 10 bactéries®. maximu}p 0,058 pL
0,5 x 10 bactéries€. gigad 2,00 pL
Dose inhibitrice (70/80%) 16 pL 200 pL
En équivalent bactéries 2,75 x 18 0,5x 10
Facteur de différence (en
nombre de bactéries par X 276 X 100
hémocyte)

Les rendements obtenus avec la presse de Frengbrpeitire comparés aux résultats
présentés par Hancock et Poxton (1988) qui donmerdourcentage de cellules cassées par
cette méthode, compris entre 75 et 100%.

d) Test CL de contrble: extrait Ul

L’importance du facteur multiplicateur (x276 ou X)0nécessaire pour observer des
résultats d’activité similaire entre la bactérievarite et son extrait cytoplasmique pose
guestion: I'activité observée n’est-elle pas duepsement a une toxicité de lI'extrait du fait
d’'une trés forte concentration des éléments bactgril’application du test CL aux extraits
cytoplasmiques d’une souche non active vivanteldisouche U1) est donc primordiale pour
pouvoir affirmer que I'activité inhibitrice obsemésur S322 et A496 est bien reliée a leur
caractére pathogene. En ce sens, les résultagésdglt avec la bactérie Ul (Figure 29, p.105)
sont révélateurs. En effet, un extrait cytoplasmjquréparé a partir de 2,7°10actéries, et
injecté a des hémocytes d& maximusne provoque aucune inhibition significative de
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l'activité CL. En paralléle le méme extrait de taushe A496 provoque une baisse d’'activité
CL de I'ordre de 50%.

Test CL: extrait bactérie Ul

500000

400000 T

300000

200000

activité CL

100000

O 1
base contrble ext. A496 ext. Ul

Figure 29. Données CL ( + erreur standard, n=4) etales avec des hémocytes _de P.
maximus stimulés par le zymosan aprés un contact avec: A#96: 25 uL d’extrait
cytoplasmique A496, soit 2,75°10équivalent-bactéries; ext Ul: 83 pL d'extrait
cytoplasmique U1, soit 2,7.1@quivalent-bactéries. base: hémocytes non stimat#grole:
hémocytes stimulés par le zymosan sans contactageextraits bactériens.

e) Effet cytotoxique: souche A496

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessmrgrent qu’aprés six heures de contact
avec la souche A496 dé pectenicidgprés de 70% des hémocytes sont morts contre rdeins

25% pour les témoins. De plus, les hémocytes misoatact avec I'extrait cytoplasmique de

cette méme souche présentent plus de 90% de rt@rthkest également important de noter
gue les hémocytes présentent un aspect arrondoretpas l'aspect classique avec des
pseudopodes et filopodes. Cet aspect est cardicpgeisl’hémocytes perturbés.

Tableau 22:

Lame de verre (triplicat) % mortalité hémocytameres 6 h)
Témoin 23,94 %

Hémocytes + bactéries A496 69,50 % (*)

Hémocytes + extrait cyt. A496 92,82 % (*)
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f) Bactéries mortes

L'addition de bactéries mortes de la souche A496Vdeectenicida par chauffage ou
traitement au formol, n'entraine aucune inhibisggnificative (n=4,a=0,01) de l'activité CL
des hémocytes dB.maximus L'ajout de ces bactéries aux hémocytes n'a paaied de
déclenchement du CR.

4. Discussion

L’ensemble des résultats présentés montre quavitécinhibitrice, observée sur les
hémocytes aprés un contact avec les vibrios, dsburee alors que seule la fraction
cytoplasmique de ces bactéries est présente. élamadint, la fraction cytoplasmique de la
souche Ul, testée dans les mémes conditions, ndranamicune activité inhibitrice
significative, confirmant ainsi la relation factewactifs/vibrios pathogénes.

D’autre part, le suivi des mortalités des hémocgtmanis soit a la souche Ad49eé V.
pectenicida,soit a I'extrait cytoplasmique, montre une acéwvitytotoxique de cette souche,
entrainant la mort cellulaire des hémocytes.

Une des principales difficultés dans I'étude deitalence des bactéries est de pouvoir
relier l'activité toxique, ou des toxines, a la hadénicité. Egidius (1987) souligne
limpossibilité de certains auteurs a relier I'eff@molytique dé&/. anguillarum par exemple,

a son caractere pathogene. De son coté, Elstod)19& les larves de mollusques, indique
gu’il est impossible de séparer le réle des toxidescelui de l'action d’invasion et de
prolifération des bactéries dans les tissus.

Cependant, certaines pathologies larvaires ont pa Beproduites en inoculant
seulement des surnageants de culture (Umbreitipt, td975; Brown et Roland, 1984,
Nottage et Birkbeck, 1986).

De plus, dans certains cas, la perte d’'un carad®kérulence, et notamment la capacité
de production d'une toxine, rend le pathogene ewdif. Inversement, I'acquisition de
certains caracteres de virulence peut transformerbactérie commune en pathogéne. Cette
acquisition peut avoir lieu naturellement ou artdllement par transfert de matériel génétique
(plasmide).

Dans le cas d¥. pectenicidala possibilité d’'induire des mortalités chez lasés deP.
maximussemble étre, pour une part, liee a sa capaciieralés hémocytes. Les toxines
contenues dans le cytoplasme de la bactérie rejgartul’inhibition de I'activité CL et
accélerent la mortalité des hémocytes. Il est égae probable qu¥. pectenicidaest capable
de détruire d’autres cellules a activité phagoegtaCertaines cellules de la glande digestive
possede ce type d’activité. La présence de basj@ixservées précédemment en microscopie,
dans les cellules du tractus digestif est un élémsapplémentaire pour étendre l'activité
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cytotoxique non seulement aux cellules de défepge hémocyte mais aussi a certaines
cellules spécialisées du systeme digestif.

Ainsi V. pectinicida par l'intermédiaire de ces facteurs toxiques rivgs, pourrait
affecter a la fois le systeme de défense et leemyestdigestif de la larve. Si ces activités
peuvent suffire a expliquer la virulence \depectenicidail existe vraisemblablement d’autres
mécanismes qui interviennent dans la relation pateegéene.

Cependant, la concentration des extraits cytop@ses, en équivalent-bactérie, doit
étre augmentée d’'un facteur 100 a 276 pour étik eetqui est considérable. Ce phénomene
pourrait étre expliqué par le fait que seule unei@ales facteurs toxiques se trouve dans
I'extrait cytoplasmique: soit les facteurs toxiqumésents dans le cytoplasme le sont en partie
sous forme de précurseurs peu ou pas actifsilseibnt en partie liés a la membrane. Dans
ce cas, c'est le passage a la presse de Frengagune action mécanique violente , pourrait
décrocher les molécules actives qui resteraiens alans la fraction cytoplasmique.

Une autre hypothése, quant a la perte d’'activitd'aldrait par rapport a la bactérie
vivante, est celle des différents traitements migces, chimiques et thermiques appliqués a
la bactérie pour en obtenir I'extrait.

Un autre élément d’explication pourrait venir d’'umeauvaise pénétration de la
molécule dans les hémocytes cibles. La bactériant®; en tant que vecteur de facteurs
toxiques, a l'avantage d’étre adsorbée sur I'hénsoey phagocytée. Les facteurs toxiques
sont alors directement relargués dans la cellldge.cDe plus l'attirance entre la bactérie et
I’lhémocyte est favorisée par I'existence de motcplacées au niveau des membranes; c’est
le phénoméne de chimiotactisme (Fisher, 1986). @éngméne a été décrit pour de
nombreuses bactéries mobiles vis-a-vis de leulsleglcibles (Finlay et Falkow, 1989) et
notamment chez les bivalves.(virginica Howland et Cheng, 1982).

A ce titre, il est intéressant de noter que desébi@s mortes (par chauffage ou ajout de
formol) n'ont aucune activité sur les hémocytesisdas conditions du test CL: leur mise en
contact avec les hémocytes n'entraine pas de déelerent du choc respiratoire et aucune
inhibition n'est enregistrée aprés ajout du zymokantraitement a la chaleur ou au formol
dénature profondément les structures membranairpswerait donc perturber I'attachement
des bactéries aux hémocytes. Cette explicatiorc@sredite par le fait que des particules
inertes du type zymosan sont capables de déclenoheR. Cependant, la taille des particules
de zymosan est largement supérieure a celle dédrigscet il est vraisemblable que l'intégrité
des membranes bactériennes, donc leur capacitéiotaatique, soit nécessaire au
déclenchement d'un CR mesurable. La réductiorattgdhce entre la membrane hémocytaire
et la bactérie réduit d'autant la phagocytosdehisité du CR et donc la libération de toxines
dans I'hnémocyte. L'absence d'inhibition aprés adddu zymosan peut s'expliquer, en plus de
la réduction de la phagocytose, par une séquestrdés toxines du fait du traitement subi par
la bactérie. Ainsi, méme si les bactéries sont ptyges, ce qui est mis en question par
I'absence de déclenchement du CR, les toxinestesia-disponibles.

Pour conclure, les résultats obtenus ici permettentrenforcer I'hypothese d’une
virulence bactérienne consécutive a la libératien toxines dans la cellule cible apres
phagocytose et lyse bactérienne.
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B. Spécificité

Le test CL a montré I'existence d’une inhibitiomtéopar certaines souches bactériennes
(notamment S322 et A496) de I'activité chimiolungoente des hémocytes d’adulte de leur
espeéce cible. D’'autre part, le test a permis detraphexistence d’une spécificité d’action de
ces deux souches, traduite par une activité infubitsignificativement supérieure de A496
sur l'activité CL des hémocytes d& maximusainsi que de S322 pour l'activité CL des
hémocytes d€. gigas

L'objectif de cette expérience spécificité estliberver I'activité inhibitrice, non plus
des bactéries vivantes, mais des extraits bactedes deux souches sur l'activité¢ CL des
hémocytes des deux especes.

1. Matériel et méthodes

Un test en chimioluminescence est réalisé sel@rdeocole décrit dans I8 Test CL,
matériel et méthodes, p.@vec addition des éléments particuliers suivants:

Sur 100 000 hémocytes e maximugexpérience n°1): extrait A496 et extrait S322.

Sur 100 000 hémocytes @e gigas(expérience n°2): extrait A496 et extrait S322.

Les doses d’extraits sont calculées en équivalactiébies sur la base de 16 pL d’extrait
A496 (dose nécessaire pour inhiber fortement VéétiCL de 100 000 hémocytes &
maximu$, soit environ 2.19équivalent-bactéries. Ceci correspond & 800 pktdi S322.
Pour éviter I'ajout d’'un trop grand volume (800peYx hémocytes dé. gigas I'extrait S322
est évaporeé et repris dans 50 pL (volume par tube).

De fagon a respecter les conditions standard duClesnotamment la durée des cycles,
le nombre de tubes est complété a 60 par des WideEs

Une analyse de variance simple (ANOVA, ne4= 0,05 ou 0,01) est réalisée pour

comparer la moyenne des valeurs obtenue par lesstriches au moment du pic d’activité
(43 min apres injection des particules de zymosan).
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2. Résultats

Les résultats montrent que l'addition, a dose éuaive, d’extraits cytoplasmiques
bactériens de la souche A496 We pectenicidaou S322 d'unVibrio sp, entraine une
inhibition équivalente de I'activité CL, quel queitsle type hémocytaird?. maximugFigure
30, p.109) olC. gigas(Figure 31, p. 110).

Pecten maximus
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Figure 30. Effet inhibiteur des extraits cytoplagme des souches A496 et S322 sur I'activité
CL des hémocytes de P. maximus
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Figure 31. Effet inhibiteur des extraits cytoplagme des souches A496 et S322 sur I'activité
CL des hémocytes de C. gigas

Il est également intéressant de noter que les hdasanis en présence d'extraits
bactériens, que ce soit de la souche S322 ou Agt86entent une baisse d’activité CL nette
des la premiere mesure a t = 43 min. L'effet esicdelativement rapide.

Les tests CL realisés précédemment montraientstemrce d’'une inhibition spécifique
de ces deux souches sur les hémocytes de leureesipés;, a savoiP. maximugpour A496 et
C. gigaspour S322. Cette spécificité n'existe plus avex dgtraits bactériens. Les deux
courbes d’activité CL se confondent presque paraént et a t = 127 min, c’est a dire 43 min
apres l'injection du zymosan, I'inhibition est dertire de 90% et les résultats obtenus par les
deux extraits sur les deux types d’hémocytes nemsignificativement différents.

Les extraits cytoplasmiques agissent donc de nmardentique et provoquent des effets
similaires quand ils sont utilisés dans les ménmalitions.

Ce résultat permet d’envisager I'existence d’unén® commune a plusieurs espéces de
vibrios.

Nottage et al. (1989) montrent également I'existence d'une at&iwtiliostatique,
provoquée par une toxine de petit poids moléculainez au moins trois especes de vibrios,
V. anguillarum V. tubiashiietV. alginolyticus
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C. Determination de la fraction active (Extrait A49  6)

Le test CL a mis en évidence des éléments cytalesiglans la fraction cytoplasmique
de V. pectenicidasouche A496). L'objectif du travail suivant estgbayer de déterminer le
plus précisément possible la nature des fractiesgansables de cette activité. Pour cela des
séparations ont été réalisées sur I'extrait brial.tdn test standard de chimioluminescence
est alors réalisé pour rechercher parmi les frastimuvelles obtenues, celles qui conservent
l'activité cytotoxique.

Dans une premier temps, des traitements chimigupbysiques ont été appliqués a la
fraction brute totale (chaleur, acide, protéasdirafion...) pour en déterminer les
caractéristiques générales. Dans un second temes, cdlonnes de séparation en
chromatographie liquide haute pression (HPLC) oté etilisées pour des essais de
purifications des molécules actives.

1.  Caractéristiques générales

a) Matériel et méthodes

Chacune des expérimentations dont le protocoledeshé ci-dessous [§(1), p.111 a
§(7), p.113 ] est suivie d’'un test en chimiolumicessce. Ce test CL reprend le protocole
général décrit au 8§ Test CL, matériel et méthode&. Il est effectué avec des hémocytes de
P. maximuset systématiquement avec une série niveau aé1e série niveau de base , une
série contrble , une série extrait dans lagusdl@ ajouté I'extrait brut total de la souche
A496 (25 pL). Enfin, en plus des séries permettiantester les différentes fractions obtenues,
un témoin (ou plusieurs si nécessaire) sera réalpatir d’'une solution de NaCl 10%. soumis
au méme protocole.

D’autre part, une analyse de variance simple (ANQYA= 3 ou 40 = 0,01 ou 0,05)
permet de comparer les différences entre les m@gedes valeurs obtenues par les différentes
fractions, au moment du pic d’activité.

(1) Chaleur

La fraction cytoplasmique est chauffée au bain-endf min a 70°C ou a 100°C. Le
précipité obtenu est éliminé apres centrifugation.
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(2) Traitement a la protéinase K

La fraction est mise a incuber a 35°C pendant Ienen présence de protéinase K
(Sigma, solution & 20 mg.rifi. concentration finale 0,4 mg.ri), puis la protéinase est
inhibée par ajout de PMSF (phénylméthanesulfonybritle: solution stock 0,2M dans
I'éthanol) en concentration finale 1 mM. Un témest réalisé en exposant au méme protocole
un volume identique de NaCl 10%o stérile.

3) Précipitation a I'acide perchlorique

Une aliquote de la fraction cytoplasmique (1,6 ek} diluée avec 5,07 mL de NaCl
10%.. Apres contrdle du pH, les protéines sont pit&s par ajout d'acide perchlorique
(0,9M final soit 0,51 mL HCL® 70%). Le précipité est éliminé par centrifugatith 000 g
pendant 10 min. Le surnageant est neutralisé paKfiO; 2,5M (environ 1,3 mL). Le
précipité de perchlorate apparu au cours de laral@ation est également éliminé par
centrifugation et le surnageant filtré a 0,2umaetgelé avant utilisation. Un témoin est réalisé
en exposant au méme protocole un volume identigu&laCl 10%. stérile. Le volume de
linoculum tient compte de la dilution entrainéer pajout de lI'acide perchlorique et du

K2COs.

4) Précipitation a I'acide trichloracétique (ATC)

A 1 mL de la fraction cytoplasmique est ajouté 1 diRTC 15% (en poids); apres
centrifugation 10 000 g, cing minutes le surnagedntcupéré et le pH neutralisé par ajout
d'environ 3 mL d'un mélange Fréon (1.1.2 trichloflobroéthane 99%) 10 mL, amine (tri-n-
octylamine) 2 mL préparé au dernier moment. Le ngdaest effectué par une vigoureuse
agitation; le pH de la phase aqueuse supérieurmas®dlé par papier pH (le mélange amine-
fréon est versé jusqu'a obtention de la neutralité) témoin est réalisé en soumettant au
méme protocole un volume identique de NaCl 10%dlstéire volume de I'inoculum tient
compte de la dilution entrainée par 'ajout deitlac

(5) Extraction au butanol

A 1 mL d'extrait bactérien est ajouté 1 mL de bataAprées une vigoureuse agitation et
une centrifugation cing minutes a 9 000 g, la plsag®rieure (butanol + fraction lipidique)
est récupérée et mise de c6té. La phase aqueusielgsttement pipetée au travers du
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précipité a l'interphase et disposé dans un tuberpr Une deuxieme extraction est réalisée
sur cette phase aqueuse en ajoutant du butanbloloLa phase supérieure est ajoutée a celle
précédemment mise de c6té et la phase aqueusedisecteement mis en présence des
hémocytes (24 pL). La phase lipidique, dans lermlteest évaporée puis redissoute dans un
meélange NaCl 10%o, diméthyl sulfoxyde (DMSOQO) 0,1%7(lL). Deux témoins sont réalisés en
soumettant & ce protocole un méme volume de Na®%é &€rile: 'un correspondant a la
phase lipidique (témoin L) l'autre a la phase npidique (témoin NL).

(6) Extraction par la méthode de Bligh et Dyer (1959)

A 1 mL d'extrait bactérien est ajouté 2 mL d'éthgno et 1 mL de chloroforme. Apres
une vigoureuse agitation le mélange est monophasell d'eau glacée et 1 mL de
chloroforme sont alors ajoutés. Aprés agitationmnidange comporte deux phases: la phase
inférieure = chloroforme + fraction lipidique (leloroforme est éliminé par évaporation et les
lipides repris dans un mélange NaCl 10%, DMSO 0,P6mL); la phase supérieure
eau+méthanol comporte les éléments non-lipidiqeetadraction bactérienne. Le méthanol
est éliminé par évaporation et le culot repris ddmsNaCl 10%. (1 mL). Deux témoins sont
réalisés en soumettant a ce protocole un méme woldm NaCl 10%. stérile: I'un
correspondant a la phase lipidique (témoin L) Fauat la phase non lipidique (témoin NL).

(7 Poids moléculaire

L'extrait A496, préalablement traité a I'ATC (protbe (4), p.112), est filtré par
centrifugation de 3 000 & 5 000 g en tubes MicrB&&iitron (Filtron technology corporation,
Northborough; MA 01532) possédant des coupuresitle & 30, 10, 3 et 1 kDa. Un méme
échantillon est filtré successivement puis testé.
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b) Résultats

) Chaleur

L'extrait chauffé a 70°C ou 100°C pendant 10 misutee présente pas d'activité
significativement différente (ANOVA, n = 4 = 0,05) de celle de I'extrait brut. (Figure 32 et
Figure 33, p.114 et p.115).
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Figure 32. Effet de la température (70°C, 10 min) $activité inhibitrice de I'extrait
cytoplasmique (souche A496 de V. pectenjcida
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Figure 33. Effet de la température (100°C, 10 nsum) I'activité inhibitrice de I'extrait
cytoplasmique (souche A496 de V. pectenjcida

(2) Traitement a la protéinase K

L’extrait traité a la protéinase K ne présente ghastivité significativement différente
(ANOVA, n = 4,a = 0,05) de I'extrait brut (Figure 34, p.115). Dimupart, I'eau distillée
traitée a la protéinase suivi de la neutralisaanle PMSF ne perturbe pas I'activité CL des
hémocytes (controle P.K).
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Figure 34. Effet du traitement a la protéinase K I&activité inhibitrice de I'extrait
cytoplasmique (souche A496 de V. pectenjcida
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3) Précipitation a I'acide perchlorique

L'extrait traité a l'acide perchlorique ne présergas d'activité significativement
différente (ANOVA, n = 4a = 0,05) de I'extrait brut (Figurss, p.116). D’autre part, I'eau
distillée traitée dans les mémes conditions neupmgt pas I'activite CL des hémocytes
(témoin acide).
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Figure 35. Effet du traitement a I'acide perchlargsur I'activité inhibitrice de I'extrait
cytoplasmique (souche A496 de V. pectenjcida
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(4) Précipitation a I'acide trichloracétique (ATC)

Le traitement a I'acide trichloracétique préserge tBsultats similaires a ceux obtenus
avec l'acide perchlorique (Figure 36, p.117).

Acide trichloracétique (ATC)
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Figure 36. Effet du traitement a I'acide trichlotéque sur 'activité inhibitrice de I'extrait
cytoplasmique (souche A496 de V. pectenjcida
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(5) Extraction au butanol

L’extrait délipidé présente une activité non diééte de I'extrait brut (ANOVA, n = 4,
o = 0,05). La fraction lipidique présente une atéivnhibitrice intermédiaire. L'eau distillée
ayant subi la méme extraction ne perturbe pasvigeiCL des hémocytes (Figure 37, p.118).
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Figure 37. Activité inhibitrice des fractions lipgilies et non lipidiques de I'extrait
cytoplasmique (souche A496 de V. pectenjcida
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(6) Extraction par la méthode de Bligh et Dyer

L’activité de [I'extrait délipidé par la méthode dBligh et Dyer n'est pas
significativement différente de celle de I'extraiut, de méme d’ailleurs que celle de I'extrait
lipidique. Dans ce cas, les témoins semblent actaszehimioluminescence sans montrer une
différence significative (Figure 38, p.119).
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Figure 38. Activité inhibitrice des fractions lipglies et non lipidiques de I'extrait
cytoplasmique (souche V. pectenicAO6).
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(7 Poids moléculaire

Quelle que soit la filtration réalisée (de 30 ablakaucune différence significative n’est
observée entre I'extrait filtré et I'extrait brugigure 39, p.120). La substance active possede
donc un poids moléculaire inférieur a 1 kDa.
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Figure 39. Suivi de I'activité inhibitrice de I'exit cytoplasmique (souche V. pectenicida
A496 apres filtration a 30, 10, 3 ou 1 kDa.)
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2. Essais de purification

Aprés avoir abordé les principales caractéristigle$a fraction active (8 b), p.114), il
était nécessaire de trouver le moyen de purifeggdht actif.

a) Matériel et méthodes

Des expérimentations préalables ont mis en évidendéficulté de la purification des
fractions actives. Cette difficulté tient principaient au test biologique (chimioluminescence)
nécessaire a mettre en oeuvre pour tester lesoftaabbtenues. En effet, si I'utilisation, dans
un premier temps, d’'une colonne de silice a pedaisettre en évidence le caractéere polaire
de la fraction active, elle a également montré dudlisation de solvants tels le
dichlorométhane ou I'acide formique perturbait éonent 'activité CL des hémocytes. De
méme trois types de colonne ont été testé (réfelSlamr" solid phase extraction tubes,
Supelco, volume 1 mL), LC-18, LC-SAX et LC-SCX. Gadonnes ont été utilisées avec les
extraits bruts, les extraits tamponnés (tamporlfiist 20 mM), a pH variable (4- 6,6 - 8). De
facon a éviter une éventuelle saturation de cesnoeks de faible volume, elles ont été
utilisées en série (3 colonnes successives). |edtaés obtenus sont décevants et n'ont pas
apporté de résultats clairs, si ce n'est I'impaettyrbateur sur les hémocytes de la
concentration en NaCl utilisée pour I'élution desloanes échangeuses d’ions, ou de la
modification du pH. Dans ce cadre, la colonne C&Bapparue la plus adaptée a notre
recherche.

(1) Nouvel extrait A496

Pour ces expérimentations de purification, un nbex¢rait de la souche A496 a été
utilisé. Il a été préalablement obtenu et test&dheaniére suivante.

Une culture bactérienne en fermenteur de la soueh@6 et une extraction sont
réalisées selon le protocole décrit dans le §.88pDans ce cas, les quantités obtenues sont
les suivantes: 40 g de pate de bactéries pour umbmoestimé de 1,2 x IDbactéries.
Contrairement a I'extraction précédente, les baagéont remises en suspension dans 100 mL
d’eau distillée stérile en lieu et place du NaC¥%d.OL utilisation de I'E.D. permet d'éviter
l'interaction du sel dans les différentes phasegul#ication.

L'extrait ainsi obtenu est testé en CL standardrpgdrifier I'activité inhibitrice et
confirmer la dose utile.
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Nouvel extrait souche A496
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Figure 40. Test du nouvel extrait cytoplasmiquei¢be_ V. pectenicida496) en
chimioluminescence.

De méme que pour le premier extrait, I'inhibitiastale de I'activité CL est obtenue
pour une dose comprise entre 12 et 24 uL.

Afin d'éviter la saturation des colonnes utiliséescours de la purification, le nouvel
extrait, aprés traitement a 'ATC (protocole 8§ (8)112), est filtré a 1 kDa (protocole § (7),
p.113). Pour contrbler I'activité aprés ce traitaind’extrait est utilisé pour un test CL
standard. Parallelement, un inoculum composé derdie A496, traité ATC, filtré 1 kDa
ayant subi une évaporation totale a 80°C sous (8deeures) puis remis en solution dans
'E.D., est expérimenté. Ce dernier test permetatdrdler le maintien de I'activité CL apres
évaporation, et permettra d’utiliser cette techai@vec les différentes fractions éluées des
colonnes séparatives. En effet, les volumes d@tusont souvent importants (de I'ordre de
guelques mL) et incompatibles avec le bon dérouhtmie test CL standard.
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Nouvel extrait A496
(traité ATC, filtré 1 kDa)
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Figure 41. Test en chimioluminescence du nouvehieéxitoplasmique (souche V.
pectenicidaA496) apres traitement a I'acide trichloracétigefiltration a 1 kDa.

Nouvel extrait A496
(Traité ATC, filtré 1 kDa, évaporation totale 80C)
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Figure 42. Test en chimioluminescence du nouvehieéxitoplasmique (souche V.

pectenicidaA496) apres traitement a I'acide trichloracétiqdidtyation a 1 kDa et
évaporation sous vide, 3 heures a 80°C.
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La dose d’extrait nécessaire a une forte inhibitlerf'activité CL des hémocytes est de
48uL soit le double de la dose d’un extrait brug.r€sultat provient de la dilution entrainée
par I'ajout volume & volume de l'acide trichloragée (ATC).

La mise a sec de I'extrait par passage au speed-88¢C n’entraine aucune perte de
I'activité inhibitrice de la fraction A496.

(2) Chromatographie liquide haute pression (HPLC)
analytique, gradient méthanol.

Cette séparation a été réalisée au sein du lalmerate Physiologie des Invertébrés
Marins, Direction de Ressources Vivantes, IFREME&)tre de Brest, sous la conduite de
Jean-René Le Coz.

Echantillon: extrait A496 traité ATC, filtré 1 kDa.

Colonne: analytique, longueur 250 mm, phase inyéype C18 (Hypersil).

injection: 200 pL

Elution: gradient de méthanol 5/50%, 1 mL.thigpompe Merck L6200A)

Détection: en continu, DO 206 nm (Merck L-4250 U\&\detector).

Nombre de fractions: 14 (collectées toutes les 2krerction collector Gilson FL203B)
Numéros des fractions testées en CL: (1.2.3)(%4)..,(14).

Le gradient et la courbe d'absorption sont présatdés la Figure 43, p.125.
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Figure 43: Courbe d'absorption a 206 nm en soreecdlonne HPLC C18 analytique,
gradient de méthanol (5/50%), numérotation destions.
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Les quatorze fractions obtenues en sortie de celgont disposées dans des tubes, puis
évaporées sous vide a 80°C et redissoutes danslumer de 200 puL d’E.D. stérile avant
d’étre testé en CL. Seules les fractions 1, 2 sbi® regroupées en un seul et méme tube
(1.2.3). Ces fractions correspondent en effet &aul et méme pic (Figure 43, p.125). Les
fraction 4 a 14 sont testées une a une sur les ¢ydesodeP. maximus Cependant, étant
donné la similarité des résultats obtenus, et puiter de sucharger la présentation graphique,
les données correpondantes ont été présentéefosmesde moyenng erreur standard.

HPLC analytique, colonne C18
gradient méthanol 5/50%

500000 (40min)
= 400000
o
)

300000
-
@)
@ 200000
=
‘G 100000
©

0+ |
0 100 200 300 400 500
temps (min)
—4—base —&— contrble
extrait fractions 1,2,3

—*—fractions 4 a 14 (moy./écart type)

Figure 44. Test en chimioluminescence des fractiimisnues apres passage sur colonne C18
(élution par gradient méthanol (5/50%).

Il n'existe, aucune différence significative entes valeurs obtenues par chacune des
fractions 4 a 14 et le controle (ANOVA, n = d,= 0,05). Par contre la fraction (1.2.3)
présente une activité équivalente a I'extrait b@dtte fraction correspond a la partie éluée par
I'eau. Il se confirme donc que la fraction actiwt €oluble dans I'eau et hydrophile.
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3) Chromatographie liquide haute pression (HPLC) semi-
préparative, eau-méthanol

Cette séparation a été réalisée au sein du lalrerate Chimie Marine du Muséum
d’histoire naturelle de Paris en collaboration etissla responsabilité de Mmes Michele
GUYOT et Valérie BULTOL.

Echantillon: 200 pL de I'extrait A496 traité ATGItfé 1 kDa.

Colonne: semi-préparative, phase inverse, type @8nt. 7 mm, long. 250 mm,
support chromasyl, granulo. 5um.

Injection: 100 pL

Elution: eau puis méthanol 5%, 2 mL.ii(pompe Merck L6200A)

Détection: en continu, DO 230 nm (Merck L-4250 U\&\detector).

Nombre de fractions: 3 (1 fraction €luée par I'éafractions méthanol 5%)

Numeéros des fractions testées en CL: lI(1), I[@)!

La courbe d'absorption est présentée dans la FHiguyne.128.
Les résultats du test CL sont présentés dans lad=4$H, p.129.

Une activité est décelable dans la premiere fracf@ution eau), ainsi que dans la
seconde fraction (élution 5% MeOH).

Cette fraction €luée par I'eau présente une inbibgignificative de I'activité CL des
hémocytes, inhibition équivalente a celle de Il'aittbrut (ANOVA, n = 4,a = 0.05). Ce
résultat confirme celui de I'expérience précédebtefraction 11(2) qui rassemble les derniers
pics élués par le méthanol 5% présente égalementdtivité significative bien que moins
importante que la fraction eau .
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Figure 45. Courbe d'absorption a 230 nm en soréedlonne HPLC C18 semi-préparative,
élution eau puis méthanol 5%.
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Figure 46. Test en chimioluminescence des fractiimienues apres passage sur colonne C18
préparative (élution eau puis méthanol 5%).

(4) Chromatographie liquide haute pression (HPLC) semi-
préparative, eau
Echantillon: 200 pL de I'extrait A496 traité ATGltfé 1 kDa.
Colonne: semi-préparative, phase inverse, type @8nt. 7 mm, long. 250 mm,
support chromasyl, granulo. 5um.
Injection: 100 pL
Elution: eau, 2 mL.min (pompe Merck L6200A)
Détection: en continu, DO 230 nm (Merck L-4250 U\&detector).
Nombre de fractions: 9
Numeéros des fractions testées en CL: I(1), 1(3), I(4), I(5), I(6), I(7), 1(8), 1(9).

La courbe d'absorption est présentée dans la Hgune.130.
Les résultats du test CL sont présentés dans a4, p.131.
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Figure 47. Courbe d'absorption a 230 nm en soréecdlonne HPLC C18 semi-préparative,
élution eau.
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HPLC préparative, colonne C18
élution H,0, 2 mL.min ™
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Figure 48. Test en chimioluminescence des fractiimienues aprés passage sur colonne C18
préparative (élution eau).

Cette expérience permet d’affiner la séparatiofadeaction éluée a I'eau. Dans ce cas,
I'activité se retrouve dans la fraction corresportdau 5™ pic, avec un temps de rétention
(TR) de 4,02 min. Malheureusement les quantitésodifles dans cette fractions n'était pas
suffisante pour poursuivre la purification. Une lgga en RMN a en effet montré que la
fraction était encore complexe et nécessitait desigations supplémentaires.
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3. Discussion, conclusion

L’ensemble des expérimentations menées sur laidnactytoplasmique de la souche
A496 deV. pectenicidgpermet de préciser les caractéristiques génélakefacteurs toxiques
impliqués dans l'inhibition de I'activité CL.

L’agent actif se révele étre trés résistant qusaiea la chaleur (70°C, 10 min, 100°C,
10 min), aux protéases et aux traitements pardécbe plus, il s’agit d'une molécule de
petite taille. La coupure de taille du filtre w#i ici est prévue par le fabricant a 1 kDa. Apres
filtration, I'activité de I'extrait est conservé€ependant, les tests de validation du filtre ayant
éte réalisés par le fabricant avec des moléculdésrade globulaire il est possible que le poids
moléculaire de I'agent actif soit supérieur a cetiéeur de 1kDa, sans dépasser toutefois 3
kDa.

Quoigu'il en soit, ces différents éléments laisspeti de chance en faveur d'une
molécule de type protéique ou peptidique.

De plus, l'activité toxique principale est systéimaeément retrouvée dans la fraction
non lipidique des extraits. Cependant, une actpis ou moins nette est détectée dans cette
fraction lipidique: une activité intermédiaire elttectée sur les lipides extraits au butanol et
une activité équivalente a la fraction non-lipicequour ceux extraits par la méthode de Bligh
et Dyer. Ces résultats peuvent faire penser a uolecoie active mixte complexe ou a
plusieurs molécules. Cependant, sur 'ensembleldes extractions, c’est la fraction aqueuse
non lipidique qui présente l'activité la plus imtaorte.

Pour simplifier I'écriture, les facteurs ou agergsponsables de I'inhibition de I'activité
CL et cytotoxiques pour les hémocytes seront nonmiif&V pour Toxine Thermo-stable de
Vibrio.

Les premieres séparations en HPLC de la fractitimeade V. pectenicidacompletent
les éléments précédemment acquis par un certairbneoliinformations, sans toutefois
préciser la nature chimique exacte de TTSV.

Le fait d’'observer une activité inhibitrice a ladalans la fraction éluée a I'eau et dans
la fraction éluée a 5% de méthanol (8§ Chromatogealduide haute pression (HPLC) semi-
préparative, eau-méthanol, p.127) pose ici encarguestion de I'existence de plusieurs
molécules toxiques.

Cependant, 'ensemble des expériences confirmd'aptevité principale est située dans
la fraction éluée a l'eau. Cet état de fait peutajiee a priori contradictoire avec les
observations précédentes concluant a des moléooleprotéiques ou peptidiques. Il pose de
plus un certain nombre de problemes techniquestatmment la quasi impossibilité d’utiliser
les solvants habituels pour les techniques de atpar

Un certain nombre de difficultés entravent la poation de TTSV et notamment sa
petite taille, sa nature non protéique et son taradydrophile.
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Malgré tout, des a présent, il est intéressantagprocher les éléments d’informations
obtenus sur TTSV de ceux concernant les toxinesad&ss vibrios. Dans la revue proposée
par Sears et Kaper (1996) plusieurs types de texsnat recensés chez les vibrios pathogénes
de 'homme.

V. cholerae

Certaines souches d€. cholerae (sérogroupe 01 et 0139) produisent la toxine
cholérique (CT) qui est une toxine de type A-Bi¢r#®/B = 1/5) a activité enzymatique et de
masse moléculaire 100 kDa environ. Une secondedaie nature protéique et de 44,8 kDa a
éte isolée (Zot pour zonula occludens toxin). Unesieme toxine (Ace, for accessory cholera
enterotoxin) de 11,3 kDa a été décrite. Son modaetidn serait la formation de pore
membranaire. Parmi les souches ¥Ye cholerae qui n’appartiennent pas aux groupes
précédemment cités (01 et 0139), deux types damdexsont décrits: une premiére de type
protéigue et cytotoxique et une seconde de naepedique (17 acides aminés) et stable a la
chaleur.

V. fluvialis

Trois types d’activités toxiques sont recensés g@grérimentation sur des cellules
particulieres (CHO: chinese hamster ovary), don¢ @ativité cytotoxique. Toutes sont
occasionnées par un facteur sensible a la chaleur.

V. hollisae

Il produit une hémolysine, stable a la chaleur,siaigu’une toxine provoquant
I'élongation des cellules CHO. Cette toxine possedepoids moléculaire de 80 kDa et est
détruite par la chaleur.

V. parahaemolyticus
Il produit plusieurs hémolysines dont une stabldaachaleur (toxine TDH pour
thermostable direct hemolysin de 23 kDa) et unsibéna la chaleur.

V. mimicus
La production d’'une toxine de type TDH est suppasési qu’une toxine de type ST
(stable a la chaleur tyge coli).

V. metschnikovii
Il possede une cytolysine de 50 kDa

En tout état de cause, il est difficile de rappescipar leurs activités ou leurs propriétes,
I'activité de TTSV des toxines décrites chez d'astvibrios. Celles qui sont thermo-stables
ont un poids moléculaire largement supérieur a 8 & pas d’activité cytotoxique.

Parmi les toxines décrites chez les vibrios patheggour les animaux marins, seule la

toxine ciliostatique mise en évidence par Nottagal (1989) présente des caractéristiques
proches de TTSV: thermo-stabilité, petite taille§<«kDa). Cependant, des tests d’activités
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ciliostatiques, effectués selon le protocole dgmait Nottageet al (1989) et utilisant I'activité
ciliaire des branchies de moule, montrent que nbdatérie vivante (souche A496 e
pectenicida ni 'extrait cytoplasmique ne possédent d’acéwiliostatique. Tous ces résultats
semblent indiquer que TTSV est une nouvelle toxine.

En sortant du genndibrio et parmi les toxines bactériennes déja décrieehérche non
exhaustive) la toxine émétique isoléeBbeillus cereugprésente des caractéristiques proches
de TTSV: masse moléculaire < 10 kDa, thermo-st@Bkaste a un passage en autoclave), non
détruite par un traitement protéase (Sears et Kad986). Cette toxine n’a pas encore été
purifiée.

L’'autre question qui se pose est celle du modetidiacde TTSV. Quels sont les
mécanismes qui entrainent I'arrondissement des tyewet a terme leur mort ?

L’inhibition de I'activité CL est-elle due a la ntocellulaire des hémocytes ou y a t-il
des activités intermédiaires ? Visiblem®&htpectenicidane fait pas partie des pathogenes, tel
le parasiteBonamia ostrea®u V. vulnificus,qui survivent ou se multiplient & l'intérieur des
hémocytes (Herviet al, 1991; Harris-Youngt al.,1995). Dans le cas dé pectenicidaet si
la quantité de bactéries est importante, les hétescyngerent un nombre suffisant de
bactéries dont la lyse ultérieure libere des toxire® qui aboutit dans un premier temps a
I'arrondissement de I'hémocyte puis a sa mort. &ees toxines sont connues pour provoquer
des phénomenes identiques. Elles sont regroupées Isppellation CDT (Cytolethal
distending toxin) et agissent sur le cytosquelettalégradant les filaments d’actine (Aragon
et al.,1997; Hechet al, 1992).

Par exemple, la toxine B d&lostridium difficileen déstructurant les filaments d’actine
des entérocytes rompt la continuité de la bariigestinale, mais laisse les cellules vivantes.
De méme, la toxine CDT H. coli empéche la division cellulaire mais les cellulesnent
survivre quelques jours (Arageatb al.,1997).

Ce type de toxine ne peut pas expliquer la moltledle rapide observée.

Une littérature abondante traite des événementsanduisent a la mort cellulaire sous
I'effet soit du vieillissement (mort cellulaire grammeée) soit de toxines bactériennes.

Le phénomene d'apoptose, ou fragmentation de I'ARNt I'un des phénoménes
toxiques les plus décrits pour des bactéries iatedes par les macrophages. Il a été décrit
notamment pouBordetella pertussigkhelefet al, 1993) agent étiologique de la coqueluche,
pour Mycobacterium aviuniBermudezet al, 1997) agent de la tuberculose aviaire et pour
Shigella flexner{Zychlinskyet al, 1992) agent de la dysenterie.

Par exempleBordetella pertusisnis en présence de macrophages de souris enfaaine
destruction de ces cellules en 2 a 6 heures. @etitgté est due a une toxine unique, de type
protéique, I'adénylate cyclase hémolysine ou AC:tHNe agit par fragmentation de I'ADN et
cytolyse. Il est intéressant de noter que si lagpbgtose des macrophages est inhibée, par
ajout de cytochalasine D, I'activité toxique debkctérie se manifeste malgré tout. La toxine
AC-Hly traverse facilement la membrane cytoplasmidihelefet al, 1993). Son poids
moléculaire de plusieurs kDa ne semble pas un bapgiour franchir cette barriere.
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Dans le cas de la toxine diphtérique (DTX) I'adévil’apoptose de la toxine est couplée
a l'inhibition de la synthése protéique (MorimotdB®navida, 1992).

D’autres types d’activité toxique expliquent unertncellulaire rapide. Les toxines
responsables sont retrouvées chez un grand noreliractiries pathogenes. Elles agissent par
formation de pores dans la membrane cytoplasmicudéamille a laquelle appartiennent ces
toxines est appelée RTX pour representating rapehe structural toxin . Ce nom est da a
'existence d'une séquence de 9 acides aminés srighe glycine plusieurs fois répétée
(Kuhnertet al., 1997).

Les activités toxiques présentées ici sont toutes é des facteurs protéiques, de poids
moléculaires tres supérieurs a 5 kDa et ne pew@mt pas étre rapprochées de la TTSV de
V. pectenicida.

Il parait donc nécessaire de poursuivre la putibcades molécules actives, car il est
certain que la détermination de la nature exacteTAS&V ouvrira des perspectives
intéressantes et permettra sans doute de mieuxreandre son mode d’action.
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D. Discussion et conclusion générales

Cette étude a permis d’explorer plusieurs aspexta gathogénie bactérienne des larves
de mollusque bivalve a partir d'un modele vibrioslss deP. maximusDepuis les travaux
histologiques d’Elston et Leibovitz (1980b) d'unartp et d’autre part les études sur une
toxine ciliostatique de Nottaget al. (1989), tres peu de données nouvelles avaient été
publiées.

Une des premieres difficultés pour comparer debgbagies entre elles est I'absence
d’identification précise des agents étiologiquesqili'a présent, peu de vibrios responsables
d’infections larvaires avaient été identifies avemiu de I'espece. L'objet de la premiere partie
de cette étude a été de caractériser un groupeudbes pathogénes des larvefdenaximus
et de les identifier comme une nouvelle espécdldeyV. pectenicida

La pathogénie due ¥. pectenicidaa été étudiée a partir des méthodes classiques
d’histologie, d’élevages conventionnels et axémsqu®our aller plus avant dans la
compréhension des modes d'action, un test de doimicescence a été mis au point avec des
hémocytes d’adulte.

Cet outil a permis des essais de purification de&selirs cytotoxiques mais pose le
probleme de la relation entre immunité de la lateelle de I'adulte. Cet aspect a été abordé
brievement & partir de deux expériences sur leesdu

Les caractéristiques du pathogen¥. pectenicida

La description compléte de cette nouvelle especelit®, V. pectenicidapathogene
spécifique des larves d& maximuss’ajoute aux descriptions d’'une dizaine d’aursgeces
de vibrios réalisées au cours de ces cing dernigneges. Elle s’inscrit dans I'évolution
notable de ce groupe depuis les années 1975 (H§umr138).

Les particularités culturales de cette bactéridosmm un pathogene difficile a détecter
avant l'infection dans les élevagesRlemaximusans antibiotique. En effgt pectenicidane
se développe pas sur milieu TCBS (milieu spécifiges vibrios) et est peu actif sur les
substrats carbonés. De plus, il est faiblementeptédans I'eau de mer et, en définitive, ne
peut-étre isolé facilement que d’animaux maladess lcaracteres phénotypiques et le
séquencage de 'ARN16S permettent maintenant deopes des méthodes de détection en
utilisant soit une sonde nucléique soit un miliélestif.

Ce vibrio posséde en effet une insertion trés figaei d’'une vingtaine de bases dans la
séquence de I'ARN16S (position 177-197). Une aimptibn directe, avec cet
oligonucléotide comme amorce, de 'ADN extrait atpales bactéries de la colonne d’eau ou
de la microflore des adultes est envisageable \whilétre sensible. Une hybridation aprés
culture est aussi possible quoique moins sendidllie.aurait 'avantage de pouvoir reprendre
les colonies positives et de vérifier leur appate® auV. pectenicidaUn milieu sélectif
pourrait étre fabriqué en utilisant comme subsiratbonés le rhamnose ou la bétaine que trés
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peu d’autres vibrios utilisent et en incubant lediemx ensemencés en anaérobiose, pour
éviter le développement de la flore aérobie stiacplus nombreuse dans les élevages.

1850-1900

1901-1950

1951-1975

1975-1997

Figure 49: Evolution du nombre de description d@&sgs nouvelles du genre Vihran
fonction de la période.

V. pectenicidaappartient phylogénétiqguement au groupe/dsplendidusgdans lequel
se trouve également. tapetis agent étiologique de l'anneau brun. Ce groupena u
importance grandissante dans les pathologies deisnoks d’intérét aquacole:

- Jeffries (1982) a décrit le caractere pathogémdrois souches de vibrios pour les
larves deC. gigaset O. edulis Ces trois souches se sont révélées étre pagtienient
proches dé&/. splendidus

- La souche de vibrio (VB), décrite dans cette étatipathogene d& maximusadulte,
est, par analyse phylogénétique et hybridation ARINM, trés proche d¥. splendidus

- Enfin Nicolaset al. (1996) ont montré le caractére pathogene d’'unehsode vibrio
(A515) pour les larves d. maximus Celle-ci s’est révélée étre une sous-espec¥.de
splendidusen taxonomie numeérique et en phylogénie. Une tghiitn ADN/ADN realisée
avec une sonde ADN dé. splendidugATCC 33125) a montré une similitude supérieure a
70%.

L’ensemble de ces nouvelles souches confirme lepg'd. splendiduscomme un genre
pathogene des mollusques bivalves, méme si I'agieEssle ce groupe n'apparait pas aussi
marquée que chez d'autres vibrios. De plus, cepgrotest pas exclusivement pathogéne des
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bivalves puisque Gatesoupe (1991) a isolé un patiegles larves de turbot affilié\a
splendiduset trés proche de A515 par ses caracteres phégaég(résultats non publiés).

L’apparition des maladies bactériennes provoquésscp groupe de vibrios semble
particulierement dépendante de I'état physiologiges animaux. La maladie de I'anneau
brun chez la palourde ne se déclenche qu'a desérampes relativement basses (13-18°C)
chez des animaux dont I'optimum de croissancelegé dau-dessus de 20°C°). La maladie
due au vibrio VB n’est apparue qu'au cours d’'un waasl conditionnement et ne s’est plus
manifestée par la suite alors que cette étude d@réntanprésence du vibrio VB en permanence
dans l'eau.

Chez le turbot il a suffit d'améliorer les condit®zootechniques de I'élevage larvaire
du turbot, pour éviter I'apparition de mortalitéged au vibrio proche dé splendidus.

Chez les larves de. maximusdl est peut-étre encore difficile de juger de piartance
relative des facteurs de stress dans I'appariteofadanaladie. Tous les essais d’élevage visant
a diminuer les densités, a augmenter les renouvetits de I'eau d’élevage ou a modifier les
conditions nutritionnelles n'ont pas évité le décleement des mortalités en l'absence
d’antibiotique (Roberet al, 1996).

Les mécanismes de l'infection des larves apparaisgeeomplexes:

Les observations en microscopie photonique n'ons p@porté d’éléments qui
caractériseraient la maladie provoquée papectenicidaCelle-ci se traduit par une attaque
progressive du vélum et une sédimentation des daatieintes, symptdmes communs a la
plupart des maladies bactériennes et virales.

Par contre, sur les observations en ultrastructle®, bactéries sont retrouvées a
l'intérieur des tissus de la larve sans qu'il y diltération visible des couches cellulaires
voisines de ces bactéries. Elles se retrouventssai forme de cellules isolées, soit en plus
grand nombre dans des zones correspondant auxgpsgimyers de prolifération. L'’hypothése
d’une translocation est la plus probable pour ex@r ce phénomene.

D’aprés les observations de Henry (1987), les ledldge la glande digestive ont la
capacité de faire entrer par pinocytose des bast&ntieres. Cette voie de pénétration
naturelle permettrait 9. pectenicidas’il résiste a la digestion intracellulaire, détablir dans
les cellules, de s’y multiplier, de les détruire ckinfecter progressivement la larve. Les
hémocytes en phagocytant ces bactéries seraiest @ussupport a leur multiplication et
subiraient un sort analogue. Cette voie de pémgtrate nécessite pas un grand nombre de
bactéries au départ. La faible présence de bastétizctes dans le tractus digestif de la larve,
48 heures apres l'infection, indique qu’'une conedioin ou une multiplication préalables ne
sont pas nécessaires. Les similitudes avec le<tiofs par des salmonelles chez les
organismes supérieurs sont manifestes.

Une pénétration des bactéries par le vélum resssilgle mais est plus difficile a
expliquer. Elle serait en apparence plus en acaget les Iésions progressives du vélum.
Etant donné la faible épaisseur des tissus, cefteose peut s’expliquer aussi par une
multiplication interne des bactéries. D’autres obatons seront nécessaires pour conclure.
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Toutefois, cette translocation probable apporte é@lément nouveau par rapport aux
observations d’Elston et Leibovitz (1980Db).

La spécificité de la relation larve de bivalve/magéne a été plusieurs fois confirmée
pour V. pectenicida/ P. maximusavant ce travail (Nicolast al., 1996). Elle pourrait se
manifester dés la premiére étape de pénétrationbdetgries en impliquant des facteurs
d'attachement. Ceux-ci permettraient I'adhésionkdetéries sur les cellules digestives ou le
vélum. Ces facteurs d’attachement spécifiqgues detebes et portés par des pilis sont assez
largement répandus chez les entérobactéries cdbseteerichiacoli. Chez lesVibrionaceae
ils ont aussi été mis en évidence chezholeragMarshet al, 1996),A. hydrophylaHonna
et Nakasone, 1990Y.. vulnificus(Gander et Patel, 1990) ¥t tapetis(Borregoet al, 1996a)

La perte de ces facteurs entraine généralemengartede virulence notable.

Les difféerences observées dans la virulence deshesudeV. pectenicidapourraient
s'expliquer par des modifications ou des pertesedefacteurs d'attachement. Ces pilis n’ont
pas été observés en microscopie a transmission, ilaéz V. tapetis,ils ne deviennent
visibles que lorsque les cellules bactériennes attathées sur leur support-cible (Borrego
al., 1996a). Les flagelles latéraux ®¢ pectenicidapourraient aussi avoir cette fonction
d’adhésion.

Si ces facteurs d’attachement sont en cause, ildonent pas étre codés par des
plasmides. Ceux-ci sont, semble-t-il, inexistaritszy/. pectenicidad moins gu’ils ne soient
cryptiques. Che¥/. choleraele facteur accessoire de colonisation et les pdist liés a une
séquence tres similaire a celle d’'une intégrase ghage cryptique (Kovacit al, 1996). Ce
qui signifie une intégration ou une délétion faéiis de ces facteurs de virulence comme dans
le cas des plasmides non cryptiques.

Excepté che¥/. anguillarum(Crosaet al, 1977 et 1980), il n'a pas été montré de liens
entre les facteurs de virulence des vibrios pathegét la présence de plasmides facilement
décelables. Les souches\epectenicidane font donc pas exception a la regle.

Une fois dans la cellule digestive la bactérie gomvoir neutraliser ce type de cellules
comme elle le fait pour les hémocytes et s’y mliéiip Une partie des défenses de I'hbte est
ensuite constituée par les hémocytes qui circetre les espaces intracellulaires.

Pour neutraliser ces cellules un nombre suffisaninmaportant de bactéries semble
devoir étre phagocytées. Des facteurs d’attachepmntaient étre, la aussi, impliqués dans
cette relation hémocyte-bactérie. Si n'importe guphrticule est phagocytée (Tripp, 1992),
certaines le sont avec une plus grande efficaCeéphénomeéne est dd, soit a une plus grande
affinité avec la membrane cytoplasmique des hémescytsoit au phénoméne de
chimiotactisme qu’elles déclenchent chez les hétescyFawcett et Tripp, 1994NV.
pectenicidaaurait ainsi une plus grande affinité pour les béytes deP. maximusque pour
ceux deC. gigas.La souche S322 aurait, elle, une préférence dsadhénverse.

Des expérimentations ont montré que le traitementlrctéries. pectenicidapar le
formol et la chaleur annule I'activité inhibitriser les hémocytes. Il est vraisemblable qu'en
modifiant la membrane externe de la bactérie efdeteurs d'attraction des hémocytes, ce
traitement puisse limiter sa phagocytose par lenodegtes. Pour vérifier ces différences
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d’adhésion et d’ingestion un comptage précis du brendes bactéries ayant pénétré dans
I'hnémocyte pourrait étre fait. Des numérations etéecnature ont été précédemment effectuées
pourV. vulnificusphagocyté par les hémocytes@egigas(Harris-Younget al, 1995).

Les extraits d&/. pectenicideet de la souche S32¥ibrio sp) ont une activité toxique
identique sur les hémocytes. Or, l'action de cesx d®uches bactériennes vivantes sur ces
méme hémocytes est différente. Outre des affirdiiérentes pour les hémocytes de leur
cible, la vitesse de libération des facteurs agtifgrrait varier d'un pathogene a l'autre. Cette
vitesse doit étre dépendante de la lyse des celbdetériennes a I'intérieur des hémocytes. Il
est possible que les membranes bactériennes rstergéspas de la méme facon dans des
hémocytes d’espéeces difféerentes et qu'une libérgiois lente diminue notablement I'effet
toxique.

Les hémocytes ne constituent pas le seul moyeréfdmsk de la larve. Chez I'adulte
plusieurs peptides anti-bactériens ont été ou sordours d’isolement (Hubegt al, 1996).
D’autres facteurs interviennent comme les agglnésj et permettent une adhésion des
particules étrangéeres entre elles et sur la meraldtea hémocytes (Olafsehal, 1993). Au
cours de ce travail, les nombreux tests de chimigiascence ont été réalisés a partir de
I'hémolymphe d'animaux adultes. Aucune séparati@s dhémocytes et du liquide
hémolymphatique n'a été effectuée. Or, un certaambre de facteurs humoraux de
I'hémolymphe participent au phénomene de phagoeyieyue bibliographique de Prieeir
al., 1990). Ainsi, Birkbeck (communication personaglimontre qu'il existe un facteur
hémolymphatique indispensable a la phagocytose dbyes deMytilus edulig. Ce facteur
est encore actif dilué au 1/8%

Cependant, le protocole appligué au cours de oeitrampose une dilution de
I'hnémolymphe d'un facteur 40 a 200 (en moyenne HIOhous n'avons pas observé de
différence d'activité des hémocytes en fonction dikgions variables de I'hémolymphe. A
I'avenir, la prise en compte de l'existence defagtgurs hémolymphatiques devrait permettre
de mieux respecter l'activité naturelle des hénescgt de confirmer la synergie des moyens
de défense.

En outre, il serait intéressant de vérifier I'egiste de protéines anti-bactériennes chez
la larve. D’autre part, une étude de l'activité’démolymphe d’animaux adultes, dépourvue
d’hémocytes, sur des pathogenes spécifiques coWimgectenicida,S322, V110 et non
spécifigues comm&/. anguillarumpourrait é&tre un élément d’explication de la spécificité
selon leur sensibilité ou leur résistance a l'atgilytigue de I'hnémolymphe.

Relation entre les maladies bactériennes larvairest adultes chez les mollusque-
bivalves.

Au cours de ce travall, il a été démontré fugectenicidast capable de tuer, in vitro,
des hémocytes dB. maximusadultes. Ce méme vibrio entraine, in vivo, 48 bBsuapres
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injection a des animaux adultes, une baisse dagacité de défense des hémocytes (traduit
par une baisse d'activité CL). Ces résultats stajouaux travaux de Nottage et Birkbeck
(1990) qui observent le méme phénomeéne Atealginolyticussur des hémocytes de moule
(Mytilus edulis). Cette activité cytotoxique de certains vibrios des hémocytes peut
expliquer une baisse du niveau de défense des aximieints, et leur affaiblissement,
ouvrant alors la porte a d’autres pathogenes deggpasite ou virus.

Si les vibrioses sont capables d’entrainer de donwrtalités au cours de la phase
larvaire des bivalves, il serait abusif de les ténia cette phase bien que chez les adultes les
phénomenes de mortalités dus a des vibrios aieamnemt été décrits. L’acquisition d’'une
immunité efficace contre les bactéries ne sembk giee définitivement atteinte aprés la
métamorphose, méme si cette étape est esserfBiatlexemple, la relation entre une infection
par un ou plusieurs vibrios et les mortalités meessienregistrées depuis 1988 chez les
juvéniles d’huitreC. virginica au nord-est des Etats-Unis, semble établie @teal., 1995,
1996). Ensuite, les animaux plus agés et en bampkyaiologiqgue ne semblent sensibles qu'a
des agressions externes comme celles de la maadianneau brun ou celle décrite chiez
maximusdans cette étude.

La recherche de cytotoxines reposait sur I'’hypah@®eémocytes fonctionnels chez la
larve. Bien que ces cytotoxines puissent aussisagid’autres types cellulaires, la capacité a
neutraliser ce systéme de défense est un atouumpgairr un pathogene. Des figures de
phagocytose ont bien été observées chez des hé@waquyt Elston et Leibovitz (1980b) et
Dyrinda et al (1995). lls sont donc probablement fonctionn&le systéme de défense
pourtant opérationnel n’est pas en mesure deteésa toutes les attaques bactériennes.
Certaines bactéries arrivent a déjouer ces moyerdgeteénse. Plusieurs explications peuvent
étre avancées: le rapport de taille parait en ééfade la larve. Une infection par des
bactéries de 1 a 2 um est plus efficace sur deedate 100 a 200 um que sur des adultes de
plusieurs centimétres. La croissance de l'animat@mpagne du développement et de
I'épaississement des differentes membranes ou ®gismqui sont autant de barrieres
physiques a la pénétration des bactéries. Enfis, tdevaux réalisés chez un mollusque
gastéropodedlithon retropictu$ ont montré que les hémocytes d’adultes ont dpadaii®@s
enzymatiques supérieures aux hémocytes des jusdiilemazaweet al, 1991). Il pourrait
donc y avoir une fabrication d’hémocytes plus meguau cours du temps, malgré une
apparence fonctionnelle dées I'état larvaire. Cattduration pourrait concerner en particulier
leur capacité a élaborer des protéines anti-bactéess sécréetées dans ’hémolymphe.

Comparaison avec les toxines actives sur les organies supérieurs.

La (ou les) toxine(s) d¥. pecteniciddibérées a I'intérieur de la cellule par la baetér
phagocytée est trés active sur les hémocytes. Bbtanir un effet de méme intensité
lorsqu’elle est libre, il faut multiplier par undigur 100 au moins sa concentration estimée en
équivalent-bactérie. Pour les cytolysines connuégzcles bactéries pathogenes de
mammiféres, peu de données existent sur les doessaen équivalent-bactérie une fois que
la toxine a été partiellement ou totalement puweifides concentrations correspondant a 1500
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a 6000 équivalent-bactéries par cellule cible, endidion expérimentale et sur des lignées
cellulaires pour la CDT (toxine dégradant le cytedgtte) sont, toutefois, rapportées par
Aragonet al. (1997).

La plupart des autres toxines agissent a des ctratiens infimes parce qu'elles se
fixent sur des récepteurs membranaires avec uadadgte affinité. Les mécanismes d’entrée
a l'intérieur de la cellule peuvent étre de diffées natures et le poids moléculaire de ces
toxines n'est pas un handicap pour passer la barmeembranaire. Pour la toxine e
pectenicida,alors gu’elle est de petit poids moléculaire edrbphile, il semble qu’elle ne
traverse pas aisément la barriere membranaire. rEdlarait donc probablement pas de
récepteur. Ceci renforce I'hypothese d’'une toxingerne non excrétée par les cellules
bactériennes.

La toxine deV. pectenicidgar son petit poids moléculaire, sa résistancepaotéases
et son caractere hydrophile est de nature pami®uliA notre connaissance, seule la toxine
ciliostatique de vibrios partiellement isolée pattdgeet al (1989) ressemble a cette toxine
(Tableau 23: les toxines de faibles poids moléoesaip.144). Dans le milieu marin il existe
par ailleurs de nombreuses toxines non protéigugsagissent principalement sur les
mammiféres (Tableau 24: Les principales cytotoxinesctériennes actives chez les
mammiféres, p.144) mais leur activité est difféeentn certain nombre de ces toxines
agissent en bloquant les canaux ioniques et prardqdes troubles nerveux, d’autres sont
diarrhéiques.

Les cytotoxines des bactéries actives sur les mérasi sont toutes des protéines de
poids moléculaires élevés, excepté une entérotodiBe coli qui a un poids moléculaire
inférieur a 5 kDa.

Contrairement aux toxines a activité similaire (CBXTRTX) et qui induisent un effet
toxique apres quelques heures sur des cultureglildes de mammiferes, la toxine de
pectinicida ou TTSV, agit dans un temps beaucoup plus coudt:minutes aprés sa
distribution, I'activité CL des hémocytes est indgb
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Tableau 23: les toxines de faibles poids molécetair

Organisme Nature Masse Stabilité Activité
Moléculaire et/ou cible
100°C protéase
Toxine Vibrio sp. non-protéique 0,5-1 kDa + + ciliostatique
ciliostatique
Toxine E. coli protéique 4,1 kDa + ? entérotoxine
entéroaggregati (mammifere)
ve
Pédoxine oursin: non-protéique 206 Da +
Toxopneustes mammifére
pileolus
Acide dinoflagellé: non-protéique 805 Da + +
okadaique Prorocentrum mammifére
sp.
Aflatoxine Aspergillus  non-protéique 312 Da + + mammifére
flavus
Saxitoxine dinoflagellé non-protéique 419 Da + + mammifére
Gonyaulax
catenella
Brevetoxine dinoflagellé non-protéique 900 Da + + poisson
Gymnodinium mollusque
breve
Tableau 24: Les principales cytotoxines bactérisnaetives chez les mammiferes
TOXINES Bactérie Activité PM
RTX Repeat in toxin commune formation de pores 19,9-200 kDa
9 amino-acides a plusieurs genres
répétés bactériens
CDT Cytolethal toxin commune dégradation du 19-29 kDa
cytosquelette
DTX Diphtheria toxin Corynebacterium Apoptose: 61 kDa
diphtheriae dégradation de 'ADN
formation de pores
PTX pertussis toxin: Bordetella apopotose protéine
Adenylate pertussis
cyclase agent de la
hemolysin coqueluche
IpaB Shigella flexneri apoptose 62 kDa
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Des applications pratiques peuvent étre tirées deette recherche pour améliorer les
mesures prophylactiques des élevages.

La connaissance et I'expérimentation en bactérielogarine sont indispensables a la
maitrise des élevages de bivalves. Le travail menpermet notamment de redonner aux
pathologies bactériennes leur juste valeur. Ellegretht rester un sujet d’étude et de
préoccupation de maniére a faire évoluer efficacenes moyens de lutte.

Le choix de ces moyens ne doit plus en effet sgdma I'antibiothérapie en écloserie.
Outre le risque d’apparition de souches résistagtéslle implique, il est tres difficile
d’évaluer le role de telles molécules (antibiotislusur le développement des larves de
bivalves. Il est également important d’éviter lessares sanitaires qui consisteraient a réaliser
des élevages larvaires dans un milieu trop protggéne les prépareraient pas a affronter le
milieu naturel.

Il a été montré qu¥. vulnificuspar exemple, est capable de survivre dans les dydaso
d’huitres adultes (Harris-Youngt al., 1995). V. pectenicida,s'il ne semble pas pouvoir
résider longtemps dans des hémocytes, a peutgdtiee a des facteurs d'attachement, la
capacité de coloniser certaines parties du tubestiigLes bivalves adultes peuvent donc étre
des vecteurs d¥. pectenicidaPour s'en assurer, une étude épidémiologiquergibié@tre
entreprise grace notamment aux méthodes de détqmiiposées ci-dessus, sonde nucléique
ou milieu sélectif.

Pour éviter d'éventuelles contaminations par lesltesl au niveau des élevages, la
premiére précaution a prendre est la séparatior g géniteurs et les larves. A ce niveau il
semble utile de développer des moyens efficacasieb®a sanitaire (séparation des circuits
d'alimentation en d'eau, d'apport de nourriturggasstion physique des zones adulte et
larve...), décontamination des oeufs.

Enfin, il parait intéressant de développer des meyele lutte, différents de
I'antibiothérapie, et complémentaires des mesuwapgaires. Deux voies principales s’ouvrent
aujourd’hui qui sont toutes deux basées sur la a@iseance approfondie de I'écologie
bactérienne des élevages et des pathogenes spésifiglles consistent a contrdler, dans la
mesure du possible, les équilibres bactériens.

Une premiere méthode utilisée dans les élevagesilas de crevette par exemple
(rapportée par Lightneet al, 1992)consiste a modifier artificiellement la compositida
milieu de maniere a favoriser le développement detévies neutres au dépend des
pathogeénes. En Equateur, certains aquaculteurgoatamat 20 kg/ha de saccharose dans les
bassins, observent une diminution de courte durée reensible du nombre de vibrios
luminescents responsables de vibrioses. Ce phémop®rt trouver une explication dans les
caractéristiques culturales d& parahaemolyticysqui est I'agent le plus souvent isolé au
cours de ces vibrioses. En effet, cette bactéeist pas capable d'utiliser le saccharose. Cette
meéthode n’est évidemment possible que si les @&rsiitjues culturales du pathogene sont
différentes des espéces non pathogénes. Dans ledaspectinicida,qui a un spectre trés
étroit d’'utilisation de substrats carbonés, plusiepossibilités, dont le saccharose, ont été
envisagées. Les premiers essais effectués n‘ontdpasé de résultats probants, la dose
utilisée (4mg/l) était sans doute trop élevée (Riodteal, 1996).
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La deuxieme meéthode consiste a inoculer dans leundes souches bactériennes de
type probiotique. Ainsi la souche PM-4 ajoutée gliehnement pendant six jours a l'eau
d'élevage larvaire de crabeqgrtunus trituberculatusa entrainé la réduction de la population
de Vibrio spp, avec pour conségquence une meilleure croissaeseadimaux (Nogami et
Maeda, 1992). Si dans ce cas le mode d'action @higiique n'est pas tres clair, il existe des
exemples (Gatesoupe, 1997) ou l'activité probiatiduin vibrio non pathogéne ajouté est due
a une compétition trophique. Cette souche de viboio pathogene pour les larves de turbot
(Scophthalmus. maximusmpéche, en partie par sa capacité a former désophores qui
captent le fer, le développement d’un vibrio patrog

D'autres modes d'action probiotique ont été déaitmotamment pour la souche
Roseobactepgallaeciasp. nov. (Ruiz-Pontet al, 1997). Cette souche présente en effet une
activité anti-bactérienne, qui se traduit par unetgrtion des larves d®. maximus
naturellement infectées pdr pectenicidgRuiz et al, 1996).

Le systeme de défense des larves, bien qu'insoffisaxiste, avec notamment la
présence d’hémocytes fonctionnels. Il semble doossiple de proposer des moyens de
stimulation pour ces cellules (immunostimulatiofip @e réduire les effets pathogénes.

Ces moyens ont déja été mis en oeuvre chez lesgmsisqui possédent un systeme
immunitaire plus développé (Robertstral.,, 1990; Yancet al.,1991; Jorgensegt al, 1993)
et sur les crevettes (Surmg al, 1991; 1994) avec des résultats en partie coettség. La
limite principale de ces moyens de lutte chez leuaques tient dans I'absence de mémoire
immunitaire. Il semble donc difficile de faire dui&ffet immunostimulant d’un traitement.
Cependant, la phase critique d’élevage des lared3 dnaximugeste une période limitée a
une quinzaine de jours (10 a 25). Afin d'apporigzlques éléments nouveaux sur l'efficacité
eventuelle de l'immunostimulation, nous avons mauésein du laboratoire en 1997 une
premiére expérience sur des larve®denaximusUn bain de deux heures des larves dans une
solution de Glucan (SIGMA, immunostimulant, extrd@ levure) a été aussi efficace que
'addition de chloramphénicol pour éviter les mbtés observées sur les témoins et ce sur
une période de 20 jours environ. Sans préjuger adeonfirmation de ces premieres
observations, il pourrait étre intéressant de pours ce type d'expérimentations.

CONCLUSION

Malgré la difficulté de I'étude des pathologiesvéares chez les bivalves, ce travall
donne des bases nouvelles pour mieux comprendnédanisme des infections larvaires.

Une nouvelle souche de vibri¥, pectenicidaa été caracterisée et affiliée a d’autres
vibrios du groupé/. splendidusCes bactéries sont vraisemblablement en équidibee leur
hote dans le milieu naturel mais deviennent pathegedans les élevages a cause de
I'accroissement des densités animales et peutdéire état physiologique non optimal des
larves.
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L’étude histologique permet d’avancer I'hypothésand pénétration des tissus par
translocation.

Le modeéle pour étudier ces pathologies, en I'aleseéecculture cellulaire de mollusque,
ne peut se limiter a la larve seule a cause dwcigaeatrop global de ce modéele. Les élevages
axéniques, s'ils représentent un atout supplénrentan permettant de tester des fractions
bactériennes et en évitant I'action d’autres badérestent cependant délicats a mettre en
oeuvre et ne donnent que des paramétres de stpri@ssance.

L'utilisation des hémocytes de bivalve adulte ettdst de chimioluminescence rend
compte de certains caractéeres de virulence comeresténce de cytotoxine(s) trés actives. Si
une certaine spécificité est retrouvée avec cetithode, d’autres caractéres de virulence
doivent étre mis en jeu pour que les cellules brtees s’introduisent a l'intérieur des
tissus .Une relation simple entre la virulencd'iehibition du burst respiratoire chez les
hémocytes n'a pu en effet étre établie. Une questste également en suspens: les larves
ont-elles des systemes de défense actifs autrdegjhémocytes?

La cytotoxine impliguée n'a pu étre suffisammentrifige pour lidentifier
chimiquement. Cependant, les éléments qui la éarsent, petit poids moléculaire, résistance
a la chaleur et aux protéases I'éloignent des @yioes des vibrios pathogénes pour ’'homme
et pour le poisson. Elle se rapproche de la togilestatique de Nottage et Birkbeck (1989).
Elle ne ressemble pas aux toxines de microalguesiues qui sont liposolubles ni aux
toxines actives sur les cellules de mammiféeressqui protéiques et de masse moléculaire
élevée. Elle est commune a deux vibrios d'espeiEgemtes et pourrait donc étre assez
ubiquiste chez les vibrios pathogénes. Son spdtotivité pourrait aussi ne pas étre restreint
aux bivalves.

La seule méthode prophylactique utilisée en élevBge. maximusonsiste a ajouter
des antibiotiques. Cette étude n’avait pas powstalg répondre a ce probleme pratique mais
d’'une maniére générale et en particulier pour leupge V. splendidus les méthodes
prophylactiques a préconiser doivent tenir commd’idteraction entre I'état physiologique
de la larve et la virulence de ces bactéries. Rifftes pistes peuvent étre proposées: mise en
place d'une barriere sanitaire entre I'adulteoeuf, par décontamination des oeufs, controle
de la contamination de I'eau, amélioration des d@mms zootechniques mais surtout
utilisation de probiotiques ou de substrats orgagsgpour modifier la composition de la
microflore associée et renforcement des moyens d&ende des larves par une
immunostimulation.
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F.  ANNEXE (I): Nick translation.

1. Produits, matériels

-4 a5 pg d'ADN purifié de la (ou des) souche &quer dans du tampon TE.
- Tampon TE; TENa.

- Kit Nick translation (Nick Translation Kit, N550@mersham International, England).

- Tampon B.

- Tampon S1.

- ADN de sperme de hareng soniqué, dans tris.
- acide trichloracétique.

- éthanol.

- filtercount.

- endonucléase S1.

- EDTA disodique.

- SDS 10%.

- mélange chloroforme/alcool isoamylique.

- filtres Millipore type VS.

- filtres GF/C.

- cones Eppendorf, propipette, parafilm, boiteéspétri.
- enceinte régulée 15°C; a 4°C.

- bain-marie thermostaté, agité.

- glace.

- étuve 65°C.

- compteur a scintillation.

- systeme de filtration (tulipes, support de tudipgompe a vide...).
- cloche a vide.

- agitateur magnétique.

- verrerie.

- sonicateur + sonde ultrason

2. Tampons et réactifs

Tampon TE: Tris-base 10 mM, pH 8; EDTA 1 mM
TE-Na: Tris-base 10 mM, pH 8; EDTA 1 mM; NaCl O M2

Tampon B: tris-Hcl 0,5 M, pH 8; Mggl6H,0 0,05M; 2-mercaptoéthanol 0,1 M.

Tampon S1: ZnSg) 7 H,0 0,4 mM; Acétate Na anhydre 0,12 M,; NaCl 0,14pt;= 4,5.

ADN de sperme de hareng soniqué, dans tris 10 mM:

Sonication: 20 secondes puissance max. (sonicdtbracell 72408, 400W, sonde réf.M72435 Bioblock

Scientific).

Tampon Tris 10 mM, pH = 7,5
Acide trichloracétique 5%:
EDTA disodique, 0,5M, pH8.
SDS 10% (poids/volume)

Mélange chloroforme/alcool isoamylique (méthyl-3dnol-1) 20/1.
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3. Protocole

Microdialyse:
4 ug d'ADN purifié des souches a marquer, en solutans 50 pL de TE, sont déposés sur un filtrépgdile
type VS, surnageant sur du tampon TE pendant ketgumin.

Evaporation des nucléotides marqués (solution Hkeaw):

15 pL (15 pCi) de chaque dNTP* (kit Nick Translafieont déposés dans 1 tube. L'opération est répé&tér
chaque sonde

La solution alcool/eau, contenant les dNTP*, espévée jusqu’a dessiccation compléte dans uneelciide.

Réaction de Nick Translation:

Une solution de 2 ug d'ADN dans 30 pL de TE egpaée a partir de la solution des ADN dialysés.

60 pL de tampon B dilué au 1/10 eme puis 2 pg d'’ADNarquer dans 30uL de TE puis 10 pL du mélange
d'enzymes du Kit (100 pg de DNAse + 5 moles de Ofélymérase) sont déposés dans le tube contenant les
dNTP* séchés.

Le mélange est mis a incuber a 15°C pendant 90 min.

La réaction est bloquée en portant le mélange emrbarie a 70°C pendant 10 min, puis il est dispaséde la
glace fondante.

1 uL du mélange est prélevé et déposé dans un geétbn150 pL d'H20 + 50 pL de solution d'ADN derspe
de hareng soniqué en tampon tris pour évaluereli&ment le titrage d’'incorporation. .

Séparation de I'ADN marqué et des nucléotides ncorporés:

Les 99 pL restant du mélange sont dialysés conttardpon TE dilué au 1/10 éme a raison de 0,5p#re
sonde, & 4°C sous agitation. Cette dialyse pertéitniher les nucléotides non incorporés. Apréshires de
dialyse le tampon TE est remplacé par du tampoet &ldialyse est poursuivie pendant 16 heures.

Titrage de l'incorporation.

10 pL de la solution de titrage sont déposés ke f6F/C, dans un pot a scintillation et séchéstave a 65°C,
10 min. Aprés ajout de 10 mL de scintillant (fiteunt), la radioactivité est mesurée. L'’ADN du eedé la
solution de titrage est précipité par ajout de TZB%%, et collecté sur filire GF/C. Apres séchagathoactivité
est mesurée. Les deux valeurs ainsi obtenues pgernde calculer le % d'incorporation. Il doit éa@mpris
entre 40 et 60%.

Récupération de la sonde et traitement a la S1:
5 pL d’ADN apreés dialyse sont déposés sur un flBF¥C, séchés 15 min a I'étuve a 65°C, et la ratlog est
mesurée.

Traitement & la nucléase S1:

Dans le reste de la solution d’ADN dialysée sonu#gs 20 pL d'’ADN de sperme de hareng ultrasonné en
tampon tris, préalablement dénaturé 4 min & 1020GsL d'une solution d'endonucléase S1 & 6 Ul.jie
mélange homogénéisé est mis a incuber 2 heure¥apilis sont ajoutés 25 pL d'EDTA disodique, 40delL
SDS a 10%, 200 pL d'un mélange chloroforme - alsmamylique 20/1. Aprés vortex le mélange estrfegé
2 min & 12000 rpm (13030 g). La phase supérieweusg est dialysée contre du TE-Na une nuit a d6€ s
agitation. Les ADN sont stockés a 4°C apres évialmatu volume et de I'activité spécifique de laden
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G. ANNEXE (II): hybridation ADN/ADN.

1. Matériel

- tubes Eppendorf, pots a scintillation, verregiace.
- filtres DES8L1.

- sonicateur + sonde a ultrason.

- enceinte réfrigérée a 4°C.

- agitateur magnétique.

- Spectrophotométre 260 nm, micro-cuves Quartz 1 mL
- plaque chauffante.

- Bain-marie thermostaté, agité.

- Vortex.

- étuve.

- compteur a scintillation.

2. Tampons et réactifs
Tampon TE: Tris-base 10 mM, pH 8; EDTA 1 mM

NaCl 0,042 M:

NacCl 2,3 M:

ADN de sperme de hareng (5 mg ) dans 10 mL de R&@R M.
Tampon Tris 10 mM, pH = 7,5

ADN de sperme de hareng en tampon (5 mg) dans 10ailris 10 mM.
Sonication: 20 secondes (sonicateur Vibracell 72408W, sonde réf.M72435 Bioblock Scientific).

Solution de sulfate de Zinc, 10 mM:
Solution d'acétate de sodium 0,3 M, pH = 4,7.

Mixture S1: Ajouter 5 mL de ZnSA0 mM, 20 mL d’acétate Na 0,3 M a 6,25 mL D'ADNgteerme de hareng
ultrasonné en tampon Tris 10 mM préalablement pasdgin-marie 100°C pendant 4 min (E.D., QSP 100 m

Tampon phosphate: MdPQO,, 12 HO, 0,14 M, pH 8,2.
Nucléase S1: 6 Ul.jit.dans un mélange glycérol/ tampon S1 (50/50).

Tampon S1: ZnSg) 7 H,0 0,4 mM; acétate Na anhydre 0,12 M,; NaCl 0,14M;= 4,5.

3. Protocole

Sonication.

Les solutions d'’ADN de sperme de Hareng en Na@2l\Det d’ADN en tampon TE & 400pgrhisont passées
aux ultrasons (20 secondes, puissance maximalieasewr Vibracell 72408, 400W, sonde réf.M72435tBaak
Scientific) en maintenant les tubes dans la gldedacon a obtenir des brins d'’ADN de 400 pb. envites
ADN sont dialysés pendant 16 heures a 4°C conteesatution de NaCl 0,042M.

Hybridation.
45 ug de la solution de chaque ADN dialysé estgnépen double et complétés a 250uL par du Na@2®0

Un volume correspondant & 25000 cpm de la sondeNi’/Amarqué est ajouté. Les ADN sont dénaturés par
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chauffage au bain-marie & 100°C pendant 4 minoltagle 50 pL d'une solution de NaCl 2,3 M permejuster
la molarité a 0,42 M. Les ADN sont placés au baarien a la température optimale d’hybridation pend®
heures.

T°C hybrid. = [(GC% / 2,44 + 75,2) - 25°C]

Traitement a la S1.

320 pL de mixture S1 sont ajouter dans chaquepulsele mélange est réparti en double. La moitgétdbes est
traitée en ajoutant 108 Ul de la solution de nisg@édl. L'ensemble des tubes est placé au bain-an&5eC
pendant 30 min puis refroidi. 100 pL de chaque wdrg disposés en double sur filire DE81 puis sr&éois au
tampon phosphate et deux fois a I'E.D. Aprés séehiag filtres la radioactivité est mesurée 2 faisiii pour
chaque pot.

Les pourcentages obtenus pour un méme ADN enttabies traités a la S1 et les tubes non traitéagiéent, en

tenant compte des valeurs obtenues pour 'ADN @ensp de hareng et TADN homologue, de calculer des
pourcentages d’homologie entre 'ADN de la sondie®fADN testés.
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H.  ANNEXE (lll): fixation et inclusion des larves

1. Préparation des réactifs.

Solution A: HCI 0,2 N (15 mL), Na cacodylate (244 NaCl (10 g), CaGl 2 H,0 (0,147 g), glutaraldéhyde
50% (10 mL), E.D. QSP 250 mL, pH 7,4.

Solution Stock: Méme chose que solution A sansagildéhyde.
Solution B: Tétraoxyde d'osmium (O9®,5g dans 25 mL d’E.D.
Solution de décalcification: Acide ascorbique 1%N0,15 N.
Ethanol 100%, 30%, 50%, 70% et 90%.

Résine SPURR: ERL 4206 5 g, DER 736 6 g, NSA I&g¢lérateur S-1 0,2g.

2. Protocole.

Ouverture des valves:

Apreés filtration, les larves sont placées au caamtgér & -20°C pendant 5 a 10 min. 1 goutte delldiso A
(paralysie des larves) est alors ajoutée puis agi@mation de I'eau de mer, les larves sont rascévec la
solution A.

Fixation:
Les larves sont fixées avec un mélange comprenamhD de solution A et 0,7 mL de solution B. lebda sont
mis sous agitation a 4°C pendant 60 a 90 min.

ler lavage:
Le mélange de fixation est éliminé et le culot lavéc la solutiofistocK' pendant 2 heures, sous agitation, a
4°C.

Décalcification:
La solution de lavage est éliminée et substituédapsolution de décalcification. L’ensemble ess sous
agitation a 4°C de 6 a 12 heures (ou 1 nuit).

2éme lavage:
Le mélange de décalcification est éliminé et legda sont lavées avec la soluti@tock' pendant 2 heures sous
agitation a 4°C.

Déshydratation:
Les larves sont passées dans des bains succéstitmal (30%: 30 min, 50%: 30 min, 70% : 30 midY®: 15
min, 100% : 2 X 15 min) avec agitation.

Fixation:

L'alcool est éliminé et les larves sont placéesdsmmélange résine SPURR-éthanol pur 50/50 pedant
heures. Aprés élimination du mélange résine/éthdemlarves sont placées dans de la résine perauit La
résine est renouvelée puis polymérisée a 60°C peA@aheures.
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3. ANNEXE (IV): droites de régression DGonnfCONcentration

bactérienne.
A365
0,2
E 0,15
g 0,1
it ' y = 5E-10x + 0,0468
S 0,05 R%=0,9999

0 -t
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Figure 50: droite étalon DO540nm en fonction dedmcentration bactérienne en cellules:mkouche A365.
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Figure 51: droite étalon DO540nm en fonction dedmcentration bactérienne en cellules:mkouche A496.
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Figure 52: droite étalon DO540nm en fonction dedecentration bactérienne en cellules:mkouche A060.
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A601
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Figure 53: droite étalon DO540nm en fonction dedacentration bactérienne en cellules:mkouche A601.
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Figure 54: droite étalon DO540nm en fonction dedmcentration bactérienne en cellules:mkouche A700.
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Figure 55: droite étalon DO540nm en fonction dedecentration bactérienne en cellules:imkouche U1.
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T413

D.O. 540 nm
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Figure 56: droite étalon DO540nm en fonction dedacentration bactérienne en cellules:nkouche T413.

V110

y = 6E-10x + 0,0389
R?=10,9994

D.O. 540 nm

0,00E+00 1,00E+08 2,00E+08 3,00E+08 4,00E+08 5,00E+08
Cell./m1

Figure 57: droite étalon DO540nm en fonction dedmcentration bactérienne en cellules:mkouche V110.

V117

D.O. 540 nm

y = 4E-10x + 0,0386
R?=10,9984

0,00E+00 1,00E+08 2,00E+08 3,00E+08 4,00E+08 5,00E+08 6,00E+08 7,00E+08
Cell./ml

Figure 58: droite étalon DO540nm en fonction dedacentration bactérienne en cellules:mkouche V117.
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S$322

0,12 +

,08 +

D.O. 540 nm
o

y = 5E-10x + 0,0414

0,06 +
R?=0,9983

0,00E+00 4,00E+07 8,00E+07 1,20E+08 1,60E+08 2,00E+08
Cell./ml

Figure 59: droite étalon DO540nm en fonction dedecentration bactérienne en cellethlsouche S322.

Vibrio alginolyticus

D.O. 540 nm

0.1 T y = 9E-10x + 0,0432
R2=0,999

0,00E+00 5,00E+07 1,00E+08 1,50E+08 2,00E+08 2,50E+08
Cell./m1

Figure 60: droite étalon DO540nm en fonction dedmcentration bactérienne en cellules:mkoucheV.
alginolyticus

Vibrio anguillarum

D.O. 540 nm

y = 3E-10x + 0,0437
R?2=0,9957

0,00E+00 1,00E+08 2,00E+08 3,00E+08 4,00E+08 5,00E+08 6,00E+08
Cell./ml
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

20:
21:
22:
23:
24:
25:
26:
27:
28:
29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:
41:
42:
43:
44
45:
46:
47.

l. ANNEXE (V): caracteres Biolog

Eau

: a-cyclodextrine

: dextrine

: glycogéne

: Tween 40

: Tween 80

. N-acétyl-D-galactosamine
: N-acétyl-D-glucosamine

: adonitol

: L-arabinose

: D-arabitol

: cellobiose

: érythritol

: D-fructose

: L-fucose

: D-galactose

: gentiobiose
:a-D-glucose

: m-inositol

:0-lactose

lactulose

maltose

D-mannitol

D-mannose
D-mélibiose
3-méthyl-glucoside
psicose

D-raffinose

L-rhamnose

D-sorbitol

sucrose

D-tréhalose

turanose

xylitol

méthyl pyruvate
mono-méthyl succinate
acide acétique

acide cis-aconitique
acide citrique

acide formique

acide lactone D-galactonique
acide D-galacturonique
acide D-gluconique
acide D-glucosaminique
acide D-glucuronique
acidea-hydroxybutyrique
acide R-hydroxybutyrique
acided-hydroxybutyrique

48: acide p-hydroxyphénylacétique
49: acide itaconique

50: acidea-kéto butyrique
51: acidea-kéto glutarique
52: aciden-kéto valérique
53: acide D,L-lactique

54: acide malonique

55 acide propionique

56: acide quinique

57: acide D-saccharique
58: acide sébacique

59: acide succinique

60: acide bromo succinique
61: acide succinamique

62 glucuronamide

63 alaninamide

64 D-alanine

65 L-alanine

66 L-alanyl-glycine

67 L-aspargine

68: acide L-aspartique

69: acide L-glutamique

70: acide glycyl-L-aspartique
71: acide glycyl-L-glutamique
72 L-histidine

73 hydroxy L-proline

74 L-leucine

75 L-ornithine

76 L-phénylalanine

77 L-proline

78: acide L-pyroglutamique
79 D-sérine

80 L-sérine

81 L-thréonine

82 D,L-carnitine

83: acided-amino butyrique
84: acide urocanique

85 inosine

86 uridine

87 thymidine

88 phényléthylamine

89 putrescine

90 2-amino éthanol

91 2,3-butanediol

92 glycérol

93 D,L-a-glycérolphosphate
94 glucose-1-phosphate

95 glucose-6-phosphate
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J.  ANNEXE (VI): extraction d’ADN plasmidique

1. miniprep

Les bactéries sont mises en culture a 18/20°C 4l&nsL de milieu de Zobell pendant 48 heures sous
agitation, excepté&. coliqui est inoculée dans un milieu LB (pour 1 litra® 10g, Bacto-tryptone 10g, Yeast
extract 5g) a 37°C sous agitation pendant une Apites centrifugation 3 min a 10 000g des suspessio
bactériennes, le culot est remis en suspension2f#hglL de STET (sucrose 8%, triton 5%, EDTA 50 nifig;
HCI pH8, 50 mM). Aprés homogénéisation, une sotutie lysozyme (50 pL & 10 mg.thidans du STET,
préparée juste avant emploi) est ajoutée. Lesipasté&ont alors floculées en mettant les tubes deantes au
bain-marie a 100°C. Les chaines longues d'ADN sptiinées par cette floculation, contrairemetARN
plasmidique. Aprés centrifugation, 10 min a 10 QO@gN du surnageant est précipité par ajout dé jdQ
d'isopropanol glacé et 30 pL d'acétate de sodium@ib,2. les tubes sont mis a incuber une quiezde
minutes a -20°C. Aprés centrifugation 5 min a 10d)0e culot est lavé trois fois a l'alcool a 708prés séchage
sous vide ou en étuve, I'ADN plasmidique est disdans 70 pL de TE (Tris HCI 1 mM, EDTA 10 mM, pi 8

2. Méthode de lyse alcaline pour plasmide de petiteitee

Apres centrifugation 3 min & 100009 des suspendian&riennes, le culot remis en suspension dehs 10
puL de tampon STE (Sucrose 25%, Tris HCI 10 mM, ECIT@WM, pH 8). Aprés ajout de 200 pL de tampon
NSE (NaOH 0,3 M, SDS 4%, EDTA 100 mM), les tubestsnis en incubation 5 min. 200uL de PEB llI
(Acétate de sodium 3 M, pH 6) sont alors ajoutdesetubes passés au vortex pendant 5 secondss, pui
centrifugés 5 min & 10 000g. Deux volumes d'éthaant ajoutés au surnageant (450 pL), préalablement
transféré dans un nouveau tube. La solution esbhénéisée par renversements puis centrifugée adg 0
pendant 10 min. Le culot est repris dans 50 pLEB P(Glucose 50 mM, Tris HCI 25 mM, EDTA 10 mM, pH
8), puis 100 pL de PEB Il (NaOH 0,1 M, SDS 1%). blses sont alors agités par renversements puismis
incubation 5 min. 75 pL de PEB Il (Acétate de $mdi3M, pH 6) sont ajoutés, les tubes passés aawbrt
secondes puis centrifugés a 10 000g, 5 min. L’ARNsdrnageant est précipité par ajout de deux vadume
d'éthanol. Aprés mélange par renversements, les tednt centrifugés 10 min & 10 000g. Le culotegmis dans
50 pL de TE puis 50 pL d'acétate d'ammonium 5Mmiédange est mis en incubation pendant 10 min puis
centrifugé 5 min a 10 000g; le surnageant estfita@slans un nouveau tube et I'ADN est précipitéajzut de
deux volumes d'éthanol, puis centrifugé 10 min 00gy. L'alcool est éliminé et le culot lavé 2 i3 avec de
I'éthanol a 70% avant d'étre séché sous vide @tuaé. Il est enfin dissous dans 20 L de TE.

3. miniprep alcaline

Le culot bactérien, obtenu en suivant les mémegmeétque pour les deux méthodes précédentes, a@st rem
en suspension dans 250 pL de tampon P1 & 4°C (180fiRNase A, 50 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, pH 8).
Aprés ajout de 250 pL de tampon P2 (200 mM NaOH SDI%B) le tube est retourné doucement plusieurs fois
durant 5 min d'incubation a température ambiante jutécipitation est alors réalisée par ajout dejg5de P3
(3,0 M KGH30,, pH 5,5) et le tube est mis en incubation 10 nainsda glace avant d'étre centrifugé 20 min a
14000 rpm, 4°C. Le surnageant est délicatemenpéséla la pipette et I'ADN plasmidique précipité @a
volume d'isopropanol. Aprés centrifugation 30 miti/®00 rpm, 17°C, le culot est rincé a I'éthand@l &l séché
a l'air avant d'étre dissous dans 50 pL de tamfon T
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K.  Annexe (VII): Description de Vibrio pectenicida sp. nov.

Description dé/. pectenicidasp. nov. (dépdt souche AZBEIP105190, souche A496: CIP105229;
séquence EMBL, souche A3B5¢13830).

(pec.ten.i.ci'da.: d®ecten nom de genre de la coquille Saint-Jacquasdq tuer;pectenicidaqui tue
les coquilles Saint-Jacques). Batonnet gram-négadibile par un seul flagelle polaire en miliewiide et de
nombreux flagelles latéraux non gainés sur mil@ids. Les colonies se développent en 24 heursgrit
circulaires lisses, crémeuses, non pigmentées.sM8deures les colonies s'étalent. Les souch®¥s de
pectenicidanesont pas luminescentes. Aucune croissance n’estwdessur milieu TCBS (thiosulfate-citrate-
bile-sucrose agar, Difco; milieu sélectif des wvalg)i. Aucun pigment n’est produit. Le métabolismegtlicose est
de type fermentatifV. pectenicidast anaérobie facultative. Aucun dégagement gazeskobservé a partir du
glucose. NaCl est nécessaire a la croissanceektsdxydase, catalase et réduction des nitrateirie sont
positifs. Les souches dé pectenicidasont sensibles au composé 0/129. L’ADN, la géatiamidon et le
Tween 80 sont hydrolysés en milieu extra-celluldifmdole et I'acétoine ne sont pas produifspectenicida
utilise les substrats suivants comme source urdigrergie et de carbone: maltose, succinate, giy,cér
rhamnose, isovalérate, pyruvategtalanine, L-aspartate, L-lysine, L-histidine, ba&gifumarate, glucosamine.
Une acidification se produit a partir du maltoseeglucose mais pas du sucrose ni des substiatantsi L-
arabinose, D-cellobiose, D-mannose, D-sorbitol yiose, D-galactose, myo-inositol, fructose et Limmase. Le
GC% est compris entre 39 et 41. L'espece est Emgutient isolée d’élevage de larves moribondd2.de
maximussur la céte ouest-Atlantique francaise (Bretagne).

La souche A365 est la souche type et posséde tegtearactéristiques de I'espéce. Son GC% estde 4
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Résumé

ETUDE DES INFECTIONS A VIBRIONACEAECHEZ LES LARVES DE
MOLLUSQUES BIVALVES A PARTIR D'UN MODELE
LARVE DE PECTEN MAXIMUS

Christophe LAMBERT

Le contrdle des pathologies est un élément primbnoldur réduire les risques en élevage larvaire de
mollusques bivalves. Il requiert une connaissaméeige des maladies, des pathogénes et de leuradfaxd®n.

Une nouvelle espéce de vibrio pathogéne pour lesdadeP. maximusVibrio pectenicidaa été décrite
par des caractéres phénotypiques et génotypiqulesapartient au groupe dé splendidusdans lequeke
retrouvent d’autres nouvelles espéces pathogénes.

La pathogénie d¥. pectenicidaa été étudiée en histologie et par des infectexm@rimentales sur des
élevages larvaires conventionnels et axéniqueséfbees ont confirmé le caractére pathogéne dehseswley.
pectenicidaet 'absence de symptdmes spécifiques de la neal&di ultrastructure, la localisation des bactéiies
l'intérieur des tissus et de cellules peut étrdigu@e par un phénomene de translocation.

L'activité toxique des vibrios pathogénes se matifesraisemblablement par des facteurs internes a |
bactérie. En effet, une action létale de lysatstévamns deVibrionaceae,et principalement de la fraction
cytoplasmique, a été mise en évidence sur desslaxéniques.

L'existence de facteurs toxiques internes a étdirco@e par I'utilisation d'un test de chimiolumineace
(CL) sur des hémocytes d’'adultes. En effet, I'at#ivinhibitrice observée avec les bactéries ergiéee été
retrouvée dans la fraction cytoplasmique des vibpiathogénes.

D'aprés des essais de purification partielle, ufdeteurs toxiques doit étre une petite moléculeirfs
de 3kDa), hydrophile, résistante aux protéases,agides et a la chaleur. Cette toxine est éloiglesetoxines
bactériennes déja décrites.

Les relations entre 'immunité des adultes, trésésténts aux attaques bactériennes, et celleadeslont
été abordées a partir de deux expériences: unetiorieexpérimentale provoquée par une souche prdehe
splendidussur desP. maximusadultes et I'injection d¥. pectenicida des animaux adultes entrainant la baisse
de réactivité des hémocytes.

Enfin quelques applications pratiques ont été pméps pour éviter I'utilisation d'antibiotiques dotrda
phase larvaire.

STUDY OF VIBRIO INFECTIONS IN BIVALVE MOLLUSCS:
CASE OF PECTEN MAXIMUS ARVAE.

The control of diseases remains a question of mgjportance in order to reduce pathological rigks i
bivalve larval rearings. For such a purpose, thewtedge of diseases, pathogens and routes of iofiect
required.

A new species of vibrio pathogenic #®. maximuslarvae, Vibrio pectenicida,was described by
phenotypic and genotypic characters. It belongth¢édv/. splendidugyroup, where some other new pathogenic
species were already found.

The pathogenesis &f. pectenicidawvas studied by histological methods and experiedemtposures in
conventional and axenic larval rearings. Theseistualssessed the pathogenic charactet pectenicidastrains
and the lack of particular symptoms during the age The location of bacteria in the tissues caexptined by
a translocation phenomenon.

The toxic activity of the pathogenic vibrio seerosbie due to bacterial internal factors. In fachria
bacterial lysats, mainly cytoplasmic extracts, bitbd a lethal activity in axenic larvae.

To confirm the occurence of these toxic internaitdes, a chemiluminescent (CL) test with adult
hemocytes was perfected and used. The pathogdwioiinhibited the CL activity of hemocytes frorivédve
adult.

The inhibitory effect, observed with intact bacéenrvas found again in the cytoplasmic fraction.sTaict
confirmed the existence of internal toxic factar(@gcording to the partial purification, one of themay be a
small molecule (below 3 kDa), hydrophilic, protesmed acid resistant and thermo-stable. This toxas w
different of previously described toxins.

The relationships between the immunity of adultywesistant to bacterial infection, and the larvase
investigated by two experiments: reproduction skdse ifP. maximusdults by a strain related Y6 splendidus
and the injection of. pectenicidao adults inducing a decrease of the hemocytaégtsct

Some applications were proposed by the end ofabi& to avoid the use of antibiotics, detrimentathe
environment, during the first steps of the mollpsaduction.
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