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ACCUMULATION DU CADMIUM PAR MYTILUS EDULIS EN PRESENCE DE BACTERIES
MARINES SENSIBLES OU RESISTANTES A CE METAL
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I.N.S,E.R.M, U.,40 ; 1, avenue Jean Lorrain 06300 NICE

SUMMARY

CADMIUM ACCUMULATION BY MYTILUS EDULIS IN THE PRESENCE OF CADMIUM
SENSITIVE OR RESISTANT MARINE BACTERIA

The cadmium accumulation by the soft parts of the mussels increased in the
presence of the sensitive strain, and was lower in the presence of the resistant strain, when
only ionic metal was given to the mussels. The metal brought by previously contamined and
killed bacteria was more accumulated by the different organs than when it was provided in’
the ionic form, and was more accumulated by viscera and gills when it was bound to the
resistant bacteria.

INTRODUCTION

Les modifications de 1'accumulation des métaux lourds (comme le mercure ou le -,
cadmium) par certains invertébrés marins provoquées par les complexants naturels ou arti-
ficiels rejetés en mer ont déji été étudiées, Ainsi certains chélatants diminuent 1'accumu-
lation du cadmium chez le barnacle Semibafanus balanoides(Rainbow et al., 1980), et
1'augmentent chez Myt{fus edulis (George et Coombs, 1977).

Les bactéries marines peuvent &tre, dans une certaine mesure assimilées 3 des agents
chélatants complexes. Capables d'accumuler le mercure (Austin et coll., 1977), ou le cadmium
(Gauthier et Flatau, 1977, 1980) elles peuvent modifier la forme physicochimique des métaux
en libérant des formes alkylées (Olson et Cooper, 1973) plus dangereuses car plus assimila-
bles par la faune marine (Fowler et coll., 1978). Selon Sayler et coll. (1975), le mercure
ionique est plus accumulé par Crassostnea vinginica en présence de certaines bactéries
appartenant au genre Pseudomonas fixant ou réduisant ce métal. Le rdle joué par les bactéries
. au cours des phénoménes d'accumulation apparait comme trés important.

Ce travail avait pour but 1'étude de 1'accumulation du cadmium par Mytifus edulis
en présence de deux souches bactériennes hétérotrophes, 1'une sensible, 1'autre résistante
3 ce métal et selon que celui-ci était injecté sous forme soluble ou préalablement incorporé
par ces micro-organismes.

MATERIEL ET METHODES

Isolement et propriétés des souches bacténiennes

La souche résistante (R) a été isolée d'un sédiment trés contaminé dans la Baie des
Anges, (Nice). La souche sensible (S) provenait d'un sédiment peu contaminé prélevé dans la
rade de Villefranche-sur-Mer. Ces deux bactéries ont été isolées en cultures pures par trois
repiquages alternés sur milieu Marine Agar (MA) (Difco) et en bouillon Marine Broth (MB)
(Difco). Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) du cadmium (CdCi_-2,5 H,0), déter-
minées par la méthode de dilution en milieu liquide (Chabbert, 1963) ont &té respectivement
de 0,8 mg/1 et 20 mg/1 pour la souche § et la souche R.
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Leurs principaux caractéres morphologiques, culturaux et physiologiques déterminés
selon diverses techniques décrites par ailleurs (Gauthier, 1976) montrent qu'elles appartien-—
nent aux genres Pseudomonas ou Alteromonas (Gibson et al., 1977)

Cultune en masse des souches bactériennes

Elle a été obtenue sur milieu solide (Marine Agar) : les cellules ont été récol-
tées 4 la surface de ce milieu aprés 48 heures d'incubation & 22°C, puis congelées (-30°C)
et lyophilisées. La méme technique a été utilisée pour produire des cellules S ou R conta-
minées par le cadmium, en incorporant 1 mg (S) ou 10 mg (R) de cadmium (chlorure) par litre
de milieu gélosé. Un test de viabilité a été réalisé sur ces souches lyophilisées, par
remise en suspension en eau de mer, étalement sur milieu MA et MB et culture pendant 72h
a 23°c,

Intoxication des moules

Les moules (5 & 6 cm de long, 20 a 35g) ont été collectées dans le port de Nice,
puis mises en stabulation pendant une semaine avant chaque expérimentation. Les intoxications
ont été réalisées dans des bacs en verre contenant 10 1 d'eau de mer naturelle et 50 moules,

N

a2 1'ombre et 3 une température moyenne de 15°C.

Intoxication par CdClZ et bacténies marines

Tous les jours pendant 11 jours, 1'eau des bacs a été renouvelée puis additionnée
de cadmium (1 mg/l, sous forme de chlorure) et de bactéries (1x10% 3 3x105 cellules S/ml
ou 3x10° a 5x10° cellules R/ml). Un bac témoin n'a recu que le cadmium. Lors de chaque
prélévement, effectué avant 1'injection de cadmium et des bactéries (2°, 4°, 6°, 9° et 11°
jour), quatre moules ont été disséquées pour étudier la répartition du métal dans les
viscéres, les branchies, le manteau et le muscle adducteur postérieur, et quatre autres ont
servi & la détermination du cadmium dans la chair totale. La coquille n'a pas été analysée.

Intoxication par Les bacténies S et R cultivées sur milieu cadmié

Tous les jours pendant 18 jours, aprés renouvellement de 1'eau de mer, une masse
connue de bactéries S et R préalablement cultivées sur milieu cadmié et lyophilisées
(quantité correspondant 3 un apport de 20 pg Cd/1l) a été ajoutée A chaque bac apres réhydra-
tation dans 10 ml d'eau de mer. Afin de fournir aux animaux la mZme masse de bactéries R
ou S (environ 0,4 g de cellules lyophilisées), une quantité complémentaire (environ 0,2 g)
de bactéries R non contaminées par le cadmium a di €tre ajoutée dans le bac correspondant,
Les prélévements ont été effectués tous les deux jours pendant 18 jours avant le renouvel-
lement de l'eau et 1'injection de bactéries.

Accumulation du cadmium parn Les souches R et S

Environ 2.101! cellules de 1a souche R ou S ont été mises en suspension dans 2 1
d'eau de mer contenant 1 mg Cd/1 (chlorure). Aprés 0, 2, 5, 9, 13, 19 et 24 h, 250 ml de
suspension ont été centrifugés (18000 rpm, 20n, 10°C) ; les culots cellulaires ont été
rincés 4 1'eau de mer et centrifugés deux fois dans les mémes conditions, puis congelés
et lyophilisés avant analyse.

Dwsage‘ du cadmium

Les moules, comme les cellules bactériennes lyophilisées, ont été minéralisées
en milieu nitroperchlorique a chaud (120°C) pendant 48 h ; les dosages de cadmium ont été
réalisés par redissolution anodique (ESA 2011) ou par spectrophotométrie d'absorption ato-
mique (Perkin Elmer 290B équipé d'un bruleur air-acétyléne). Les facteurs d'accumulation
du métal par les moules ou les bactéries ont été exprimés par le rapport : concentration

Cd dans 1'organc/concentration Cd dans le milieu.

Thaitement statistique des nésultats

L'analyse de la variance des résultats a ¢été réalisé sur calculatrice Olivetti
P652.

Les données brutes concernant les moules proviennent de 1'analyse chimique de
quatre organes ou organismes. Les données concernant les deux souches bactériennes provien-
nent de troils expérimentations successives. L'analyse de 1a variance a porté sur le loga-
rithme des concentrations en métal dans les moules afin de stabiliser la variance.
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RESULTATS

La souche S a accumulé environ 16 fois plus de cadmium que la souche R aprés 19
heures d'incubation, ce qui met en évidence une différence de comportement de ces deux bac-
téries en présence de ce métal (fig. n® 1).

Les différences d'accumulation du cadmium par les moules en présence des bactéries
R ou S n'ont été significatives que dans le cas de la chair totale lorsque le métal était
apporté par 1'eau (tableau n°1) et les viscéres et les branchies lorsque le métal était
fourni par les bactéries (tableaux n°® 2 et 3). Dans les cas significatifs les droites
d' accumulatlon ont été tracées en utilisant la méthode des moindres carrés (Fig. n® 3 et 3)
Le tableau n° 4 regroupe les facteurs d'accumulation aprés 10 Jours de traitement.

Dans les cas analysés, 1'ordre d'accumulation par les dlfferents organes de moules
examinés a été le suivant :

viscéres > branchies > manteau

Quand le cadmium était fourni par les bactéries (S ou R), le facteur d'accumulation
était entre 5 et 9 fois plus important suivant 1'organe, que lors de 1'intoxication par le
métal ionique. De plus, en présence de bactéries contaminées, 1'accumulation avait une allure
exponentielle (Fig., n° 3 et 4).

Le cadmium fourni par les bactéries R était plus rapidement accumulé par les bran-
chies et les viscéres que le cadmium apporté par la souche S (Fig. n° 3 et 4). Par contre,
quand le métal a été fourni sous forme ionique par l'eau, il a été moins accumulé par 1la
chair totale en présence de la souche R (Fig. n°2)

DISCUSSION

Contrairement & d'autres bactéries dont la résistance au cadmium s'accompagne
d'une forte accumulation intra cellulaire du métal (Horitsu et coll., 1979), 1la résistance
de la souche R (Fig. n° 1) se traduit par une diminution de cette accumulation, ce qui
suggére 1'existence chez cette bactérie, d'une barriére emp@chant la pénétration du métal
dans la cellule, phénoméne décrit antérieurement par Tynecka et al., (1975) chez
Staphylococcus awreus. Cette souche fixe cependant une faible quantité de cadmium, vraisem—
blablement 1ié & la paroi cellulaire par des liaisons ioniques,

Quel que soit le mode d'intoxication, la variation de 1'accumulation du métal sui-
vant les organes examinés correspond & celle observée antérieurement pour le cadmium
(ionique ou complexé) chez Mytilus edulis (George et Coombs, 1977), et pour le mercure
ionique (injecté seul ou en présence de Pseudomonadacées accumulant ou réduisant le mercure)
chez Cnassostrea vinginica (Sayler et al., 1975). Par contre, alors que dans le cas du
mercure 1'accumulation dans tous les . organes était augmentée en présence de bactéries marines
(Sayler et al., 1975), dans le cas du cadmium, 1'accumulation dépendait de 'la souche bacté-
rienne associée.

La suspension bactérienne étant homogéne dans les bacs, on peut estimer que la
répartition du métal 1'était aussi., La source alimentaire du cadmium était donc plus impor-
tante que la source "eau" puisque les facteurs d'accumulation ont été beaucoup plus impor-
tants quand le métal était apporté exclusivement par les micro-organismes. Ceci provient
vraisemblablement de 1'importante capacité de filtration des moules, ainsi que la rapidité
4 laquelle peuvent apparaitre et transiter les bactéries ingérées dans le tractus digestif
(Prieur, 1981). L'estomac et 1'intestin moyen se vident graduellement entre 9 et 20 heures
aprés 1'ingestion, mais dans 1'intestin postérieur peuvent encore se trouver des cellules
intactes (Prieur, 1981). L'accumulation plus rapide en présence de la souche résistante
surtout dans les viscéres pourrait étre dlie au fait que le métal, fixé de maniére plus
labile sur la paroi cellulaire de la bactérie, était plus disponible que lorsqu'il
pénétrait A& 1'intérieur du corps cellulaire, et pouvait £tre 1ibéré plus facilement dans
les conditions particuliéres du milieu gastrique ou intestinal.

En présence de cadmium ionique par contre, 1'accumulation du métal par la moule
a été accélérée en présence de la souche S, celle-ci fixant plus rapidement le métal que la
souche R. En fait dans ce cas, l'apport de cadmium aux moules était mixte puisque associé
4 la fois 3 1'eau et 4 une fraction des aliments.

Les résultats obtenus au cours de ce travail montrent donc que la réaction des
organismes marins en présence de polluants métalliques peut varier significativement selon
1a nature de la microflore associée, et que les propriétés de ces micro-organismes vis-a-vis
des métaux peuvent conditionner le devenir de ceux-ci dans les chaines alimentaires.
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Ce travail a été réalisé dans le cadre d'un contrat de recherche libre de
1'TI.N.S.E.R.M. n® 78.5.114.8.

RESUME

L'accumulation du cadmium par les. branchies les viscéres et le manteau de Myt{fus
edulis en présence de bactéries marines résistantes ou sensibles & ce métal, a été étudide,
Le cadmium ionique était plus accumulé par la chair totale en présence de la souche sensible,
qu'en présence de la souche résistante. L'accumulation du cadmium fourni par les souches
préalablement cultivées sur miliecu cadmié puis tuées était plus importante que celle du
cadmium ionique. Le métal 1ié a la souche résistante était plus accumulé par les viscéres et
les branchies que celui 1ié & la souche sensible.

MOTS CLES

Cadmium, accumulation, moule, bactéries marines, résistance.
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Accumulation du cadmium en fonction

souche 8§ (++rvetecest)
CdR = 0,004x + 0,011 ;

r = 0,932, Cd

[} 4 8 12 16 jours

Fig. n°® 4

du temps par la souche R (x--x--x) et la

= 0,077 x + 0,11 ; r = 0,998.

S

Logarithme népérien de la concentration en cadmium dans la chair totale des

moules au cours du temps : Cd seul (

souche R (x---%---x),

Logarithme népérien de la concentrat
au cours du temps @
(+oooo+o-o+).

Ln CdR = 0,172x + 0,325 ; r = 0,93.
Logarithme népérien de la concentrat
au cours du temps :
S (f;no+-.a4).

Ln CdR = 0,178x + 1,95 ;
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r = 0,98 Ln Cds = 0,113x + 2,31 ;

o—o—o0), Cd et souche S (++++4°°*4), ou

ion en cadmium dans les branchies des moules

Cd fourni par la souche R (x==-%x=-=-x) , ou par la souche §

Ln CdS = 0,175x - 0,072 ; r = 0,85,

ion en cadmium dans les viscéres des moules

Cd fourni par la souche R (x=--%=--x), ou par la souche

r = 0,92,



Sources de variations Carré moyen Deyrés de liberté F .N:v.ea.u de.
signification

Entre cases 1,600 11

fcart A la lindarité 0,261 6 3,99 1%
Parallélisme 0,059 2 0,89 NS
Pente 12,76 1 193 1%
Traitement 0,476 2 7,21 1%
Résiduelle 0,066 36

Totale 0,378 47

Tablcau n° 1. Analyse de¢ la variance des logarithmes des concentra-
tions en cadmium dans la chair totale des moules 3 le métal a
été apporté par l'eau, en présence de bactéries R ou $ non
contaminées. Les résultats du jour n° 6 étant aberrants ntont
pas été inclus dans lt'analyse. :

NS = non significatif

Sources de variations Carré moyen Degrés de liberté 3 . N1.ve'au d‘e
signification

Entre cases 2,811 17

Ecart 3 la linfarité 0,238 14 1,31 NS
Parallélisme 2,080 1 11,43 1%
Pente 40,763 1 224 1%
Traitement 1,617 1 8,88 1%
Résiduelle 0,182 54

Totale 0,812 71

Tableau n° 2. Analyse de la variance des logarithmes des concentra-
tions en cadmium dans les viscéres des moules ; le métal a été
apporté par les bactéries R ou S préalablement contaminées.

NS = non significatif

Sources de variations Carré moyen  Degrés de liberté f .Nl\‘/e.au d?
signification

Entre cases 4,454 17

Ecart 3 la linéarité 1,075 14 1,787 NS

Parallélisme 0,007 1 0,011 NS

Pente 58,2692 1 96,87 1%

Traitement 2,387 1 3,968 6 %

Résiduelle 0,601 564

Totale 1,524 n

Tahleau n® 3. Analyse de la variance des logarithmes des concentra-
tions en cadmium dans les branchics des moules ; le métal a
é14 apporté par les bactéries R ou S préalablement contaminées.
NS = non significatif

Organes €d 116 aux bactéries R ou S td mmq.ue’ + bactéries
non contaminfes R oy S
Viscéres 1500 170
Branchies 500 60
Manteau 20 50
Chair totale - 60
Muscle adducteur
. - 30
posterieur

Tableau n® 4 :

Comparaison des facteurs d'accumulation

du cadmium par les moules en présence du mdtal ionique
ou préalablement Tié aux bactérics R ct §, aprés 10 jours
de contact dans les différents orpancs examinés,
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