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INTRODUCTION

La production d'huitre creuse, Crassostea gigas, est la principale production frangaise
de coquillages et la plus importante source de revenu du département de la Charente-
Maritime. Le naissain est principalement obtenu par captage naturel mais I'utilisation de
naissain d'écloserie est en progression depuis quelques années.

De forts taux de mortalité estivale, pouvant atteindre 60 & 100% sont rapportées
actuellement dans les écloseries-nurseries, sur les larves et le naissain d'huitre creuse,
Crassostrea gigas. Dans le milieu naturel, la mortalité apparait aussi sur le naissain de captage
naturel. Cette mortalité est difficile & évaluer car les informations & ce sujet sont souvent
contradictoires. En ce qui concerne le naissain de captage naturel, la mortalité est de surcroit
difficile a apprécier car leur qualité est trés variable selon les années, en fonction des
conditions climatiques.

Ce type de mortalité a été observée dés 1991 dans les écloseries nurseries peut-étre en
raison de l'intensification de ces élevages qui fait apparaitre les problémes de maniére plus
évidente. L'huitre plate, Ostrea edulis est, elle aussi, touchée par ce phénomeéne.

Des études ont été menées pour rechercher la cause de la mortalité estivale. Un agent
pathogéne de type herpes a été mis en évidence par observation en microscopie électronique a
transmission (Nicolas et al., 1992) en relation avec de la mortalité larvaire. Des mortalités
associées a la détection d'un virus de type herpés ont également été rapportées sur naissain
d'huitre plate (Comps et Cochennec, 1992) et d'huitre creuse (Renault et al, 1994). La
pathogénicité de ce virus de type herpés a été prouvée pour les stades larvaires (Le Deuff et
al., 1994) mais la reproduction expérimentale de la maladie sur le naissain, touché lui aussi
par ces mortalités, fait encore I'objet d'étude.

La corrélation entre les trés fortes mortalités subies en 1995 par 1'écloserie-nurserie
Grainocean (Ile de Ré) sur du naissain et la présence du virus n'apparaissait pas de maniére
évidente.

Au début de I'année 1996, |'entreprise Grainocean et le laboratoire GAP (IFREMER de
Ronce les Bains) ont convenu d'un programme de recherche en bactériologie sur des
échantillons de I'écloserie-nurserie.

La découverte de I'agent virale n'excluant pas la possibilité de l'intervention d'un agent
pathogéne bactérien, nous avons entrepris d’étudier la flore bactérienne en relation avec des
épisodes de mortalité. En paralléle, un contrle en PCR a été réalisé pour rechercher le virus
de type herpés sur les lots utilisés dans cette étude.

Aucun prélévement provenant du milieu naturel n'a été traité au cours de cette étude
car les anomalies et la mortalité sont détectées plus tardivement qu’en écloserie-nurserie et les
échantillons fournis ne permettent pas une analyse bactériologique du fait de leur état de
dégradation. Nous avons donc effectué la recherche en bactériologie uniquement sur les
prélévements de l'écloserie-nurserie Grainocean sur un cheptel observé quotidiennement et
avec un suivi des mortalités plus adapté a cette étude.

L’étude que nous allons vous présenter doit étre concidérée comme une premiére
approche pour laquelle nous avons choisi d'étudier les souches du genre Vibrio, réputés pour
leur pathogénicité en milieu marin.
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I) PRESENTATION ET SITUATION DE LA RECHERCHE

Cette recherche a été rendue possible grice a la collaboration de I'entreprise
Grainocean et de la station de I'IFREMER de Ronce les Bains, qui ont fourni respectivement
les échantillons et les installation de recherche.

I.1) Intérét d'une recherche en bactériologie

L'entreprise Grainocean connait depuis le printemps 1995 de fortes mortalités sur le
naissain et ponctuellement sur les larves de quelques pontes, avec une évolution brutale de
type toxique ou infectieuse. La premiére hypothése explorée pendant I'année 95 fut l'infection
par l'herpésvirus. La corrélation entre les mortalités subies dans l'entreprise et la détection du
virus n'était alors pas évidente.

De grandes similitudes existent avec des maladies bactériennes déja connues. La
maladie décrite sur les larves en phase de mortalité est assez semblable aux affections
bactériennes en élevage larvaire déja décrites chez Crassostrea virginica (Grinschkovsky,
1974; Elston and Leibovitz, 1980). Quant & la maladie décrite sur le naissain a Grainocean,
elle ressemble curieusement a la JOD (Juvenile Oyster Disease; Elston,1992, Bricelj er
al. ,1992; Elston, 1992; Davis, 1994) de l'huitre américaine Crassostrea virginica. et a la
maladie de I'Anneau Brun de la Palourde Ruditapes philippinarum (Paillard ef al.,1992).

Les bactéries du genre Vibrio étant souvent impliquées dans ces affections, nous avons
été particuliérement attentifs quant a ce genre.

Des résultats intéressants ont été obtenus a l'entreprise Grainocean lors d'une
expérience de diagnostic thérapeutique a base d'antibiotiques sur des larves en phase de
mortalité. Apres traitement d'un lot de larves a la gentamycine, la mortalité s'est arrétée en
quelques jours. Le lot témoin, non traité, a subi 100% de mortalité. Devant |'efficacité d'un
antibactérien face a une pathologie de type infectieuse, I'hypothése d'un agent pathogéne
bactérien semble intéressante a explorer.

1.2) Symptomatologie
I.2.1) Sur les larves

Les larves présentent une nage anormale, sédimentent et meurent en 24 a 48
heures en absence de traitement. On observe des fragments du vélum libres qui se déplacent
dans l'eau d'élevage.

Ces symptomes sont communs a plusieurs maladies infectieuses en élevage
larvaire, notamment a des bactérioses (Grinschkovsky, 1974; Elston and Leibovitz, 1980) et
l'infection par I'herpésvirus.

1.2.2) Sur le naissain

Le premier symptome observé est une extraordinaire croissance du naissain qui double
de volume en 3 jours.

Ensuite, les jeunes huitres se mettent a "bailler": elles sont encore vivantes mais ne
peuvent plus refermer leur valves. Le naissain meurt aprés chaque manipulation comme par
exemple lors des calibrages. Beaucoup de jeunes huitres présentent une forme particuliere de
la coquille dite "en sabot" (Cf photos 1 et 2). Cette anomalie de pousse des deux valves parait



résulter d’une absence de migration du muscle adducteur au moment de la croissance. Ce
phénoméne empécherait la pousse en longueur de la valve inférieure qui compenserait par une
pousse en hauteur. Dans ce cas, le muscle adducteur qui constitue un lien trés fort entre les
valves entraine une pousse moindre de la valve supérieure qui s'adapte a la forme creuse de la
valve inférieure

De forts taux de mortalité ( de 50 a 60% ) apparaissent brutalement en 24 a 48 heures
pour finir avec 100% de taux de mortalité cumulée en une semaine.

Les survivantes développent un dépot anormal de conchyoline (Cf photos 3 et 4), avec
une rétraction du manteau. On note aussi tres fréquemment une modification du rythme de la
pousse de la coquille ce qui entraine l'apparition d'une "strie " d’arrét de croissance.




1.3) Présentation de I'entreprise Grainocean et choix d es d'approches

Le choix des prélevements est particulicrement important en bactériologie. Il est
judicieux de restreindre le nombre de prélévements pour éviter de disperser les recherches,
une étude bactériologique, quand 1'agent pathogéne recherché n'est pas connu, étant un travail
fastidieux.

Une étude bactériologique s'effectue sur un prélévement récent afin d'éviter qu'une
flore non spécifique ne se développe. Les prélévements sont acheminés vivants, rapidement,
légérement réfrigérés et sont traités des la réception.

Nous avons fait le choix de différentes approches complémentaires.

1.3.1) Le suivi d'élevage

Cette approche nécessite une connaissance de l'entreprise et des différentes étapes de la
production du naissain. Pour cela, il faut aller sur le terrain, & 1'écloserie nurserie, afin de
définir les différents compartiments épidémiologiques, c'est a dire les étapes ayant le méme
statut sanitaire et les moments ou ce statut change. Les prélévements sont effectués a chaque
fois que le statut sanitaire est modifié.

Le suivi d'élevage peut permettre de définir la ou les étapes sensibles de I'élevage et de
connaitre le moment de la contamination par un agent pathogene.

Le choix des prélévements en suivi d'élevage est justifié par l'éclatement géographique
de l'entreprise Grainocean en différents endroits de 1'ile de Ré.

Les techniques d'élevage utilisées sont originales et congus pour une production
intensive.

e L'élevage larvaire

Les locaux d'élevage larvaire et la fixerie se situent dans un méme batiment au lieu dit
le Coin Sableux a Ars-en-Ré. La micronurserie se trouve prés de ce batiment dans la claire
attenante,




L'élevage larvaire s'effectue dans deux cuves parallépipédiques en inox de 20 m3
chacune et utilisées alternativement, & chaque tamisage: toutes les 48 heures, les larves sont
tamisées, rincées et remises en eau propre dans l'autre cuve. L'eau d'élevage larvaire est filtrée
par une membrane plissée a 0,25 pm et passée aux U.V. avant de remplir les cuves (Lewis,
1982 et Elston, 1984). Les larves d'un élevage donné proviennent toutes d'une méme ponte.
La densité d'élevage est de 3 larves par ml

e La nurserie du Boutillon

La nurserie industrielle et le systéme de mise en lanterne du naissain se situe au
Boutillon entre La Couarde et Ars-en Ré

La nurserie industrielle du Boutillon est construite pour fonctionner en circuit fermé, le
renouvellement de 1'eau se faisant par recirculation de I'eau de sortie de 1'élevage aprés un long
trajet dans les marais. Ce systéme permet a I'eau de se débarrasser de ses matiéres organiques
et de s'enrichir en phytoplancton, celui-ci se développant naturellement dans le marais. L'eau
est rechargée en oxygéne par un systéme de turbine a I'entrée de 1'élevage.

e Le prégrossissement en mer

Le naissain est placé en prégrossissement dans des lanternes ostréicoles Grainocean,
les LOG, dans le Pertuis breton.
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1.3.2) Les prélévements ponctuels

Ces prélevements sont effectués des la détection d'anomalies ou d’épisodes de
mortalité.

1.3.3) L'induction expérimentale de mortalités

La mortalité est induite en bac dans la salle de pathologie du laboratoire GAP de
I'TFREMER de Ronce-les-Bains par augmentation progressive de la température

1.4) les stratégies choisies pour la recherche en bactériologie

1.4.1) Schéma de la stratégie utilisée en induction de la mortalité

Point 0, étude de la flore initiale des échantillons

& G

Lot testé maintenu Lot témoin maintenu
a une température a une température
déclenchant la mortalité ne déclenchant pas

de mortalité

¢ 4

Prélévement au moment de la mortalité Prélévement si mortalité
a taux de mortalité > a 20% dans le lot testé

S &

Comparaison des flores bactériennes
isolées dans les deux prélévements

4

Comparaison a des souches de référence
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1.4.2) Schéma de la stratégie utilisée en suivi d'élevage

Prélévements

3

Isolement des bactéries

U

Identification des souches isolées

& ®

si une mortalité si aucune mortalité
apparait au cours du suivi n'apparait au cours du suivi

4 4

Regroupement des souches par degré 1) Comparaison avec des
de ressemblance phénotypiques souches de référence

4 4

1) Reproduction expérimentale 2) Essais comparatifs de
de la pathologie reproduction expérimentale
puis souches isolées/ de référence

Identification compléte des souches

iy

2) Comparaison avec les souches de référence
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II) RECHERCHE D'AGENTS PATHOGENES INFECTIEUX EN RELATION AVEC
LES EPISODES DE MORTALITE

IL.1) Le suivi d'élevage et les prélévements ponctuels

I1.1.1) Matériel et méthode

*Les prélévements sur le terrain
@ Le suivi d'élevage

Les échantillons ont tous été prélevés sur place, transportés dans une glaciére fraiche
(~15°C) en 1 heure jusqu'au laboratoire et traités immédiatement en bactériologie.

Les dates des prélévements sont:
- le 10 04 96, a J20 sur les larves T 250 um (lot 1A) et eau d'élevage (lot 1B),

-1le 03 06 96, 2 T 5 mm, (lot 3) a la sortie du naissain en nurserie industrielle au
Boutillon,

Remarque: Un troisiéme prélévement était prévu aprés sortie du naissain en mer
sur lanterne ostréicole Grainocean (LOG) mais une mortalité totale est intervenue
sur ce naissain au niveau de la nurserie du Boutillon en juin 96, nécessitant alors un
prélévement ponctuel.

e Les prélévements ponctuels

Le 10 06 96, prélévement (lot 4) effectué a 60% de taux de mortalité au Boutillon sur
le naissain du suivi d'élevage,

Le 21 08 96, prélévement (lot 6) effectué a 50% de taux de mortalité 2 jours aprés la
sortie en micronurserie d’un naissain issu d une autre ponte.

* L'isolement des souches bactériennes
e Les milieux utilisés

La gélose de ZoBell que nous avons appelé Marine Agar (MA) dans cette étude
permet de faire pousser la majorité des souches présentes dans le milieu marin. Elle se
compose de :

15 g d’agar, 4 g de peptone,

1 g d’extrait de levure

pour 1 1 d’eau de mer artificielle a 2%,

le pH étant ajusté a 7,4 avant autoclavage.

La gélose TCBS (Thiosulfate, Citrate, Bile, Saccharose agar; Sanofi Diagnostics
Pasteur; Réf : 64654) est un milieu sélectif pour les Vibrionacés.

12
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e Le traitement des prélévements

Le traitement appliqué dépend du prélévement. L'eau d'élevage est uniquement diluée
alors que le naissain doit au préalable étre décoquillé et broyé dans un Potter. Les larves sont
directement broyées.

Le broyat est effectué dans un volume de 50 ml d'eau de mer stérile (EMS) pour 14 g
de chair.

Les dilutions utilisées sont différentes suivant le milieu gélosé ou se fait I'étalement:

- sur Marine Agar (MA), les dilutions sont en général de 10-1, 10-2 et 10-3.

- sur TCBS , les dilutions sont moins importantes car le TCBS est un milieu sélectif
pour les vibrionacés. On utilise donc les dilutions suivantes: "pur", 10-1, 10-2,

e ['étalement

Un volume de 0,1 ml de chacune des dilutions est étalé sur un milieu gélosé
préalablement coulé en boite de Pétri. L'étalement est effectué grace a une pipette Pasteur
travaillée en forme de "rdteau" qui sert a répartir le volume versé sur toute la surface de la
gélose.

¢ La morphologie des colonies et le comptage

Aprés 24 heures d'incubation dans une étuve a 21°C (sauf dans le cas des prélévements
de larves et d'eau d'élevage larvaire dont l'incubation a été faite a 24° C en relation avec les
températures rencontrées dans ces élevages), les géloses sont examinées. Les colonies
bactériennes de morphologies différentes sont repérées selon leur taille, couleur, production
d'un pigment qui colore la gélose, coloration jaune de la colonie et de la gélose sur TCBS
(jaune si la bactérie utilise le saccharose), opacité/transparence, régularité des contours, profil
convexe/plat, autre caractére particulier...

Les boites d'origine font I'objet d'un comptage par type de colonie afin d'avoir une idée
du nombre de bactéries (UFC= unités formant colonie) présentes dans le prélévement et de
repérer les types prédominants.

Les différents types de colonies sont nommés et isolés sur MA. Ces boites sont ensuite
placées a I'étuve pendant 24 heures.

* La conservation de souches

Les boites d'isolement des différentes colonies sont examinées aprés 24 heures
d'incubation afin de vérifier si la culture est pure.

Deux types de conservation sont effectuées a partir des boites d'isolement : les
conservations de longue et de courte durée.

Il est possible de conserver des souches pendant plusieurs mois & une température
constante et modérée (~10°C) dans des tubes de conservation (Sanofi Diagnostic Pasteur,
réf: 63683) par piqire centrale d'une colonie.

Il est également intéressant de conserver les souches sous une forme plus pratique et
facile a réutiliser. Dans ce cas, le milieu de conservation de choix est la gélose en pente
une inclinaison permettant d'obtenir une pente et un culot). Une colonie du milieu d'isolement
est prélevée a I'aide d'une pipette Pasteur, mise en suspension dans le liquide de condensation,
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piquée dans le culot et étalée sur la pente. Ce type de conservation est renouvelé tous les mois
environ.

* L'identification des souches

Les différents tests de l'identification des souches nécessitent pour la plupart une
culture de 24 heures sur gélose nutritive.

Les 17 tests utilisés sont reportés sur une fiche d'identification propre a chaque souche
(Cf annexe 1).

e (Coloration de Gram

Cette coloration est réalisée selon le protocole de I'Institut Pasteur ( Kit Gram, Sanofi
Diagnostics Pasteur; réf. 55281). Les lames sont observées au microscope optique (x 1000,
immersion).

La coloration de Gram permet de différencier deux grands groupes de bactéries: les
Gram + et les Gram - .

Elle est aussi trés intéressante pour observer la morphologie des bactéries (bacille ou
coque).

e Mobilité

La recherche de la mobilité se fait sur le culot de condensation de la gélose en pente,
les bactéries s'y développent trés bien et sont trés actives. Une goutte de cette suspension est
montée entre lame et lamelle et observée au microscope optique (x1000, immersion).

» Coloration des flagelles

Cette coloration, beaucoup plus simple d'utilisation que la coloration a l'argent, permet
d'observer le type de locomotion employée par les bactéries. Son utilisation demande une

certaine habitude tant au point de vue de la réalisation que pour la lecture.

<+ Composition

Solution A : a rajouter a froid dans l'ordre indiqué

Phénol (pour analyse, CarloErba) . 5g
BIEGOVABEOMY | | . ooocrmisissmossiaeissassmsssss st ersassianmiens 5 ml
Violet cristallisé (Merck) g
Eau distillée B L S T e T R e ¢ 100 ml
Tannin purifié (Sigma) 20¢g

Solution B : Solution saturée a 50°C
Aluminium potassium sulfate dodécahydrate (pour analyses, Labosi)
B B e e et s 100 ml
Mélanger a volume égal les solutions A et B a 60-70°C.
Laisser reposer 24 heures
Conserver a |'abri de la lumiére a température ambiante

14



<> Réalisation des lames

Déposer une goutte du culot liquide d'un tube en pente sur une lame, recouvrir avec
une lamelle et déposer immédiatement une goutte de la coloration qui diffuse par capillarité
entre lame et lamelle dans la partie encore seche.

< Lecture

La lame est observée a I'immersion (x1000)

La profondeur de champ est réglée de maniére a observer la phase supérieur (les
bactéries se trouvant contre la lamelle). La partie la plus riche en flagelle est la limite de
diffusion des bactéries dans le colorant (Cf photo 5).

La coloration demande une habitude de pratique mais quand elle est maitrisée, elle est
intéressante (Cf photo 6).
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e Métabolisme respiratoire
< Oxydase

La recherche de l'oxydase se fait a partir de disques imprégnés d'oxalate de diméthyl-
paraphényléne-diamine (Sanofi Diagnostics Pasteur, réf. 53831). La réaction positive se
traduit par l'apparition d'une coloration violette aprés dépot d'une parcelle de culture prélevée
a l'aide d'une pipette Pasteur.

< Voie d'attaque des glucides

L'étude de la voie d'attaque du glucose est réalisée sur milieu MEVAG (Milieu d'Etude
de la Voie d'Attaque des Glucides). Deux tubes additionnés de glucose stérile (solution filtrée
a 0,22pm) sont nécessaires pour chaque souche: un tube en aérobie qui vire du rouge au jaune
si la bactérie utilise la voie oxydative en présence de glucose et un tube en anaérobie (couche
d'huile de paraffine empéchant la diffusion de 1'air) qui subit le méme changement de couleur
si la bactérie utilise la voie fermentative.

Composition du MEVAG adapté aux souches marines:

Extraitde viande . .. 15g
5 I, I oS SO ) 3g
NaCl 5¢g
L A W T A e OSSO 3g
Rouge de phénol.(Sigma) . . ... 0,01¢
Eaudistillée . ... 100ml

Ajuster le pH a 7,4.

Faire fondre I'agar.

Autoclaver

Ajouter le glucose dans la gélose liquide a 50°C pour obtenir une concentration finale

de 1%.

< Type respiratoire

Ces caractéres (aérobie strict, aéro-anaérobie facultatif...) sont étudiés sur milieu semi-
solide (6%o) Viande-Foie en tube de faible diamétre (Pasteur diagnostic, réf. 64564).

e Galerie API 10 E

Une galerie API 10E (Laboratoire Bio-Mérieux, Réf: 10100) se présente sous forme
d'une série de 10 cupules dans laquelle est déposé une suspension bactérienne (parcelle de
culture bactérienne récente sur gélose mise en suspension dans de l'eau de mer artificielle
stérile). La lecture se fait 2 24 et 48 heures (choix personnel de lecture standardisée)
d'incubation a 21°C.
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<> Action sur les glucides
- ONPG
Cette réaction permet la recherche de la beta-galactosidase.
- VP (Voges-Proskauer)
La réaction est positive lorsqu'il y a production d'acétoine a partir du pyruvate.
< Production d'enzymes
- ADH, LDC, ODC

Ces tests permettent respectivement la recherche de l'arginine-dihydrolase, de la
lysine-décarboxylase et de I'ornithine-décarboxylase.

- Citrate de Simmons

Ce test met en évidence |'utilisation du citrate de sodium comme seule source de
carbone.

- Uréase
Ce test met en évidence l'utilisation de l'urée.
-H2S

La production d'H2S & partir du thiosulfate de sodium est soulignée par l'apparition
d'un sulfite métallique noir par combinaison avec un sel de fer.

- TDA
Ce test met en évidence la présence de tryptophane-désaminase.
- Production d'indole

Ce test met en évidence la production d'indole a partir du tryptophane.

* L'exploitation des données
e Nomenclature des souches testées

La premiere lettre du nom d'une souche désigne le milieu a partir duquel elle a été
isolée: M pour MA et T pour TCBS.
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Les autres lettres caractérisent le prélévement:

- ME et TE: Eau d'élevage larvaire

- MB etTB: Broyat de larves

- MBN et TBN: Broyat de Naissain en absence de mortalité

- MBM et TBM: Broyat du méme naissain en phase de Mortalité au Boutillon en juillet 96

- MMPC et TMPC: Mortalité des survivants de ce méme naissain testés en bacs de Pathologie
expérimentale, prélevement C = n°3

- MSM et TSM: autre naissain ayant subi des Mortalités a sa Sortie en nurserie

o Logiciel de classification des souches, CLASH

Le logiciel CLASH (CLassification AScendante Hiérarchique, ©Aquacop) permet
d'effectuer une taxonomie numérique des différentes souches a partir des tests de
caractérisation phénotypique réalisés, sur la base du principe adansonien de classification
(Colwell and Austin, 1981). Les distances calculées (coefficient de similarité de Jaccard) entre
les individus sont schématisée sur un dendrogramme qui permet de visualiser ainsi les taxons
ou groupes constitués.

¢ Le logiciel d'identification, Bactus
< Le logiciel

Un programme informatique d'identification des souches bactériennes a été mis au
point a la station de 'IFREMER de Tahiti: Bactus (©Aquacop; Castel,1989).

Le programme permet l'identification des bactéries a partir d'une grille de cent
caractéres. Les caractéres prennet les valeurs (+), (-) ou 0 selon que le caractére est observé,
absent ou indéterminé. Les caractéres des bactéries entrées en références peuvent prendre la
valeur (v), pour variable.

Le principe d'identification peut se schématiser de la fagon suivante: on recherche la
famille a laquelle appartient la bactérie a identifier, une bactérie appartenant & une famille si et
seulement si elle posséde tous les caractéres (notion de filtre). Dans le cas o un caractére n'a
pu étre déterminé, Bactus le considére comme vérifié. Si aucune famille n'est trouvée,
l'identification a échoué. Quand la famille a été déterminée, l'identification se poursuit au
genre, puis a l'espéce selon une procédure identique. Pour chaque identification est calculé un
coefficient de similitude et le nombre de caractéres comparés est annoncé.

<> La base de références

La constitution d'une liste de bactéries de référence en vue de l'identification des
germes isolés du milieu marin s'est fait selon les critéres suivants: la liste des micro-
organismes marins établie par Austin B. (1988). la liste des bactéries impliqués dans des
processus pathologiques des organismes marins, Roberts (1978) et Austin ez al. (1987).

Parmi les ouvrages de référence en matére de taxonomie des bactéries, notre choix
s'est porté sur le "Bergey's manual of systematic bacteriology" (1984) et le "manual of clinical
microbiology", Lennette (1985).

Les délais relativement longs nécessaires a |'élaboration puis a I'édition de ces manuels
limitent l'actualité de leur mise a jour. Certains groupes de bactéries sont réguliérement revus
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dans leur description, Baumann et al. (1983), Baumann et al. (1984), Mac Donell et al (1985).
c'est pourquoi nous avons utilisé quelques publications ultérieures a la date de parution de ces
ouvrages de référence en complément, Schiewe et al. (1981), Love et al. (1981), Guérinot et
al (1982), Hickman et al. (1982), Tison et al. (1983), Yang ef al. (1983), Hada et al. (1984),
Brayton er al. (1986), Egidius et al. (1986), Pujalte et al. (1986), Nishimura et al.(1986),
Garcia ef al. (1987).

Le nombre important d’articles traitant du genre Vibrio peut s'expliquer par le double
fait que : les limites taxonomiques du genre ne sont pas aujourd'hui définies (Gilmour, 1977;
West et al., 1986) et que ce genre a retenu plus particuliérement notre attention puisque
fréquemment impliqué dans les processus pathologiques.

I1.1.2) Résultats
* L'identification des souches
Le genre Vibrio regroupe les bacilles mobiles, Gram négatifs, aéro-anaérobie
facultatifs, possédant une oxydase et fermentant le glucose; 51 souches ont été identifiées au
genre Vibrio a partir de ces caractéres.
Le genre Photobacterium est trés proche du genre Vibrio, la seule différence notable a

partir de caractéres identifiés est I'absence de flagelle engainé dans le genre Photobacterium. 1
souche a été identifiée a ce genre.

Genre espéce total espece |total genre %
Vibrio anguillarum 29
alginolyticus 14 51 98
tubiashii 2
sp. 8
Photobacterium sp. 1 1 2

* La taxonomie numérique
e Le dendrogramme global
Cf document page 20
Le dendrogramme global regroupe toutes les souches des deux autres dendrogrammes.

Il se divise en 3 groupes distincts numérotés sur la figure et qui correspondent
approximativement & des genres ou des espéces différentes données par le logiciel Bactus.
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Représentation du dendrogramme global :
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¢ Le dendrogramme du suivi d'élevage
Cf document page 22

Ce document a été particuliérement utile pour la détermination des souches a tester en
pathologie expérimentale.
I1 se subdivise en 3 groupes.

Dans le groupe 1, un ensemble de souches identiques (A) apparait, lié a I'épisode de
mortalité sur le naissain. Ce sous groupe a fait 'objet de nombreux essais en pathologie
expérimentale.

Dans ce méme groupe, le sous groupe (B) est apparu quand nous avons pu compléter
le dendrogramme avec les souches isolées a partir du naissain mort en induction de mortalité.
Nous ne l'avons donc exploré que plus tardivement.

e Le dendogramme de la comparaison de deux naissains ayant subi une mortalité

Cf document page 23

Ce dendogramme permet de comparer les flores bactériennes de deux naissains
d'origine différente au moment d'un épisode de mortalité.

Cette figure permet de montrer que les souches du deuxiéme naissain (en vert) ne
concordent pas avec celles du naissain étudié lors du suivi d'élevage au moment des
mortalités.

11.2) L'induction de la mortalité
11.2.1) Matériel et méthode
* Les lots testés

Des prélévements ont été effectués sur deux naissains d'une méme ponte (aofit 95) faite
a partir de géniteurs d'une lignée qui n'a jamais subi de mortalité¢ depuis 2 générations. Les
géniteurs se trouvaient en lanterne au milieu de naissain en pleine mortalité¢ sans subir de
mortalité significative.

Un prélévement est effectué avant la mise en eau des naissains et constitue le "point 0"
de la manipulation. Ce "point 0" permet de connaitre la flore bactérienne d'origine du lot. Par
comparaison avec la flore au moment d'une éventuelle mortalité, nous pourront savoir quelle
population bactérienne s'est développée préférentiellement.



Représentation du dendrogramme du suivi d'élevage :
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Représentation du dendrogramme de la co raison de deux naissains ayant sub

une mortalité :
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Les dates des prélévements sont:

- Le 23 04 96, (lot 2A) dit "petit" est resté en micro-nurserie jusqu'en mars et n'a donc
pas été en mer avant la date du prélévement.

- Le 02 05 96, (lot 2B) dit "grand" se trouvait en mer prés d'un lot ayant subi des
mortalités en 95.

- Le 12 07 96, préléevement (lot 5) sur les survivants du naissain qui a subi la mortalité
au Boutillon en juillet 96. Trois prélévements ont été effectués : le premier le 17 07 96 en
absence de mortalité (lot 5A), le deuxiéme le 18 07 96 avec un taux de mortalité de 11% (lot
SB) et le troisieme le 19 07 96 avec un taux de mortalité de 58,7% (lot 5C).

* Les protocoles utilisés

L'induction de mortalité s'effectue par augmentation progressive de la température
jusqu'a 25°C, la pathologie se développant en période estivale.

Le naissain est placé dans des bacs en résine polyester de 50 litres, sans
renouvellement d'eau, avec un systéme de bullage et un apport en phytoplancton 2 fois par
jour. Le nettoyage des bacs se fait par siphonage. La température, le type d'algue et la
mortalité sont notés chaque jour.

A chaque lot testé est associ€ un lot témoin qui, pour des raisons techniques n'a pu étre
maintenu a une température inférieure a 18 °C. Il a néanmoins pu étre maintenu 4 une
température inférieure au lot testé (< 25°C).

I1.2.2) Résultats
* La mortalité induite
e Expérience sur le naissain n'ayant subi aucune mortalité

Le lot 2A est resté en bacs d'expérimentation pendant 3 mois a 25°C sans subir de
mortalité.
Le lot 2B est resté 3 mois dans les bacs 4 25°C sans subir de mortalité notable.

Ce naissain, issu de géniteurs n'ayant jamais subi de mortalité significative méme en
contact avec des animaux en forte mortalité sur filieres, se sont avérés indifférents a la montée
en température jusqu'a 25 °C pendant trois mois.

Les animaux ont blanchi, leur coquille s'est fragilisée et leur croissance s'est stoppée
mais aucune mortalité significative n'a pu €tre observée.

e Expérience sur le naissain survivant suite a I'épisode de mortalité
Le naissain du lot 5 a subi des mortalités totales une semaine aprés sa mise en eau.
Le naissain du bac monté en température a commence a subir des mortalités massives

(58,7%) le 19 07 96, c'est a dire une semaine exactement aprés la mise en eau, a une
température de 26°C.
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Le lot "témoin" a commencé & subir des mortalités 24 heures aprés le lot monté en
température. Ces mortalités se sont avérées moins fortes (4% le 20 07 96, 25,5% le 21 07 96,
35,6% le 22 07 96) et plus progressives.

* L'identification des souches

Les souches bactériennes isolées a partir des prélévements du points 0, pour les
expériences d'induction de la mortalité des lots 1A et 1B, ont été mis en tubes de conservation
sans étre identifiés étant donné 1'absence de mortalité induite.

Le point 0 du lot 5 n'a pu étre effectué. Le dernier des trois prélévements du lot 5, (lot
5C) a fait l'objet d'une étude bactériologique ce qui nous a permis d'inclure les souches isolées
dans le dendogramme du suivi d'élevage. Ce prélévement est apparu comme le plus
intéressant car effectué a un taux de mortalité de 58,7%. Seules les souches de ce prélévement
sont identifiées.

Genre espeéce total espéce|total genre %
Vibrio anguillarum 5
alginolyticus 3 9 69
sp. 1
Pseudomonas sp B 4 31

Le genre Vibrio regroupe les bacilles mobiles, Gram négatifs, aéro-anaérobie
facultatifs, possédant une oxydase et fermentant le glucose; 9 souches ont été identifiées au
genre Vibrio a partir de ces caractéres.

Le genre Pseudomonas regroupe des bacilles Gram négatifs, aérobies stricts, non
fermentaires, possédant une oxydase et mobile par un flagelle polaire; 4 souches ont répondu
a cette définition de genre.

pathogénes gu ggm: Vibri.
I1.3.1) Choix des souches a tester

Le choix est fait a partir du dendrogramme du suivi d'élevage incomplet car au
moment de l'expérience présentée ci-dessous, les souches de I'induction de la mortalité
n'étaient pas encore identifiées. Les souches sont choisies dans le groupe de ME3 car cette
souche a induit de la mortalité dans toutes les expériences précédentes ol nous avons pu
obtenir des résultats partiels. La souche TEIV9 est utilisée comme témoin négatif. La souche
S322 sert de témoin de pathogénicité.
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I1.3.1) Etude de la pathogénicité des souches

* Matériel et méthode
e Les larves

Les caractéristiques des larves utilisées au cours des expérimentations sont les suivantes:
- espece : Crassosirea gigas
- origine des géniteurs : milieu naturel
- ponte : effectuée par l'équipe de 'TFREMER-Ronce-les Bains.
- Maintien des larves sous antibiotiques jusqu'a l'expérimentation : Erythromycine.
- Age des larves au moment de 'inoculation des bactéries : 5 jours.

La ponte est réalisée de maniére conventionnelle par scarification des gonades et
fécondation en respectant un taux de 100 spermatozoides par ovule et un temps de contact
entre les gametes de 30 mn.

L'élevage larvaire est mené dans des bacs cylindroconiques de 150 litres a une densité
de 10 larves par ml. L'eau d'élevage provient d'une cuve de 300 m” qui, apreés passage sur un
filtre a sable est filtrée sur un filtre a cartouche de 3 pm. La salle d'élevage est thermostatée a
24.5°C.

Les larves sont nourries avec une quantit¢ d'algues unicellulaires (spécialement
cultivées pour 'élevage larvaire) de 60 cellules par pl.

Le jour de la réinfestation, les larves sont filtrées, rincées et distribuées a raison de 100
ml dans des fioles de culture cellulaire de 250 ml (Nunclon, réf.: 147589), la densité ayant été
ajustée a 20-30 larves par ml.

e [ es souches bactériennes

Dans un premier temps, une expérience a été faite sur la souche S322 de J.L. Nicolas
afin d'adapter la quantité d'inoculum a notre protocole.

Par la suite, 10 souches choisies a partir du dendogramme du suivi d'élevage total ont
été testées.

< souche de référence

- 8322, isolée a partir de larves de Crassostrea gigas, souche témoin positif (+) pathogene
pour les larves de C. gigas ( collection de souches de J.L. Nicolas, IFREMER Brest)

< souches isolées pendant les mortalités au Boutillon en juin 96.

- TBMI

- TBM2, souche majoritaire.

- TBM4

- TBMS' (1)

- MBM4, isolée sur MA

- TEIVY, isolée a partir de l'eau inter valvaire, appartient a un groupe voisin sur le
dendrogramme
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< souche isolée & partir du naissain avant mortalité.

- TBNDY, appartenant au groupe de ME3.

< souches isolées sur gélose MA 4 partir de I'eau d'élevage larvaire.

- ME3a (2)
- ME3b @

(1): cette souche est issue d'une culture sur gélose de TBM5 qui comportait 2 types
colonies de morphologies différentes.

@): La souche ME3 a subit le méme type de phénoméne que TBMS5 avec l'apparition de
trois colonies de morphologies différentes, ME3a, ME3b et ME3c.

< La préparation de toutes ces souches en vue de leur inoculation est réalisée
de la fagon suivante :

- repiquage sur un milieu gélosé préparé a partir du bouillon Coeur-Cerveau par
addition de 15 g d'agar et de 15 g de NaCl par litre (ajustement de la salinité a 2 %);
incubation 24 heures a 21°C.

- repiquage sur milieu liquide Coeur-Cerveau (Sanofi Diagnostics Pasteur, réf.: 64014)
en tube de 5 ml; incubation de 24 heures a 21°C.

- repiquage sur le méme milieu liquide, incubation a 24°C pendant 6 heures.

- centrifugation des cultures 15 mn a 4000 tr / mn.

- remise en suspension des culots dans 5 ml d'eau de mer artificielle stérile;
homogénéisation.

- ajustement des suspensions a une échelle de Mc Farland de 5.

- inoculation de 0,1 ml de cette solution pour un volume d'élevage de 100 ml.

e Le déroulement de I'expérimentation

< 10:

Les larves sont comptées et le taux de mortalité larvaire est évalué a 1'aide d'une cellule
de comptage. L'observation de l'aspect et du comportement des larves permet de juger leur
état de santé.

Les larves sont passées en fiole, en triplicat afin de montrer la reproductibilité d'un
éventuel phénomeéne. Les 3 témoins permettent de suivre la viabilité des larves en absence
d'inoculum bactérien.

Apres inoculation, les larves sont installées en salle de pathologie 4 une température de
24°C, avec un bullage (pipette stérile branchée sur le systéme d'arrivée d'air de la salle) et
nourries quotidiennement avec une culture d'Isochrysis cultivée pour 1'élevage larvaire (0.5 ml
par fiole).

La quantité de bactéries inoculée est évaluée par la technique suivante: 0,1 ml de la
suspension bactérienne est déposée dans une boite de Pétri, une gélose MA a 50 °C est coulée
dans la boite et homogénéisée par un mouvement tournant. Les boites sont laissées sous la
hotte stérile le temps de leur solidification puis incubées a 24°C pendant 48 heures. Les
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colonies se développent en surface et dans la gélose, ce qui facilite le comptage. La quantité
de bactéries présentes dans chaque fiole est évaluée grice au comptage de ces géloses.

< t438h:

Aprés un contact larves-souches inoculées de 48 heures, I'eau des fioles est changée par
filtration des larves sur des tamis de 60 pm. Un volume de 0,1 ml de I'eau d'élevage d'une des
fiole apres filtration est étalée sur des géloses TCBS, pure, et aux dilutions de 10-1 et 10-2 (2
boites par dilutions). La flore bactérienne des témoins est évaluée de la méme fagon. Les
géloses sont examinées apres 24 heures d'incubation 4 21 °C.,

Les larves et les fioles sont rincées avec une eau de mer filtrée stérile et les larves sont
remises en eau dans les fioles. Le comptage et 1'évaluation des mortalités est effectuée sur une
des fioles si les mortalités sont comparable a celles observées dans les fioles du témoin négatif
et sur 2 fioles si les mortalités paraissent anormalement élevées.

Les larves sont ensuite réinstallés en salle de pathologie expérimentale et nourries.

< t72h:
Le changement de I'eau et l'observation des larves s'effectue comme précédemment.
Aucune évaluation de la flore bactérienne n'est faite 4 ce stade de 1'expérience.

< t6]:

Les fioles ayant subi des mortalités trés supérieures a celles observées dans le lot
témoin sont filtrées, les larves des 3 fioles sont observées séparément puis filtrées ensemble,
rincées et broyées dans un Potter. Un volume de 0,1 ml de chacune des dilutions 10-! et 10-2
est étalé sur des gélose de TCBS, I'incubation se fait & 24°C.

L'expérience s'arréte 1a.

REMARQUES

- Lors de mortalité survenant avant 6 jours (taux de mortalité cumulée > 90%), les larves sont
traitées comme précédemment et la flore bactérienne évaluée a ce stade sans attendre de ne
plus avoir de matériel biologique a prélever.

- La filtration des larves est effectuée sous hotte stérile, avec de I'eau de mer filtrée stérile afin
d'éviter les apports bactériens exogénes. Le tamis est immerger dans l'alcool a 70°, séché et
rincé a 'eau de mer stérile entre chaque fiole.

- L'utilisation du seul milieu gélosé TCBS est justifiée par le fait que toutes les souches testées
poussent correctement sur ce milieu avec une morphologie reconnaissable. L'utilisation de
géloses MA lors d'une manipulation précédente n'a pas permis de reconnaitre la souche
inoculée.
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* Résultats

o Tableau 2: Taux de mortalité cumulée a 48 et 72h pour chaque souche testée.

48 H 72H
fiole 1 fiole 1| fiole 2 | fiole 3 |moyennelécar. typ.
ME3A| 30 | 91,7 | 766 | 97,3 | 885 10,7
ME3B] 29 | 929 | 809 | 796 | 84,5 73
S32 | 37 72 | 93| 766 | 76,0 37
™BMI | 38 | 569 | 47 50,3 79
M2 63 | 30 30,0
™BW | 56 | 395 39,5
BMS| 69 | 40 50 45,0 71
MBv4| 58 | 788 | 47 | 87,7 | 71,2 21,4
TEMO| 68 | 298 29,8
TBN9 | 83 49 52 50,5 2,1
Temoin| 5,5 % | 209 141 203 6,0
. Graphique
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Figure 1: Corrélation entre la concentration en bactéries de l'eau d'élevage aprés 48 h de
contact larves-bactéries et la mortalité a 72 h.
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e Résumé

Les souches TBM1, TBM2, TBM4 et TBMS5' peuvent étre mises de coté car la
concentration en bactéries a 48h est supérieure a celle de S322 alors qu'elles induisent des
mortalités peu supérieures a celles du témoin et de TEIV9..

Les souches les plus intéressantes sont ME3a, ME3b et a la limite MBM4 qui sont
comparables a S322.

En ce qui concerne la souche TBNY, il est bien difficile de conclure car la
concentration en bactéries a 48h est beaucoup plus faible que le témoin positif

I1.3.3) Utilisation des composés carbonés comme source d'énergie
* Matériel et méthode

Biotype 100 (Laboratoire Bio-Mérieux, réf.: 88818) est un test utilisé pour
l'identification des Entérobactéries. Cet outil compléte l'identification précédente qui avait
pour but de faire une premiére sélection et de faire des regroupements entre les différentes
souches. Les souches d’un méme groupe sur le dendrogramme ne sont pas identiques. Biotype
100 permet donc de différencier ces souches et permet de les comparer & des souches
répertoriées dans les bases de données de I'Institut Pasteur grace au logiciel Recognizer® afin
d’effectuer une identification plus compléte.

e Principe

Le Biotype 100 se présente sous la forme de 5 galeries de 20 cupules chacune et
rassemble 100 tests pour l'étude de l'assimilation de différentes sources de carbone. Dans
chacune des cupule se trouve un milieu ne permettant par la croissance bactérienne plus un
composé carboné comme seule source d'énergie (principe de l'auxanogramme).

e Préparation de l'inoculum

Une suspension bactérienne de 5 ml est préparée a partir d'une gélose MA et ajustée a
l'échelle 3 du Mac Farland Standard.

Un volume de 2 ml de cette suspension est versée dans le Biotype Médium 1
(Laboratoire Bio-Mérieux, réf.: 88819) suplémenté NaCl (2% solution finale) et en MgCl,
(0,01% de solution finale); milieu préconisé pour les Vibrio

e Inoculation
A l'aide d'une pipette Pasteur montée sur un pipeteur automatique, un volume de la

suspension est déposé dans les cupules afin d'obtenir une surface la plus convexe possible.
Le test est ensuite incubé a 21°C dans I'étuve.
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e [ecture

La lecture s'effectue a 2 et 4 jours d'incubation. Une cupule opaque est noté positive et
est affecté du jour ol l'opacité a été observée. L opacification de la suspension correspond a
une croissance bactérienne.

e [dentification

L'identification est faite a I'Institut Pasteur. sur le logiciel Recognizer® (Macintosh) par
comparaison a une base de donnée.

* Résultats
e Résultats bruts
Cf Annexe 2
e Vigor des souches testées
Vigor = nombre de cupules positives en 6 jours pour une souche donnée

Cette valeur permet de savoir si une souche a plus ou moins poussée par rapport au genre
Vibrio. La vigor d'un Vibrio se situe entre 20 et 30.

S322| TB2 | ME3a | ME3b | TBN9 | MBM4 | TBMI1 | TBM2 | TBM4 | TBMS | TEIV9

32 | 40 23 p/ 31 18 26 30 31 15 35
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IIT) DISCUSSION

II1.1) Résultats de cette étude

I11.1.1) Commentaires
* Induction de mortalité

Les résultats obtenus avec le lot 5, sans préjuger du fait que le témoin est sensé rester
vivant, laissent supposer que la température joue un role déterminant dans le déclenchement
des mortalités.

Dans des conditions idéales ou le témoin serait maintenu a une température inférieure
a la température de déclenchement de la mortalité, nous aurions pu comparer les flores du lot
en mortalité avec celle du lot témoin. Ces conditions n’ayant pas pu étrte obtenues, cette
expérience nous a néanmoins permis d’observer I’évolution des mortalités en relation avec
une augmentation de la température, d’effectuer des prélévements successifs en fonction du
taux de mortalité et de comparer un de ces échantillons (taux de mortalité de 58,7%) avec
ceux prélevés sur le terrain au cours du suivi d'élevage.

Le dendrogramme du suivi d'élevage révele que le groupe (A) sur lequel nous avons le
plus travaillé contient une des souches isolée en mortalité expérimentale. Cette souche serait
intéressante a tester en reproduction expérimentale de la maladie.

Le méme dendogramme révéle aussi un autre groupe intéressant (B) ou se regroupent
des souches liées aux mortalités. Ce groupe est d'autant plus intéressant qu'il contient la
souche S322 sur le dendogramme total. Ces souches seraient, elles aussi, intéressantes a tester.

* Reproduction de la maladie sur larves conventionnelles

Les souches qui se distinguent au cours de cette expérience sont essentiellement
ME3b, §322 et ME3a.

Les larves inoculées avec ME3b subissent des taux de mortalité cumulée & 72h (my =
84,5%, o = 7,3) supérieures a celles inoculées avec S322 (my = 76%, o= 3,7) 4 concentration
en bactérie a 72h équivalente.

La souche ME3a a aussi provoqué de forts taux de mortalité cumulée a 72h (my =
88,5%, o = 10,7) mais la forte quantité de bactéries retrouvées a 72h (> 105 CFU / ml) ne
permet pas de la comparer a la souche de référence S322 (< 104 CFU / ml).

L'expérience tentée par la suite avait pour but d'affiner cette étude en testant plusieurs
dilutions de l'inoculum pour obtenir des concentrations en bactéries qui permettraient de
comparer ces trois souches.

D'autres souches comme TBN9 auraient été intéressantes a tester par la suite a des
concentrations en inoculum différentes car les résultats obtenus (my = 50,5%, o = 2,1) avec
une concentration en bactérie a 72h si faible (~ 103 CFU / ml) ne sont pas interprétables.

32




N N

BN =N

- N N

* ldentification des souches testées

Toutes les souches qui font 'objet de tests plus approfondis sont du genre Vibrio.

En se fiant aux tests de la fiche d'identification, les souches du groupe (A) seraient
proches de V. anguilarum et celles du groupe (B) se rapprocheraient de V. alginolyticus.

Les résultats des Biotypes 100 ne sont donc pas faciles a interpréter puisque les
souches n'ont pas eu la croissance escomptée.

Les 17 tests mentionnés sur la fiche d'identification bien q’insuffisants nous ont permis

de déterminer approximativement a quel genre et quelle espéce appartiennent les souches.

I11.1.2) Implication de I'herpésvirus et de bactéries dans les phénoménes
de mortalité

* Analyse PCR
Des analyses PCR ont été faites sur tous les lots testés en bactériologie.
e Le suivi d'élevage

Le lot 1A (réf.: 96R29), les larves prélevées hors mortalité ont été testées en PCR. Le résultat
est négatif.

Le lot 3 (réf.: 96RS58), le naissain une semaine avant les mortalités, est négatif.

Le lot 4 (réf.: 96R61), le naissain a 60% de mortalité, est positif (en PCR2, 6 tubes sur 13).

Le lot 5 (réf : 96R131), le naissain survivant des mortalités en juin 96 a été testé. Le résultat
est positif.

Des résultats positifs sont obtenus pour des mortalités déclarées (lot 4) et apres les
mortalités (lot 5). Les analyses étaient négatives pour les larves (lot 1A) et le naissain avant
mortalité (lot 3). Les analyses PCR effectuées au cours du suivi n'ont pas eu d'utilité dans la
prédiction des mortalités, elles ont permis de montrer que le virus était présent dans le
naissain au moment des mortalités.

e ['induction de la mortalité

Le lot 2A (réf : 96R35) et le lot 2B (réf.: 96R31), les naissains provenant de la ponte d'aofit
95 et ne subissant pas de mortalités ont été testés au point 0. Le résultat est négatif. Aprés 3
mois d'expérience, aucune mortalité n'a été observée. Aucune analyse n'a été effectuée sur ces
lotsen fin d'expérience.

Le lot 5 (réf.: 96R131), les survivants du naissain ayant subi des mortalités en juin 96 ont été
testées. Le résultat est positif (6 tubes sur 6). Aprés 1 semaine d'expérience, un taux de
mortalité d'environ 60% a été observé. Un prélévement a été effectué pour une analyse en
PCR qui sera effectuée ultérieurement.

Les points 0 ont eu une valeur prédictive pour les expériences d'induction de la

mortalité: le naissain testé négatif n'a pas subi de mortalité (lots 2A et 2B), alors que le lot
ayant subit des mortalités (lot 5) a été testé positif.
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Ces résultats montrent une corrélation entre la détection du virus de type herpés et des
épisodes de mortalités et indiquent que cet agent peut-étre responsable de ces phénoménes.

* Analyse bactériologique

Les souches ME3a etME3b sont peut-étre pathogénes et pourraient étre responsables
des mortalités.

Ces souches ont été isolées a partir de l'eau d'élevage sur Marine Agar (milieu non
selectif) mais poussent également sur TCBS en 48 h a 24°C. Nous n'avons pas pu caractériser
plus complétement ces souches mais il serait intéressant de compléter cette étude en explorant
les bactéries proches sur le dendrogramme isolées a partir des autres prélévements.

11 est aussi possible que des bactéries agissent en synergie avec I'herpés virus.

I11.1.3) Une étude & compléter

L'étude des Vibrio isolés jusqu'a présent n'en est qu'a son début et ne permet pas de
conclure a l'existance de bactérie franchement pathogéne. Une étude menée par J.L. Nicolas
(IFREMER, Brest) remet en cause la pathogénicité réelle des bactéries qu'il a testés (V110 et
S322). Ainsi, la bactérie qui nous a servi de témoin positif (S322) ne serait pas forcément une
bactérie trés virulente.

Nous avons focalisé nos recherches sur le genre Vibrio mais il existe des agents
pathogeénes déja connus pour leur virulence chez les mollusques bivalves dans les genres
Pseudomonas (Brown, 1981; Colwell, 1967) et Cythophaga/Flexibacter (Dungan et Elston,
1988 et 1989) et que nous n'avons pas du tout exploré.

Notons que les études bactériologiques menées sur la JOD de I'huitre américaine ont
débuté en 1992 (Bricelj et al., 1992) et qu'en 1996 l'agent pathogéne n'a pas encore été
déterminé (Paillard et al., 1996; Lee et al., 1996). Certaines études décrivent méme un protiste
qui pourrait étre 1'agent pathogeéne recherché (Lewis and Farley, 1996).

ilieu

I11.2.1) Spécificité des souches marines
* Adaptation du matériel bactériologique

L'utilisation du matériel de bactériologie médicale demande une certaine adaptation
pour 'étude des bactéries marines. La premiére et évidente différence est la nécessité d'adapter
les milieux de culture et de mise en suspension des bactéries marines en ajustant la
concentration en chlorure de sodium (NaCl).

En ce qui concermne les milieux déshydratés, la dissolution dans de l'eau de mer
artificielle (EMA) est souvent la solution la plus pratique mise a part pour les bouillons qui
ont tendance a devenir troubles au moment de I'ajustement du pH.

Les problémes commencent & se poser pour les milieux gélosés préts a I'emploi
comme les géloses Viande-Foie (VF) ou les MEVAG qui peuvent étre utilisés apres
ajustement de la salinité. Ces milieux sont préalablement fondus et supplémentés avec une
solution stérile de NaCl. Néanmoins, la solution saline a la faicheuse tendance a se déposer au
fond du tube. On obtient un milieu de culture hétérogéne qui donne parfois des résultats
aberrants. Le moyen le plus simple de passer outre ces problémes est de préparer ces milieux
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au laboratoire. Le milieu VF est disponible en milieu déshydraté mais en ce qui concerne le
milieu MEVAG, il est plus pratique de le préparer par soi-méme (Cf page 16).

En ce qui concerne les solutions pour mise en suspension des bactéries, I'emploi de
I'EMA stérile a 2% est trés pratique. Elle permet la dilution des suspensions bactériennes et
sert de milieu pour les galeries API et les Biotypes 100.

Une adaptation des températures d'incubation est aussi nécessaire puisqu'en médecine
humaine la croissance des bactéries se fait en étuve & 30°C. En bactériologie marine,
l'incubation se fait a la température d'origine du prélévement, différente par exemple pour un
prélevement d'écloserie (25-26°C) ou un prélévement effectué en mer (15-19°C).

L'addition de milieux salés et une incubation a des températures variables posent
parfois des problémes de référence car I’emploi que nous faisons du matériel de bactériologie
médicale est éloigné de son utilisation initiale.

* les références

Les problémes les plus ardus se sont posés pour I'emploi des galeries API et des
Biotypes 100.

En ce qui concerne les galeries API, le milieu d'encemencement utilisé, l'eau de mer
artificielle stérile a 2%, est celui qui induit le moins de biais (Mc Donell, 1982). La
température d'incubation méme différente de celle utilisée pour les entérobactéries ne pose pas
de probléme majeur puisque ce test est employé pour faire une comparaison des différentes
souches isolées entre elles. Il suffit donc de fixer les paramétres d'utilisation au départ de
I'étude et de garder les mémes par la suite. Tout au long de cette étude, la lecture est fixée a 24
et 48 heures aprés une incubation a 24°C.

Les Biotypes 100 posent plus de problémes car l'interprétation des résultats est fait sur
un logiciel qui prévoit deux lectures a 2 et 4 jours avec une température d'incubation fixée a
30°C. Les souches testées sont comparées a des souches de référence qui ont été testées avec
ces parameétres.

Le calcul de la vigor a permis de mettre en évidence des anomalies dans |'utilisation
des sources de carbone de la galerie Biotype 100. Les résultats d'une souche avec une vigor
trop faible (ME3b, MBM4) ne sont pas interprétables ; ils traduisent un "disconfort" de la
souche (mauvaise inoculation, milieu minimum mal adapté etc...). Une vigor trop forte (TB2)
traduit une contamination du test.

Cependant, le principal probléme rencontré pour ce type d'identification est la mise a
jour nécessaire des références du logiciel Recognizer : cette base n'est pas compléte
actuellement pour les Vibrionacés et doit étre considérée comme un prototype. Ce systéme de
typage en auxanogramme, s'il ne peut étre utilisé comme moyen d'identification pour les
souches de Vibrio spp., reste cependant un excellent outils de caractérisation phénotypique.

I11.2.2) Variation de la morphologie des colonies au sein du genre Vibrio

L'observation, sur des cultures ensemencées a partir des géloses en pente, de colonies
de 2 types différents a troublé plusieurs fois notre travail de recherche (Cf pages 26 et 27).
Une gélose en pente est ensemencée a partir d'une colonie unique prélevée stérilement sur une
gélose ou cet aspect de gélose contaminée n'est pas observé. Nous avons testé les souches afin
de savoir si ces colonies de morphologie différentes était identiques ou distinctes. Les
résultats obtenus sont difficiles a interpréter car variables.
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Dans le cas de la "contamination" de la souche TBMI1, les morphologies des colonies
étaient tres différentes. Les deux types colonies, appelées TBM1 et TBM1', différent par la
taille bien supérieure et I'aspect crémeux de TBMI par rapport a TBMI1' qui apparait
translucide. Les galeries API 10E et "maison" montrent que ces souches étaient pourtant
identiques.

Dans le cas de la souche ME3, la gélose comportait 3 types de colonies, ME3a,
ME3b, ME3c:
- ME3a est plus opaque que ME3b.
- ME3c est plus petite et apparait verte sur TCBS alors que ME3a et ME3b sont
jaunes.
Les mémes tests que précédemment montrent que ME3b et ME3c sont identiques et
différent de ME3a par le test a la gélatinase: ME3b et ME3c sont gélatinase + (tests "maison")
alors que ME3a est gélatinase -.

En ce qui concerne la souche TBMS, les 2 colonies, TBMS5 et TBMS5' sont seulement
d'opacité différente. Les tests montrent que ces souches sont complétement distinctes.

La coloration de Gram révele pour toutes ces souches une variabilité de 1'intensité de
la coloration et de la morphologie des bactéries sur un méme frottis.

Ces tests tendent a penser qu'une contamination a eu lieu alors que les
encemencements sont effectués stérilement et & partir d'une seule colonie. En fait il n’en est
rien.

Une étude trés intéressante a €té menée a propos des variations morphologiques des
colonies bactériennes pour des souches de V. anguillarum et de V ordalii (Austin, 1996),
agents de la vibriose des salmonidés.

Les souches testées (24 souches) se différencient en 3 types de colonies sur gélose
Tryptone-Soja Agar supplémentée avec 1% de sodium (TNA) et sur Marin Agar.

# Ces types différents s'accompagnent de colorations de Gram d'intensité variable
avec des bactéries de morphologies différentes sur un méme frottis.

# Les tests effectués sur galerie API 20E ont révélés que les souches étaient
identiques sauf pour certaines colonies pour lesquelles l'activité de la gélatinase manquait.

# Les tests de pathogénicité ont révélés une variation de la virulence en fonction des
types de colonies.

Par conséquent, le choix des colonies a isoler a partir de la gélose d'ensemencement en
fonction des différences morphologiques, induit un biais initial. Ce type de choix peut en effet
pousser a choisir plusieurs fois la méme souche et a laisser de c6té une souche différente de
morphologie identique. La découverte de ce phénomeéne est difficile a gérer car le seul moyen
dont nous disposons pour choisir les colonies que de se fier a leur morphologie sur la gélose
d'ensemencement
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I11.3.1) L'induction de la mortalité

Le principale probléme technique rencontré lors de l'induction de la mortalité est le
maintien des témoins a une température inférieure a la température déclenchant la mortalité.
La température idéale pour avoir un lot témoin digne de ce nom est 15°C alors que la
température dans ces bacs étaient de 18-22°C pour les lot 2A et 2B et 4 23-24°C pour le lot 5.
La température de I'eau des bacs témoins est actuellement régulée par par la température a
l'intérieur de la salle de pathologie expérimentale. Cette salle devant rester fermée pour éviter
de contaminer les autres salles du laboratoire, la régulation de la température n'est pas
possible.

Le probléme se pose quand la température de certains bacs est montée grace a des
résistances alors que d'autres doivent rester a des températures trés basses : les expériences
d'induction de la mortalit¢ demanderaient donc une régulation de la température bac par bac
par un systéme de thermostats.

I11.3.2) L'étude de la pathogénicité des souches

Mise a part l'expérience de reproduction de la mortalité présentée p 26 qui permet de
récolter quelques informations & propos de la pathogénicité des souches isolées, tous les autres
essais se sont avérés infructeux.

Les premiéres inoculations sont faites avec un bouillon Coeur-Cerveau ensemencer
avec les souches S322, V117, V110 (3 souches de la collection de J.L. Nicolas), V. turbot
(Vibrio sp pathogéne pour les larves de turbot) et V. myrili (souche de référence) choisies
respectivement comme témoin négatif et souche potentiellement pathogéne, TBM2, TEIV9,
ME3, TB2, TBM7, souches choisies a partir du dendogramme du suivi d'élevage incomplet
(sans les mortalités du naissain en pathologie expérimentale) avec a la fois des souches de
I'élevage larvaire et des mortalités de juin 96

La premiére expérience, sur des larves axéniques préparées selon la méthode de
Langdon (Le Deuff ef al., 1994; Douillet et Langdon, 1993), n'a pas été prise en compte car
les larves étaient en majorité anormales.

La deuxiéme devait étre tentée sur des larves axéniques mais celles-ci ne se sont pas
développées. A la place, nous avons inoculé des larves conventionnelles d'huitres plates,
Ostrea edulis, issues d'une ponte faite a 'IFREMER de Ronce-les-Bains. Les mortalités
obtenues étaient intéressantes et parfois surprenantes mais la quantité de bactéries inoculées
n'a pu étre estimée car les comptages étaient aberrants. Des mortalités totales ont été
observées aprés un temps de contact larves-bactéries de 24 heures pour la souche ME3 et des
mortalités de 60% pour les souches TBM2, TEIV9 et V. turbot. Le témoin inoculé avec le
méme volume (0,1 ml) de bouillon Coeur Cerveau non inoculé n'a pas subi de mortalité
significative.

Les deux expériences suivantes ont été tentées sur des larves conventionnelles (non
axéniques) identiques a celles du protocole page 26 avec le méme type d'inoculum que
précédemment. A chaque fois, le témoin négatif a subi des mortalités totales en 24 heures
avec apparition d'un important trouble dans l'eau d'élevage. Ce trouble est trés
vraisemblablement dii au développement de bactéries déja présentes sur les larves utilisées,
qui, dans la quantité pourtant trés faible (0,1 ml) de bouillon Coeur-Cerveau, se sont
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développées. La seconde hypothése, moins probable, est un effet toxique direct du bouillon
Coeur-Cerveau sur les larves.

La cinquiéme expérience a été tentée avec un inoculum constitué d'une solution
bactérienne (colonies prélevées a partir d'une gélose Coeur-Cerveau incubée 24 h a 24°C,
dissoute dans de l'eau de mer stérile). Aucune mortalité n'a été observée. Les facteurs de
pathogénicité, comme les pili qui permettent 1'adhésion de la bactérie a la surface des tissus
vivants, apparaissent en effet plus facilement en milieu de culture liquide, cette expérience a
eu le mérite de nous le rappeler.

La sixiéme expérience a été tentée avec S322,, pathogene pour les larves d'huitres
creuses en s'inspirant du protocole de J.L. Nicolas que nous venions de recevoir. L'inoculum a
été obtenu par centrifugation du bouillon Coeur-Cerveau (4000 tr/mn, 15 mn) et remise en
suspension du culot dans des tubes de 5 ml de l'eau de mer stérile. Nous avons inoculé des
fioles avec trois dilutions de cette suspension afin d'adapter sa méthode a notre protocole.
Nous avons obtenu des résultats intéressants pour cette souche mais nous n'avons pas pu
l'adapter aux autres souches. Chaque souche a en effet une vitesse de croissance et une
correspondance entre la concentration en bactéries et la turbidité de la suspension (mesurée
sur une échelle de Mac Farland) qui lui est propre.

En ce qui concerne les deux expériences suivantes, les témoins négatifs ont subi une
mortalité de 90% en 48 h.

La neuviéme expérience est la seule a avoir donné des résultats intéressants et
exploitables (page ).

La dixiéme expérience a été tentée pour préciser le seuil de pathogénicité de souches
sélectionnées au cours de l'expérience précédente, S322, ME3b et ME3a et de souches
retenues a partir du dendogramme total, TEIV3, a cause de ses caractéristiques et de sa
morphologie identique celles de S322, MMPC7, souche identique a S322 sur le
dendogramme, prise au hasard. L'expérience a été tentée en dernier lieu malgré la difficulté
d'obtenir des larves viables. Les témoins négatifs ainsi que I'élevage dont elles étaient issues
ont subi des mortalités importantes (90% en 48 h pour les larves testées).

Dix expériences de reproduction de la maladies ont été tentées, 2 seulement ont pu étre
interprétées. Les résultats obtenues sont ainsi trés partiels et incomplets.

Le protocole que nous avons utilisé fonctionne bien mais demande quelques
améliorations, notamment l'installation d'un bain thermostaté a 24-25°C pour les fioles de
larves en salle de pathologie expérimentale.

Le principal probléme rencontré est la production de larves viables qui ne meurent pas
pendant les expériences.

111.3.3) Les problémes posés par l'expérimentation sur les mollusques
bivalves

Un autre probléme, plus général, est celui de I'éloignement des conditions
d'expérimentation par rapport a l'environnement naturel de ces animaux. Ce probléme s'est
posé plusieurs fois au cours des expériences et est a mettre en relation avec le débat qui
s'engage actuellement entre chercheurs (Paillard er al 1996) a propos du comportement de
I'espéce Crassostrea face aux conditions subies en pathologie expérimentale.



Le naissain mis en bacs sans renouvellement d'eau pour des expériences de longue
durée n'effectue aucune pousse et se met en métabolisme ralenti, alors que les mortalités
apparaissent sur des animaux en pleine croissance avec un métabolisme élevé. Par exemple, le
lot 2A qui a arrété sa croissance 2 semaines aprés sa mise en eau dans les bacs de 50 litres et
n'a jamais présenté de nouvelle pousse pendant les 3 mois d'expérimentation. Une semaine
aprés son transfert en quarantaine, ou le naissain bénéficie d’un renouvellement d'eau
périodique et d’une alimentation en algues unicellulaires en continue, nous avons pu observer
I’appariton d’une"dentelle de croissance".

CONCLUSION

Les résultats obtenus sont partiels mais cette étude devrait d'étre poursuivie afin
d’explorer cette possibilité d’affection par un agent bactérien. Nous avons réussi a induire une
mortalité a plusieurs reprises en inoculant la souche ME3 notamment au cours d'une
expérience de reproduction de la maladie sur larves conventionnelles ou elle avait une
pathogénicité comparable a celle de S322. Les résultats obtenus en PCR sont trés intéressants
car les prélévements ont été nettement positifs pour la premiére fois sur des prélevements de
Grainocean. Cependant, l'é¢tude bactériologique n'étant pas terminée, rien ne permet de
conclure que l'herpés ou la bactérie isolée puisse l'un ou l'autre étre le seul responsable des
mortalités. Il serait stirement intéressant d'étudier le rapport entre ces deux types d'agents.

Cette étude comportait quelques difficultés inerrantes a la pathologie elle-méme: les
mortalités sont apparues en juin, ne laissant qu'une courte période (3 mois) pour
l'identification des souches les plus intéressantes, le regroupement informatique, les
antibiogrammes, les Biotypes 100 et surtout la pathologie expérimentale qui a posée de gros
problémes d'ordre pratique (larves non viables) et fait perdre beaucoup de temps.

A ce manque de temps déja évident, s'est ajouté le fait que le laboratoire de
bactériologie n'existait pas encore a I'lFREMER de Ronce-les-Bains et qu'il a fallu tout
installer de la salle d'étude au programme informatique.

Cette étude ne prouve pas que nous avons découvert une bactérie pathogeéne car 1’étude
d’une maladie n’est pas aussi simple comme pouvaient le faire croire certaines publications
incomplétes (Haskell et Tubiash, 1970; Bolinches, 1986), et l'isolement de bactéries connues
pour leur pathogénicité sur les organismes marins comme Vibrio anguillarum, tubiashii ou
alginolyticus ne suffit pas a prouver qu'elles sont a l'origine d'une pathologie. De plus, il
existe actuellement des difficultés de correspondance entre les différents types d'identification
des bactéries (typage moléculaire, identification biochimique...) rendant parfois difficile le
rattachement une bactérie isolée lors d'une étude a un genre et une espéce précise (Nicolas ef
al., 1996). Cette étude permet simplement d’initier une recherche sur la mortalité estivale des
juvénils d’huitre creuse, Crassostrea gigas, complémentaire de 1’hypothése d'une infection
virale.
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Annexe 2

* 2 3 4 5 67 89 I A
I a-D(+) Glucose + + + + 4+ + + + + + +
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