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Caractérisation de bactéries pathogenes, Vibrio splendidus, isolées de Bivalves marins
M. Gay, M. Waechter, Ch. Lambert, J. M. Escoubas, N. Cochennec, J. L. Nicolas, F. Berthe et F. Le Roux

Laboratoire de Génétique et Pathologie, La Tremblade
Laboratoire de Physiologie des invertébrés, Brest

La production dhuitre creuse, Crassostrea gigas, est aujourd’hui la principale production frangaise de
coquillages. Le naissain mis en élevage dans les différents centres de production est généralement obtenu par
captage naturel mais l'utilisation de naissain d'écloserie est en constante progression depuis quelques années, et
représente aujourd’hui pres de 10% du naissain mis en élevage. En période estivale, & la faveur de températures
élevées, de forts taux de mortalité de naissains d'huitre creuse C. gigas (60 a 100%) sont rapportés réguliérement
depuis 1991, dans les écloseries-nurseries ainsi qu’en milieu naturel. Au cours des cinq derniéres années, ces
épisodes récurrents sont apparus comme un sujet préoccupant pour I’ensemble de la profession.

Les études menées dans le but d’identifier les causes de ces épisodes de mortalité ont révélé I’existence d’un
agent viral de type Herpés sur des larves et naissains d'huitre creuse. Si la pathogénicité de ce virus a pu étre
démontrée pour les stades larvaires, la reproduction expérimentale de la maladie du naissain fait encore I'objet
d'études.

De nombreuses études ont établi le caractére pathogéne de certaines souches de bactéries pour diverses espéces
de bivalves dont I’huitre creuse. Une étude de ces bactéries associées aux épisodes de mortalité de C. gigas a été
initiée dés 1997 au laboratoire de La Tremblade (thése de M. Waechter). Dans une premiere phase, les souches
bactériennes isolées lors d’épisodes de mortalité ont été caractérisées biochimiquement. Parmi ces souches, les
souches pathogeénes, de type Vibrio ont été repérées par reproduction expérimentale de la maladie. Dans une
seconde phase, I’identification des souches reconnues pathogénes a été entreprise par séquencage des geénes
codant pour I’ARNI16S, et a été confirmée par hybridation quantitative ADN/ADN, il s’agirait d’un Vibrio
splendidus. D’autres souches de Vibrio splendidus ont été associées a des mortalités chez différents animaux
marins.

Aujourd’hui, nous disposons d’une collection de souches de Vibrio splendidus isolées de naissain ou larves de
coquille Saint Jacques, turbots et huitres. Nous avons cloné et séquencé les 16S et ITS de ces 13 souches pour
une étude de phylogénie moléculaire, comparer leurs phénotypes et démarrer des expériences de reproduction
expérimentale sur larves.

Nous désirons développer des outils de détection contre ces vibrio, caractériser la virulence des ces bactéries sur
des larves et du naissain d’huitres, étudier la pathogéneése, et optimiser les modeles de pathologie expérimentale.
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VIBRIO SPLENDIDUS, pathogéne au nan?

Une maladie infecticuse est le résultat d 'un déséquilibre entre la
virulence de | ‘agent infectieux et les capacités de | ‘organisme A se
aéfendre. ..
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souche TNEMF6 (Vibrio splendidus) pathogéne. D ‘autres Vibrio splendidus
ne sont pas pathogénes

3- Caractérisation de la souche pathogéne (test biochimique; séquengage
du 16 5-alignement- phylogénie moléculaire; hybridation ADN/ADN)
souche pathogéne = Vibrio splendidus biovarll

hybridation ADN/ADN
* 1/26 gouches isolées pendant mortalité
* 0/5 gouches isolées avant mortalité

6- Conclusions

Espice V. splendidus trés répandue

6rande biodiversité

Parmi ces Vibrio, certains apparaissent pathogénes
* splendidus biovar 11 (larves et naissain, balnéation)
* splendidus biovar I (naissain, injection)

* autres mollusques et poissons

Souche TNEMF6 rare: épiphénomdne ou biais d ‘échantillonnage?
*animaux décoquillés
~action des bactéries 4 distance (exatoxine)
*jamais d ‘infection systémique dans naissain en mortalité estivale

NOUVEAU PROJET

1- Eclaicir la taxonomie des Vibrio splendidus 4 partir d 'une collection de
souches

2- Mise au point d 'outils moléculaire de détection de Vespice

3- Tester pathogénicité sur larves et noissain de Crassostrea gigas par
balnéation

4- fhodélisation in vivo ou ex vivo de la virulence

5~ Recherche du support de virulence

6- Variation de la virulence en fonction des paramétres d 'hates et

d ‘environnement

7~ Mise au point d ‘outils de diagnostic dirigés contre facteurs de

virulence




Journées Conchylicoles 2001 - M. Gay : IFREMER La Tremblade

TAXOMOMIE DES VIBRIC SPLENDIDUS
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Hybridation ADIN/ADN: on considére que des bactéries sont de la
méme espéce quand leurs génomes s ‘hybrident & plus de 70%
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VIRULENCE DES VIBRIO SPLENDIDUS

Patho expé larves de Gigas: n=100: 10% bactéries/ml: 48h bainéation
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Patho expé palourdes: n=50. 107 bactéries/injection
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CONCLUSIONS FPERSPECTIVES

1-T ie des vibrio splendidus : Vibrio splendidus biovar IT = nouvelle
espéce

2- Actuellement des oligonucliéctides nous permettent d ‘amplifier les ITS
des V. splendidus 1 et 11, spécificité reste & démontrer

3- Certaines souches semblent pathogeénes, résultats & confirmer par
balnéation de naissain (en cours)

4- Actuellement nous disposons d 'une souche virulente et non virulente
pour chaque espéce splendidus I et I1

Recherche des facteurs de virulence

Activité des surmnageants de
culture exvivo

Purification des toxines
Microséquengage

Recherche des genes supports

Soustraction génomique
(Representational
DifferenceAnalysis)
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