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Bactéries phytopathogenes en milieux aquatiques

Réservoir pour certaines bactéries phytopathogénes ? @B

Diversité des bactéries de la famille des Pectobacteriaceae présentes dans I'eau.
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Présence de |ésions sur les carapaces de cistudes
Implication de bactéries dans |la formation de telles lésions ?

Lésions sur le plastron Lésions sur la dossiere




Captures des cistudes et prélevements microbiens

17 cistudes capturées a JO ou J-1

- 13 présentent des lésions de carapaces (10 femelles, 3 males)
76% (1 au stade 2, 6 au stade 3, 6 au stade 4)

- 4 sont indemnes de lésion visible (2 femelles, 2 males)
24% (3 au stade 2, 1 au stade 3)

29 prélevements pour analyse microbiologique

- 4 échantillons d’eau (sites de capture)
- 4 de carapaces de tortues indemnes (plastron + dossiére)

- 21 lésions (15 de plastron + 6 de dossiere)




Bilan des captures des cistudes et des prélevements réalisés
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1 lésion plastron G

1 lésion plastron D
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1 |ésion plastron G

1 lésion plastron D

1 lésion plastron
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observations

Indemne de lésion
Indemne de lésion
Indemne de Iésion
Indemne de Iésion

réseau de lésions brun roug

large peu profonde
grosse lésion profonde
grosse lésion profonde
grosse et profonde
grosse et profonde

peu profondes
étalées peu profondes

pas de lésion sur le plastror



Cistudes indemnes de lésions

Femelles (F1089, F1190) Males (M990, M1435)




Exemples de |ésions analysées

sur la dossiere

@ Tt e

présentant des lésions (et %)

Captures: 17 individus

Plastron dont seult plastron
12 ind (72%) 8ind (47%)
Dossiére dont seult dossiére

5ind (30%) 1ind (6%)
Plastron + dossiére

4 ind (24%)

Indemnes

4 ind (24%)




Mesure de |la taille des lésions analysées

g

Taille des lésions utilisées pour les prélevements: de 2,46 jusqu’a 39,59 mm !



Méthodologie

Prélevements
Ecouvillon stérile frotté sur la lésion
Placé dans 1 ml d’eau stérile

Croissance des bactéries

Apres 24 h, gamme de dilutions et étalement sur milieu complet
Incubation a 30°C pour 48-72 h
- Observation de différents types de bactéries cultivables

Isolement

Reprise de colonies d’aspects différents
Isolement jusqu’a obtention de colonies isolées
—> cultures pures

Nécessaires pour l'identification de ces bactéries



|dentification des bactéries
Criteres morphologiques et phénotypiques

Observation macroscopique : aspect des colonies

sur milieu gélosé en boite de Petri (couleur, taille,
aspect...)

Observation microscopique: morphologie des cellules
(forme, groupement ...)

Propriétés biochimiques : capacité a assimiler certains
composés ou a produire certaines enzymes ou molécules.

Développé pour I'identification
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ldentification des bactéries
Criteres moléculaires, génétiques-génomiques

Méthodes récentes basées sur les séquences ADN
des génomes bactériens ou de génes conservés
(ARN ribosomal 16S ou divers genes « maison »).

La comparaison des séquences avec des banques de
données permet une identification précise au niveau
du genre et de I'espece (ou la mise en évidence de
nouvelles especes).

La phylogénie permet de construire des arbres de vie
et de comprendre I'évolution des especes.

- Méthodes tres utiles pour I'identification des
bactéries environnementales

Comparaison des séquences ADN d’un
méme geéne chez différents animaux

Boeuf  agmaactycagattagegtytatatratctgteatger

Cheval  pagasactgcagattagegrgtatatttatctytttgtoct

Porc Cagaaactycagatitatgtgtatatttatctgtiratyct

Chévre CAJasaCtycagatttttgtytatatttatotgtttatyct

poulet CAJARACLYUCUTYLATGLYTaTatiLatcLytiTatyca
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Analyse phénotypique des bactéries
isolées a partir des prélevements

Détection d’enzymes extracellulaires: cellulases, pectinases, protéases

Mobilité: capacité de nage

Cellulases Pectinases Protéases Test de mobilité

- Donne des informations pour une premiére classification des bactéries isolées mais ne suffit
pas a leur identification.




Analyse moléculaire : PCR et séquencage ADN

PCR (réaction de polymérisation en chaine)
- amplification d’un fragment d’ADN donné

PCR du gene de ’ARNr 16S - fragment de 1,5 kb

Séquencage ADN du produit de PCR

Comparaison avec les séquences connues

présentes dans des banques de données

- identification au niveau genre-espéce
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Bactéries identifiées dans les |ésions, carapaces indemnes et eau

Nombre d’isolats

Classe Ordre Famille Genre Espece Saines  Lésions Eau
j-proteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae Citrobacter freundii 0 0 1
Plesiomonas shigelloides 0 2 (+1) 0
Erwiniaceae Erwinia rhapontici 1 0 0
Pectobacteriaceae  Pectobacterium aquaticum, carotovorum 0 0 2
Yersiniaceae Rahnella aceris, vqu/geng, 1(+2) 4 (+9) (+1)
woolbedingensis
Serratia myotis 0 0 1
Aeromonadales Aeromonadaceae  Aeromonas allosaccharophila,
australiensis, 0 4 (+11) 1(+3)
cavernicola, veronii
Alteromonadales Shewanellaceae Shewanella xiamenensis 0 1 0
Vibrionales Vibrionaceae Vibrio anguillarum, parilis 0 0 2 (+2)

Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas allii, atacamentsis,
brassicacearum,
capeferrum, fildesensis,
kilonensis, kitaguniensis, 8 (+2) 5 (+6) 2 (+2)
neuropathica,
palleroniana, paracarnis,

sp.
Moraxellales Moraxellaceae Acinetobacter Iwoffii 1 2 (+2) 0
Bacteroides Sphingobacteria  Sphingobacteriaceae Sphingobacterium kitahiroshimense 1 0 0

Isolats identifiés par séquence du gene ARNr 16S et, entre parenthéses, par analyse phénotypique

— Grande diversité des genres et especes



L11b5_Acinetobacter lwoffii_100%
532_Prolinohorus_fasciculus_ 99 85%
L5b4_Pseudomonas_capeferrum_100%
SAB43_Pseudomonas_kitaguniensis_99 85%
; L11a3_Pseudomonas_allii 100%

40 souches identifiées par SAB32_Pseudomonas_fildesensis 99_78%

. \ . SAB31_Psendomonas_palleroniana 99_593%
séquence du gene ARNr 16S : E26C. Pseudomonas MOAL, 100%

PseUdomOnaS E23C_Pseudomonas_ MOAL_100%
L7b14 Psendomonas_kilonensis_99 63% »Pseudomonas

Enterobacterales 523 Pseudomonas_brassicacearum_100%
SG12_Pseudomonas CABVIN_99_74%

Aeromonas |_ L5al2_Pseudomonas_MOBT_99_93%

SG22 Pseudomonas_atacamensis_100%
MOI’GXE/IGCEGE | S26_Pseudomonas_atacamensis_100%
Vibrio

L5b13_Pseudomonas_atacamensis 99 84%
SAB41_Pseudomonas_paracarnis_100%
El4 Vibrio_parilis_99 57%
Shewanella —{_— E42_Vibrio_anguillarum_99_25%
L621_Rahnella_woolbedingensis_99 85%
LE12_Rahnella_variigena 99 11%
L5a22_Rahnella_aceris_99_45%
L5b11_Rahnella_aceris 99 92%
SG31_Rhanella_aceris_ 99 62%
E24C_Sematia_myotis_98_20%
LTo3_Klebsiella_grimontii 99_56% . Enterobacterales
— LTol_Klebsiella_michiganensis_99 51%
E36_Citrobacter_freundii_99 B85%
SG21_Erwinia_rhapontici_99 62%
E32C_Pectobacterium_carotovorum_99 85%
E21C_Pectobacterium_aquaticum_100%
L5al_Plesiomonas_shigelloides 99 93%
L5a5_Plesiomonas_shigelloides_99 93% -

Ar b rep hy I o) gé N ét I que |L62_Acinetobacter_lwofii_99_85% } Moraxellaceae

Vibrio

J— L

Isolats de I'eau

ISO | ats d e cara paces E21_Aeromonas_allosaccharophila 99 93%
L L62_Aeromonas_australiensis_99 41%
Isolats de lésions L5b4_Aeromanas_veronii_99_93% _Aeromonas
l,f— L10b5_Aeromonas_cavernicola 98 48%

L5al_Aeromonas_allosaccharophila_99_64% B
L10b5_Shewsanella_xiamenensis_99_56% Shewanella

0.1




Bactéries identifiées dans les |ésions, carapaces indemnes et eau
Proportion pour chaque type de prélevements

Lésions Carapaces indemnes

Shewanella Sphingobacteri

Prolinobor, ahnella
Erwinia

Plesiomon

Acinetobact

Pseudom Quantité de bactéries
plus faible sur les
ella carapaces saines
Eau
Citrobacter

Serrati eromonas

Pectobacteriu

‘Rahnella

domonas

Vibrio




Bactéries identifiées dans les |ésions, carapaces indemnes et eau

Lésions Carapaces indemnes
Shewanella Sphingobacterium

Plesiomo

Prolinobor

Acinetobac\ eromonas Erwinia
Pseudo
ahnella
Eau
Serratia
Citrobacter, Aeromonas
Pectobacteriu.\
‘ Rahnella

Vibrio
seudomonas

Bilan par genre

Aeromonas: présents seulement dans les Iésions
et dans |'eau, pas sur les carapaces indemnes

Rahnella: présents dans les 3 types de
prélévements, un peu plus fréquent dans les
|ésions

Pseudomonas: présents dans les 3 types de
préléevements, majoritaires sur les carapaces
indemnes

Acinetobacter, Plesiomonas et Shewanella:
présents seulement dans les |ésions mais en
faible quantité

Erwinia, Prolinoborus, Sphingobacterium:
présents seulement sur les carapaces indemnes,
en faible quantité

Vibrio, Pectobacterium, Citrobacter et Serratia
détectés seulement dans l'eau, Vibrio en
guantité importante




Role des protéases bactériennes dans la formation des lésions?

La carapace de la tortue est protégée en surface par des écailles constituées de kératine, une
protéine fibreuse et résistante.

Les protéases sécrétées par les bactéries pathogenes sont souvent responsables de dommages
directs aux tissus de I'hote.

9 isolats producteurs de protéases parmi les 40 identifiés (22%)

Genre espéce Prélevement Protéases
5a3 Vibrio parilis Eau XX
7b14 Vibrio anguillarum Eau XX
10al Aeromonas veronii Lésion plastron XX
10b2 Aeromonas cavernicola Lésion plastron X
12-6 Aeromonas australiensis Lésion plastron X
E1.4 Aeromonas allosaccharophila  Eau X
E2.1 Aeromonas allosaccharophila  Eau X
E4.2 Pectobacterium aquaticum Eau X
E2-1c Pseudomonas CABVIM_s Eau xf

Parmi les bactéries isolées de lésions, seul Aeromonas montre une forte activité protéase




Le genre Aeromonas

Aeromonas: présents seulement dans les lésions et dans I’'eau, pas sur les carapaces
indemnes
Sur-représentation dans les |ésions, forte production de protéases.

Ces bactéries ont été isolées de nombreux animaux malades, des insectes a 'homme. Elles sont
fréquentes dans les environnements aquatiques et appartiennent a la flore digestive normale des
reptiles. Elles ont été associés a des maladies chez les poissons, les grenouilles et les reptiles
(Fernandez-Bravo et Figueras 2020).

Aeromonas est I'agent le plus courant de septicémies chez les reptiles (Firmin, 1997), il affecte en
particulier les chéloniens et les crocodiliens, soit en captivité, soit sauvages (Jacobson, 2007).

Leur potentiel pathogene est multifactoriel, incluant des facteurs de virulence permettant d'adhérer a
I'hote, de I'envahir et de détruire ses tissus. Les protéases sécrétées peuvent causer des dommages
directs aux tissus de I'hote.

Par contre, les infections a Aeromonas impliquent souvent plus d’un type de bactéries, ce qui est
indicatifs d’infections polymicrobiennes. Ceux-ci sont considérés comme des agents pathogenes
opportunistes.

- Implication possible dans la formation ou le développement des lésions de carapaces
des cistudes




Genres de I'ordre des Enterobacterales

Plesiomonas : présents seulement dans les lésions, en faible quantité

Plesiomonas est surtout présent dans les eaux douces chaudes des pays tropicauy, il infecte les
animaux marins vivant pres des estuaires (poissons, batraciens, crustacés ou coquillages) et peut
devenir ainsi pathogene pour I’homme (gastro-entérite).

Rahnella: présents dans les 3 types de prélevements, plus fréquent dans les lésions

Les especes de Rahnella sont souvent associées aux plantes ou a I'eau et présentes dans la flore
intestinale des herbivores, y compris les invertébrés.

Quelques especes ont été associées a des infections opportunistes chez 'homme.

- Probablement pas d’implication dans la formation des lésions. Les lésions constitueraient
une niche favorable a leur présence




Le genre Pseudomonas

Pseudomonas: présents dans les 3 types de prélevements, majoritaires sur les
carapaces indemnes

Une seule espece isolée produit des protéases

Ce genre comprend plus une soixantaine d'espéces tres variées. Ces bactéries sont largement
répandues dans |'environnement et se retrouvent plus particulierement dans les milieux
aquatiques.

Elles font partie de la flore commensale des animaux (intestin, peau, bouche, fosses nasales ...).

Quelques especes jouent un role pathogene chez les plantes ou chez ’lhomme et I'animal. Ces

bactéries sont peu agressives mais peuvent se comporter comme opportunistes chez des hotes
affaiblis.

Les 10 especes identifiées dans cette étude ne sont pas décrites comme pathogénes.

— Pas d’implication dans la formation des lésions.
Membres de la flore bactérienne normale de la carapace ?




Le genre Vibrio

Vibrio détectés seulement dans lI'eau, en quantité importante
Tres forte production de protéases

Extrait de la These de Lilian BIOT, Toulouse 2017. « La dermatite ulcéreuse, autrement appelée
« ulcerative shell disease » (USD) est une maladie provoquant des ulceres de la carapace.
Cette pathologie est causée par Beneckea chitinivora, une bactérie appartenant a la famille
des Vibrionacées, capable de digérer la kératine.

Normalement non pathogene, Beneckea chitinivora peut pénétrer dans I'organisme des
tortues a la faveur d’une lésion sur la carapace et entrainer une USD (Wallach, 1975)»

Depuis 1980, « Beneckea chitinivora » est re-nommeée Vibrio parilis.
Dans notre étude, nous avons isolé Vibrio parilis dans ’eau mais pas a partir de lésions.

— Faible probabilité que ce soit I'agent causal de ces |ésions chez Emys orbicularis.
Mais Vibrio parilis provoque des maladies de la carapace et dégrade la kératine
d’apres la littérature.




Conclusions de ces études

Différentes espéces de bactéries trouvées a la surface de la carapace par rapport a I'eau environnante

- les carapaces de cistudes hébergent une communauté bactérienne diversifiée qui n’est pas

simplement le reflet de la population bactérienne présente dans leur milieu aquatique.

Nombre élevé de bactéries dans les lésions par rapport aux carapaces indemnes.

- Zone de confinement formée par les cavités des lésions, peut faciliter 'adhérence des bactéries car la

surface protectrice de la carapace est abimée.

Les prélevements provenant de lésions montrent des populations bactériennes hétérogenes.

- Cette hétérogénéité suggere que les lésions résultent de co-infections bactériennes. Des bactéries
opportunistes peuvent cohabiter avec des pathogenes dans ces lésions.

Sur-représentation d’Aeromonas dans les |ésions, mais ce pathogene opportuniste est-il I'lagent causal?

On ne peut exclure que d’autres bactéries présentes dans I'eau, comme Vibrio parilis (responsable de
I’"USD d’apreés la littérature), soient impliquées la phase de primo-infection des carapaces.

Les diverses bactéries présentes dans les Iésions pourraient étre des pathogénes opportunistes (comme
Aeromonas) impliqués dans I'extension des |ésions ou simplement des bactéries profitant de la niche
confinée formée par la lésion (comme Rahnella).



Merci pour votre attention




