








Hazen (1979) rapporte une relation entre 1'incldence de 1a maladie et 1a densité d A
Aaaiie chez le poisson qui ne semble pas directe. La condition carporelle (ou facteur
K) serait un des facteurs déterminants quant au développement possible de la maladie des
pattes rouges. Au printermps, en plus de devoir s'alimenter afin de compenser 1a privation
encourrue 8 I'hibermation, les grenouilles voient leur énergie centralisée et utilisée pour 1a
reproduction. Elles présentent alors un indice de condition plus faible qud 1'été ol Ténergie
sera plutdt utilisée pour la croissance corporelle de 1'animal. La croissance nécessite une
quantité dénergie toute aussi grande que celle exigée pour 1a reproduction, mais beaucoup
plus étalée dans le temps (Bruneau, 1975; Leclair et Castanet, 1987).

La combinaison dun indice de condition faible, dun systéme irmmunitaire affaibli au
sortir de Thibernation (Banas &/ &/, 1988) & une augmentation de la densité d Al
/grawiie dans 'environnement aquatique et dune variation de 1a température observée
particulierement & la période printeniere, vient sugmenter la prédisposition de la
grerouille aux infections. Le déclenchement de la maladie des pattes rouges chez les
grenouilles causée par le pathogene sen trouve ainsi facilité. La variation thermigue
engendre chez les animaux un stress, qui dune part induit un affaiblissement de 1a santé
et accroit les risques dinfections bactériennes (Car et &/, 1976), et dautre part
provoque une prolifération d A Z@wew/e dans le milieu (Hazen, 1979). Les sites 2
(Yamachiche ), 3 (Louiseville) et 6 (Commune de Baie-du-Fébvre) ol les cas de maladie des
pattes rouges ont été le plus fréquemment répertoriés par rapport eux eutres sites,
suggerent une relation avec les densites d dewrwies /e pour ce qui est des sites
2 et 6 particuliérement. L'absence de relation directe peut tenir a des différences inter-
populationnelles du degré daffaiblisserent du systeme immunitaire.
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7.4 Différence de virulence entre les souches ichtyenne et amphibiennne
d Sernmes ETRe
7.4.1.Différence entre les souches amphibiennes

Les souches d 4 Aani//e 19sues du milieu aquatique ont démontré une différence
en terme de virulence par rapport & certaines souches issues dun animal moribond. De
Figueiredo et Plumt; (1977) ont noté que chez les poissons, les souches ichtyennes étaient
plus virulentes que celles retrouvees dans l'eau, bien quelles soient biochimiguement
semblables (Hazen et &7, 1978). Par contre lors de notre étude, ces souches &taient

suffisamment virulentes pour provoquer la mortalité chez les grenouilles.

La totalité des souches amphibiennes, isolées de 1a grenouille moribonde ou du milieu
aquatigue, ont été classifites comme étant de faible virulence soit par 1'éveluation des
symptmes (S.1 8 S.11 a l'exclusion de S5), soit paf détermination de la DLS0 (S5). Les
souches aquatiques ont été considérees comme moins virulentes par rapport aux souches
S4, S5 et S6 qui ont provoguées une mort trés rapide des animaux. 11 est possible
derwisager que la maladie des pettes rouges décelée chez nos spécimens soit provoquée
par une souche dorigine ichtyenne, car elle pourrait posséder des facteurs de virulence
différents pour 1a grenouille et de ce fait s'avérer plus virulente pour ces animaux. Les
souches amphibiennes sont surement plus adaptées a la grenouille que les souches
ichtyenne, donc i1 est possible que I'animal soit plus apte 8 combattre Tinfection ou que 1a
bacterie d'origine amphibienne s'est atténuge par mutation pouvant ainsi se maintenir dans
les amphibiens sans nécesssairement les tuer. Des souches plus virulentes pourraient

aussi étre extraites en d'autres sites ou autres temps.
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7.42 Poissons et grenouilies aduites

Selon les critéres de classification de Lalonde (1981), 1a souche amphibienne (S.5) est
considérée comme non virulente comparativement & 16 souche LL, originant de 1a truite
arc-en-ciel { ol govahe7) et classifiee comme souche dite “trés virulente™
Effectivement, 1a souche 5.5 exige une concentration beaucoup plus grande de bactéries
(DL.50: >107) pour induire chez 1es grenouilles une mortalité comparable & celle provoquée
par la souche LL, (D.L.50: 104-47)_ Par contre elle a la capacité dinduire 1a maladie et

doit donc de ce fait étre considérée comme virulente.

Les DL50 de 1a souche LL; chez les truites arc-en—ciel (Lalonde, 1981) et les
grenouilles léopards adultes sont pratiquement identiques, ce qui suggére que les deux
groupes animaux possedent une susceplibilité similaire sux A /adnw%/s. Ces deux
espaces presentent donc une méme sensibilité a linfection bactérienne, qui serait en
partie due 8 des similarités au niveau du métabolisme physiologique et des structures
anatomiques ayant la possibilité dinfluencer la capacité infectieuse dun pathogéne
(Pelczar et Chan, 1962).

Bien que les souches amphibiennes isolées soient considérées comme de faible viru-
lence , elles possedent la capacité de provoquer les signes cliniques de 1a maladies des
pattes rouges, /&. rougeurs au nivesu des cuisses et du bas ventre, saignements aux
extrémités et affalement de Tanimal. [l semble par contre, que l'infection ait été arrétee
permettant ainsi aux grenouilles de reprendre de la vigueur. Le degré de virulence de ces
souches étant plus faible, I'animal a pu contrer Tinfection bactérienne en 45 heures.
Effectivement, I'étude de Lalonde démontre que 1a souche ichtyenne comparable, en regard
de 1a virulence {TF2), & 18 souche amphibienne 5.5, n'est plus reisolable apreés 48 heures,
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alors que la souche LL augmente entre 24 et 43 heures.

Une gradation de virulence & Tintérieur méme du groupe de souches amphibiennes di-
tes de falble virulence a &té notée. Deux hypothéses sont suggérées afin de tenter
dexpliguer cette variation. Soit quune variation de virulence existerait chez les souches
issues dun méme animal, ce qui semble peu probable, mais une &tude sératypique de ces
souches serait utile afin vérifier ce point. Sait quil existe une variation de la réponse
immunitaire a l'intérieur du groupe danimaux due & des facteurs inconnus. Les mécanismes
de défense chez les grenouilles face a Aanrmaes R@TRie étant encore inconnus, des

études immunologiques savereraient nécessaires afin délucider cette variation.

La souche S.5 étant une souche de faible virulence éprouve certaines difficultés da-
daptation aux conditions internes de Thite et/ou une plus faible résistance a certains
meécanismes de défense, contrairement & une souche virulente qui peut alors persister
dans T'animal comme le rapporte Lalonde (1981) chez 1a truite. Si 1a grenouille nest pas
soumise & un stress physiologique, le systeme de défense n'en est que plus fort et donc
plus apte a combattre Tinfection bactérienne. De nombreuses grenouilles présentant les
signes classiques de la maladie des pattes rouges ont été ramenés en laboratoire. Ces
arimaux ont affiché un rétablissement complet aprés une période de 48 heures. Ce
rétablissernent serait peut-étre dil & 'absence de stress physiologique et/ou encore &
T'utilisation dun agent bactéricide puissant soit I'alcool 70% associés) 4 1a présence dune

souche de faible virulence.

Les travaux de Lalonde (1981) chez la truite suggérent guune souche virulente
présente dans le tractus digestif de 1a truite ne provogue quun faible taux de mortalité en

absence de stress physiclogique. Le méme phénoméne pourrait étre envisagé chez les
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amphibiens.

Les mécanismes dadaptation d 4 @i/ etant encore peu connus, il est difficile de

trouver le pourquoi de T'inadaptabilité de 1a bactérie & persister chez 1'animal.

7.43. Grenaouilles adultes et grenouilles juvéniles

Les résultats des DLS0 ont montré que 1a résistance des grenouilles adultes envers
les Aarwnaies @dney/e , tant de souche ichtyennne que de souche amphibiering, est
beaucoup plus faible que celle des juvériles nmayant pas traversé leur premier hiver.
Lhibermation est actuellement la réponse la plus plausible qui permet dexpliquer ce
phénornéne. La flore intestinale des grencuilles hibermantes est significativement diffé-
rente de celle des grenouilles non hibernantes (Banas & &/, 1968). Les basses tem-
pératures engendrent une diminution de la concentration d.d Ay@ww¥iie dans Tenvi-
ronnement aquatique tout en exercant une pression sélective sur les populations bacté-
riennes en favorisant, chez les grencuilles hibermantes, la croissance des bactéries psy-
chrophiles tel . /@i/e (Banas &2 57, 1988). La nutrition de ces bactéries dépendrait
des mucines présentes dans 1a région intestinale. Ces mucines sont des gels complexes
hydratés composés de groupes variables de glycoprotéines hydrophiles formant un film
confluent dans le tube intestinal (Mcnabb et Tomasi, 1981). Les mucines associées aux
débris composés de cellules bactériennes mortes et de cellules de 18 mue constituent une
source de nutriments pour les bactéries intestinales durant 'hibermation Les bactéries
intestinales possédent aussi la capacité de métaboliser 1a mucine méme a 4°C, ce qui
indigue gque 1a flore des hibemants possédent la capacité de croitre méme sous cette

candition.
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Banas et coll. (1988) repportent que des études ont prouvé que des bactéries
ruminales, cécales et coloniques (chez les mammiferes et les oiseaux) pouvaient utiliser
les mucines par leur capacité & degrader des complexes polysaccharides retrouvés chez
les végetaux et des polysaccharides de mucines. Le méme patron pourmait exister chez les
grenouilles tel que le laisse présager les etudes in vitro effectuées en laboratoire (Banas
at &/ ,1988).

Banas et coll. (1988) suggérent V'existence dun hypofonctionnement du systéme
immunitaire chez les grenouilles hibermantes, résultant soit du phénomene dhibernation
lui-méme soit de la basse température. Cet hypofonctionnement a pour conséquence
d'exposer les animaux aux infections bactériennes sans qu'ils ne possédent les moyens de
defense adequats.

Jusqu'a maintenant, aucune production danticorps n'a pu étre décelée chez la gre-
nouille suite a I'introduction dun puissant immunogéne, le BSA ( bovine serum albumine )
méme par la technique d' ELISA ( enzyme-linked immuno-absorbent ) un test qui pourtant,
est dune trés grende sensibilité de détection des anticorps. Par contre aucune étude n'a
encore été effectuée chez les amphibiens, dans le contexte ou 1'antigéne serait représenté
par une suspension bactéeriennne tel Jdaramwes ydoi/a

Robichaud (1983) repporte que chez les téléosteens, une réponse immunitaire est
bien développée que ce soit au niveau dune réponse non-specifique (phagocytose) que
specifique (immunité humorale et cellulaire). Des études ont démontrées quune augmen-
tation de 1a synthése des anticorps est observée suite a l'injection d Sarnmares -
MArle inactive. La méme réponse pourmait étre envisagee chez 1a grenouille car, comme le
poisson, c'est un enimal & seng froid et elle montre de plus le méme degré de résistance @

la bactérie que la truite. Le fait que le BSA n'ait engendré aucune réponse chez la grenouille

_88_



pourrait s'expliquer par 1a forme soluble de cet antigene contrairement & 1a bactérie qui

est un antigene particulaire.

La métamorphose serrble aussi étre impliquée dans la résistance retrouvée chez les
juvériles. Effectivement, lors de notre étude les juvéniles fraichement métarnorphosés
{juillet} ont montré une plus grende résistance & 1a bactérie que les juvéniles prélevés &
lTautormne ioctobre) Ce phénomene semble 1ié & l'apparition de nouveau antigénes
spécifiques dadultes qui viennent créer un état dhisto-incompatibilité (incapacité
dsccepter des greffes entre individus et incapacité de reconnaitre les antigénes) chez
l'animal déja immunocompétent depuis le stade larvaire. La larve reconnait donc les
artigenes adultes et les alloantigenes (/e antigéne provenant de la méme espace mais
dun autre individu} comme étrangers. Le probléme qui pourrait en résulter est la formation
dune maladie auto-immune lors de la métamorphose conduisant & une mort certaine, mais
les grenouilles ne sermblent aucunernent confrontées & ce phénoméne, et le mécanisme
demeure encore inconn La métamorphose chez les anoures constituent une peériode
privilégiée pour l'induction de 1a tolérance aux antigéres mineurs et rajeurs dhisto-
compatibilité. Ce mécanisme semble associé & une diminution du nombre de cellules
thymiques {(cellules T) et étre affecté en partie par une suppression allo-immune active
due & des lymphocytes de 1'animal qui métamorphose (Roitt &/ &7, 1965).

Bien que les raisons demeurent encore aujourdhui inconnues, le fait que 1a maladie
des pattes rouges soit principalement retrouvée chez les tétards et les grenouilles
adultes, alors quelle est quasi inexistante chez les grenouilles juveniles (Hird & &/
1981}, vient démontrer importance de 1a métamorphose sur 1a resistance de I'animal face

aux invasions bactériennes.



La métamorphose jumelée a T'hibermation sont Tes deux principales responsables de
la différence observée entre les juvéniles et les adultes. La métamorphose semble fournir
tous les éléments nécessaires & 1'obtention dune bonne immunité alors que Thibermation

vient affaiblir le systéme immunitaire.

1 existe tout de méme un systéme de protection chez les grenouilles adultes contre
les invasions bactériennes. Cette protection serait assurée dune part par l'existence
danticorps préformés chez la grenouille avant 1'entrée en hiberation et ayant la capacité
dopsoniser (processus favorisant la phagocytose) et dautre part par le complément
responsable de 1a 1yse de I'antigéne. De plus, i1 semble que les macrophages de 1a grenouille
hibernante conservent une certaine capacité de phagocytose. Ces trois &léments conférent
donc & la grenouille hibermante une certaine protection contre les infections systémiques

(Banas &f &/, 1988).
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7. Conclusion

La présente étude a montré que la concentration maximale d darawies Aariio
se retrouve au printemps ce qui vient corroborer les resultats de plusieurs auteurs. Tous
les cas de moladie des pettes rouges au lec Saint-Pierre ayent été répertoriés eu
printemps, 'hypothése dune relation entre la concentration bactérienne et 1a maladie s'en

trouve renforcee.

Concernant les relations entre les paremétres physico-chimiques et A /s,
seule 1a matiére en suspension a présenté un lien significatif, et ce uniquement pour la
période du printemps. Ceci s'expliquersit per le fait qu' étant en plus grende concentration
les bactéries nécessitent une plus grende quentité délements nutritifs pour leur
croissance puisquelles se retrouvent a cette période en presence de températures

favorables a leur croissance optimale.

En regard & leur aptitude & coloniser & l'intériewr dune grande variété de conditions
environnementales, 11 est normal de retrouver peu de relation entre Aeamves xao-

Aile et les parametres physico-chimiques.

La pollution orgenigue présente au lac Saint-Pierre pourrait éventuellement jouer un
role dans 'augmentation de 1a densite d dermwaraas ygi/e et devra donc faire Tobjet
détudes plus approfondies en raison de lew influence sur la prolifération et 1a résistance

des souches bactériennes.

Des études éventuelles de sérotypie de la bactérie de la grenouille léopard et du
milieu aquatique du lac Saint-Pierre pourront étre envisegees afin de déterminer avec

exactitude dune part, si les souches amphibiennes sont réellement moins virulentes que
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les souches ichtyennes et dautres part dévaluer la virulence des souches aquatiques
présentes dans le milieu (lac Saint-Pierre). De méme que des &tudes effectuées sur le

sérum afin d'évaluer le pouvoir bactéricide chez 1es grenouilles.

Enoutre, 11 serait intéressant denvisager une étude comparative de la réaction 1m-
munitaire entre les grencuilles adultes et les grenouilles juveniles afin de rmieux
cormprendre 1a plus grande resistance face aux infections bactériennes retrouvée chez les
juvéniles. De méme quune étude sur les mécanismes de défense de la grenouilie vis-g-vis
d darmrmies s | et sur les facteurs pouvant influencer 1a réponse immunitaire

chez les amphibiens.
L'écologie d darwwmess adayy/e demeure encore aujourdhui pratiquement incon-

nue. Des etudes devront donc étre entreprises quant & savoir ce qui régit la croissance de

cette bactérie dans les milieux aquatigues.
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9. Annexes.

Annexe. 1.

Calcul de 1a D150 par 1a méthode de Reed et Muench (1938)

Calcul de 1a DL.50 pour 1a souche ichtyenne LL | chez les grenouilles adultes

Dilution Morts Survies Cumulatif % de Mortalité
morts survies

107 10 0 29 0 100

106 7 3 19 3 86.36

105 7 3 12 : 6667

104 5 5 5 " 3125

103 0 10 0 | 21 0.00

Calcul détaille:
A maximum 6667 (109)
B minimum :3125 {104
M 5000

AMM = ABB'
1° BYX = AM = 6667 -5000 = 1667/3542 = 047
BB AB 6667-3125

2 400+047 =447

30 10447 bactéries/ml

-106-



Calcul de 1a DL30 pour 1a souche ichtyenne LL | chez les grenouilles juvéniles

Dilution Morts Survies Curmulatif % de Mortalite
maorts survies
107 7 3 7 3 70.00
106 0 10 0 13 0.00
109 0 10 0 23 000
104 0 10 0 33 0.00
103 0 10 0 43 0.00
Calcul détaille:

A maximum 7000 {107

B minimum

M

AMM = ABE'

. 0.00 (106)

20.00

1° BX = AM = 70.00-5000 = 20.00/7000 = 029
BB AB 7000- 000

2° 600+029=629

30

10629  bactéries/ml
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Calcul de la DLSC pour 1a souche amphibienne S5 chez les grenouilles adultes.

Dilution Morts Survies Cumulatif % de Mortalita
morts survies
107 1 g 3 g 2500
{00 1 g 2 18 10.00
109 ! g 1 27 357
104 0 10 0 37 000
103 0 10 0 47 0.00

~1ne dose de 6 ¥ 107 bactéries/mi entraine une mortalité de 25 % .
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Annexe.2.

Evaluation des densités bactériennes

aleurs en UFC/mi (+; écart-type) qui ont servi & I'évaluation des densités bactériennes

par site et par saison.

Periodes  Sites Triplicats moyenne
1 2 3
printemps
1 98 (148 101(29) 134(32) 11116
2 280(35) 31849 221 {40) 273(40)
3 34{11) 36{19) 21(9) 31N
4 33 (20 25(12) 26(13) 28(4)
2 36(31) 25(12) 32(8) 31{3
B 122 (44) 116{(19) 140 (36) 126{10)
7 7{7) {4 2{3) 4 (2)
eté
1 10(8) 6i{3) S{4) 7(2)
2 375 44{18) 39(7) 40(3)
3 28 (8) 19{9) 25(4) 24(4)
4 16(9) 13(12) 23{10) 16{9)
9 42(9) 44{17) 52{11) 46 (4)
B 62 (23) 77 (3) §9 (28) 7a{11)

&: chacune de ses valeurs est issue de 1a moyenne de trois dilutions (1:10, 1: 50 et 1: 100)

de T'echantilion d'eau.
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Periodes  Sites Triplicats moyenne
1 2 3

automne
1 26(12) 23(10) 17 (3) 22(4)
2 55(18) 45(19) 34(13) 45(9)
3 1(1) 4 (3) 4 (3) 3(1)
4 37(13) 48(14) 44(11) 43 (9)
6 18(8) 18(13) - 15(4) 17(1)
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