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Somimaire

Aatrmes eTviis est une bactérie ubiquiste de Tecosystéme aquatique qui,
bien que considerée comme residente normale de 1a flore intestinale des grenouilles, a 1a
capacité dengendrer chez ces dermiéres " 1a maladie des pattes rouges * qui est une forme

de septicémie hémorragique.

La densité de cette bactérie, étudiée dans sept sites autour du lac Saint-Pierre,
mantre une phase maximale au printernps. Ce résultat vient corroborer le fait que cette
maladie se manifeste exciusivernent a cette periode de l'année. De plus, ces bactéries
montrent une relation positive avec 1a quantite de matieres en suspension pour cette me-

me periode, ces demiéres constituant une source déléments nutritifs.

Un stress physiologique chez 1'animal assacié & un faible indice de conditionnement

serafent & 'origine du déclenchement de cette pathologie.

En laboratoire, une différence de virulence a été mise én evidence entre les souches
ichtyenne et amphibienne. La souche isolée de truites arc-en-ciel ( Salme gerdhe7 ) mo-
ribondes est beaucoup plus virulente gue les souches amphibiennes extraites chez la
grenouille 1eopard (Aams  mivans ) et les souches aquatigues provenant de sites propices
du lac Saint-Fierre.

La similutude entre les DL.S0 obtenues pour la souche ichtyenne virulente (LLy)
(10480 truites; 10447 grenouilles) suggére que le pouvoir bactéricide du sérum amphibien
pourrait étre analogue & celui des poissons. Ces deux espéces pourraient en l'occurrence

posséder 1a méme sensibilité a linfection induite par Aswrsss Suaranat/e pour cetle



méme souche (LL ).
Par contre les juvéniles montrent une résistance accrue par rapport & celle des

grencuilles adultes; la différence serait expliguée en partie par 'incidence des phénome-

nes dhiberation et de métamorphose sur le systeme immunitaire de 'animal.

_xj_



1. Introduction

Aanmanss fyaaaiiis est considére comme un organisme ubiguiste de 1'ecosystéme
aquatique (Hazen &f &7, 1978) et un pathogéne primaire sétablissant communément, chez
les poikilothermes (Shotts, 1984), escargots (Mead, 1969), poissons (Hazen, 1979),
amphibiens (Carr &/ &/, 1976), reptiles (Shotts &7 & , 1972; Gorden &f 5/, 1979), et chez
des homéothermes incluant 1es humains (Von Graevenitz et Zinterhofer, 1970; Guryrith &/
&, 1977).

Des infections fatales chez le poisson, qui se manifestent par des lésions et des
hémorragies cutanées, peuvent prendre des proportions épidémiques autant dans les popu-
lations naturelles (Snieszko, 1974; Hazen, 1979) gque dans les piscicultures (Trust et
Sparrovy, 1974).

Chez la grenauille, cette bactérie est T'agent responsable de la maladie des pattes
rouges, appelée septicémie hémorragique, et qui provoque 1a mort de nombreux spécimens
particulierement alj printemps au sortir de 1hibemation (Hird &7 &/, 19861).

Les cas de maladie des pattes rouges (Red leg disease”) sont de pius en plus nom-
breux en milieu naturel {Franz, 1966; Don Hunsaker et Potter, 1960; Hird &/ &7, 1981; Hird
&t &7, 1983). A fyaneii/s se retrouve méme enmilleu ol 1es conditions sont adverses
(esu claire et froide; 13°C) & celles auxquelles cette maladie est habituellement associee
{Lee et Franz, 1973). Le pathogéne a été soupgonné détre en partie responsable du déclin
des populations de grenouille 1éopard du nord-est des Etats-Unis (Anonyme, 1973), et on &
récemment démontré quil a eliminé tous les individus métarmorphosés dune population

de &Fanemscnss vivant en altitude en Californie (Bradford, 1989).



Ces infections se declarent en dépit du fait que le pathogene fasse partie de la flore
normale de ces poikilothermes (Hird &7 &7, 1981). Ceci pourTsit s'expliquer par 'existence
dune variation de virulence a l'intérieur méme de T'espéce dont seule la souche la plus
virulente serait responsable de la maladie, tel que I'a demontré I'étude de Lalonde (1981)
effectuée sur les truites arc-en-ciel ( Seinmo goiroher7 ).

Au Canada et aux Etats-Unis, plusieurs cas, parfois fetals, dinfections gastro-in-
testinales ou de septicémies suivies dendocardites sont rapportés pour Thomme (Gur-
with &/ &/, 1977, Ketover &f &/, 1973, Cumberbatch &/ &/, 1979). Celui-Ci peut étre en
contact avec la bactérie par consommation desu contaminée ou par envehissement de
lésions cutenées en contact avec T'esu ou lors de manipulations de spécimens animaux
infectés.

Au lac Saint-Pierre, une cinquantaine de pécheurs tirent profit de 'exploitation des
stocks naturels de grenouilles et nombreux sont ceux qui consomment 1a chair de leurs
cuisses malgre les cas fréquents de grenouilles atteintes de la maladie des pattes rouges
(Leclair, 1985). D'apres Paquin (1982) plus de 80000 grenouilles, et 5000 cusouarons ont
£1é capturés au cours de T'automne 1979 et du printemps-été 1980. La periode de chasse,
recemnment reglementée (1966) débute e 15 juillet et se termine le 15 novembre. (Benoit
&t & ,1988). Une part des grenouilles chassées est utilisée comme matériel experimen-
tal, et une autre est réservée & des fins de consommation persorinelle.

Le probléme émane de 1'absence de controle sanitaire des animaux capturés. Effec-
tivement aucune notion dhugiéne n'est appliquée puisque les grenouilles capturées sont
vendues & des particuliers et non aux poissonneries ou aux restaurants (Benoit &f &/,
1968). daramanes yarantile représente donc un probléme hautement significatif pour la



santé publique (Seidler & &/, 1960).

Les buts de cette étude sont dévaluer 1'etat de santé des populations de grenouflles
leéopards (&g pians ) du lac Saint-Pierre et d'acquérir des connaissances concernant
les pouvoirs pathologique et ecotoxicologique d' dermanss waails .

Les abjectifs permettant datteindre ces buts étaient:

1/ D'évaluer pour plusieurs sites, I'importance de I'infection sur les rives Nord et
Sud du lac Saint-Pierre.

2/ D'etablir les liens potentiels des différents facteurs ( mois, sites ) et
parametres phusico-chimiques avec la densité du pathogéne.

3/ De déterminer la pathogénicité et 1a toxicite ( DLSO0 ) de souches
d Aaramorss Aydatils dorigine ichtyenne et amphibienne,
et
4/ D'évaluer le degre de virulence d darnvaeiss /ydi//é par une COmparaison
de la pathogenicite et de la toxicite de ces souches chez les grenouilles adultes
et les juveniles.



2 Historigue

Cest en 1890 que Zimmerman isola, pour la premiére fois, la bactérie (Fseilius

Ancistys ) de T'eau (Popoff et Yeron, 1976; LeMinor et Yéron, 1962).

Un article de Pussel {1898) nous informe que Sanarelli, en 1891, procura un nom et
fournit une description de la bactérie. Lors de ses expériences d'inoculation de grenouilles,
une infection accidentelle provogue la mort repide de ces animaux; il orienta alors ses
travaux vers la cause de cette mortalité. Suite & ces traveuy, i1 isola du sang de gre-
nouilles, 1a bectérie quil nomma Sacius Avarandiius fuscws et quil décrivit selon

differents milieux de culture .

Cette bacterie était pathogéne tant erwers les animaux & sang froid (grenouilles,
crepsuds, salamandres, lezards, anguilles deau douce et crapets soleil) quenvers les
gnimau & sang chaud (porcs de guinée, 1apins, souris, souris de campagne, nouveau-nés de
chats et de chiens, poulets et pigeons). Selon Sanarelli, I'eau semblerait étre 1a source de

Bocriius hydrapdius Tuscus (Russel, 1898).

En 1893, Trembusti identifia I'organisme tel que décrit par Sanarelli. 11 diriga plu-
t6t ces traveux sur 'action physiologique des produits de croissence bactérienne (prée-
cipités et solubles dans T'alcool) isolés de cultures pures, sur les grenouilles. |1 étudia
aussi les réactions chimigues sur les muscles, le cerveau et 1a moelle épiniére chez les
grenouilles apres les avoir injectees avec les produits toxiques de ces microorganismes
{Russel, 1898; Kulp et Borden, 1942).



Roger (1893) au cours de cette méme année, découvrit et identifia cette bactérie. 11
lisola non seulement du sang mais aussi des organes et de T'eau dans laquelle baignaient
les animaux infectés. 11 fit une bréve description des signes cliniques apparents des

grenouilles malades (Russel, 1898; Kulp et Borden, 1942).

Russel en 1898 fournit une étude substantielle concernant Aa7ius A aiiue et

de ses effets pathogenes. Ses travaux concernent:

-le comportement des animaux infectes.
-les effets pathologiques interes ( autopsie ) et extemes.
-l'examen bactériologique du sang, des arganes et luidesvdu COIPS.
-la morphologie de 1a bactérie dont 1'observation du flagelle.
-1a description culturale et biochimique. .
-1a température 1&thale pour 1a bactérie.
-la motilité par observation microscopique.
-Thistalogie des organes danimaux infectés.
-T'effet des deux types de toxines isolées de la bactérie:
-type soluble dans T'alcool
-type insoluble dans 1'alceol,

de rnéme que 1a virulence de chacune delles ( Russel, 1898 ).

Il indique que Tinfection par Ascikus fgarvlus se ferait via des 1ésions superfi-
cielles de 1a peau { Kulp et Barden, 1942 ).



Emerson et Norris en 1905 donnent le nom de “red leg disease” (ou maladie des pattes
rouges) & la maladie provoguee par Secriius iuaaediius fuscus , décrivant bien de cette
fagon 1a congestion de 1a circulation au niveau du bas ventre et des jambes des greriouilles.
Leur étude porta sur de nombreux aspects dont: 1'etat pathologique des grenouilles, sur les
praduits de cultures bactériennes et sur 1a relation entre 1a maladie et la destruction des

érythrocytes.

Depuis, plusieurs chercheurs ont porté de T'intérét & cette maladie et certains résul-
tats de ces études, de méme que dautres aspects historigues sont indiqués dans les deux

prochains chapitres.



3. Taxonomie

Cette bectérie & tout dabord été connue sous le nom de Rsci/ius ranicids par Emst en
1690 et per Weldin en 1926-27, de Bacy/ius fyaontius fuscus per Senarelli en 1891 et
de Soctarium hyaroptilus fuscus en 1897 per Chester quil modifia pour Racilis
Ayarnatius en 1901 (Kulp et Borden, 1942).

Lehmen et Neumann (193 1) donne le nom de Baciarrum ranicids @ ce becille (Kulp et
Borden, 1942). Les éditions de 1923 et 1934 du Bergey's Manual le reconnaissent ensuite
sous Arnteus Hyaoadrlus (Kulp et Borden,1942; Shotts, 1984). Keplan (1953) le modifie
pour Freudhmaones yaraaiiivs (Gibbs &l &/, 1966)

Le genre Ja@mmanes est proposé par Kluyver et Van Niel en 1936 (Schubert, 1974;
Popoff et Véron,1976; Shotts, 1984). Stenier (1943) edopte Aenmanes Ayarawiis
(Chester) (Schubert, 1974; Shotts, 1984), mais la taxonomie des Aemmanss motiles
engendre une vive controverse entre les chercheurs (Popoff, 1984). Pour Bergey's Manual,
ce nest qua la 718Me &dition que le nom Aemmmes est eccepté (Shotts, 1984 ).

Lors de 1a Biéme édition, Bergey's Manual revise la nomenclature et suggere que A
Ayaropdijs soit divisé en trois sous-espéces soient; ssp uanile, ssp aneerTanes,
ssp aroleolyiics et que A auncists soit sépere en deux sous-especes soit ssp aunclels
et ssp cavise (Schubert, 1974).

Cest lors de cette méme édition qu demmanes selmanicids fut divisé en trois sous
especes (ssp selmaicids , ssp sohmmagenes , ssp mesaucide ) suite @ son acceptation
comme groupe non-motile lors de 1a 7ieme édition Cette bactérie fut connue antérieument
sous les noms de Rectariun selmanicids (Lehmen et Neumenn, 1896), Secrlius ssiman-

_?_



cice (Lehman et Neumann Kruse, 1896) et de Arotaus selmaniciges (Lehman et Neumani:
Pribarn, 1933) (Schubert, 1974).

La conservation seule d A jya@neiis est suggerée par McCarthy en 1975 (a) et
appuyee par Mcinnes et coll. en 1979, aprés une etude basée sur la recombinaison de TADN

entre les différents membres du genre A&Tmees .

Popoff et Véron (1976) proposent de retenir deux espéces, A Audaw/e ( biotype 1
et 2) et A sahv7s, dapres une étude de caractéres des souches; ils sont appuyés par
Neilson (1978) et Shaw et Hodder (1978).

Finalernent McCarthy (1975 b et, Popoff et Veron (1976) proposent que 16 Sous-
gspece awianliics soit retiree ( Popoff, 1984 ).

Au cours des années plusieurs noms ont eté attribues & la bactérie dewmeiss
sanile dont:
Focilus Pyaraatilus Tuscus (Sanarelli, 1891)
Secillus hgraptilus (Chester, 1901)
Frovaus anpiiiue (Bergey's &f &7, 1923: Chester)
Asciilue icithyesmive (Hammer, 1917).
Faonerichie ichthyosmis (Berged's & &/, 1923: Hammer).
AsctaTun yaaeyiuen (weldin et Levine, 1923: Chester).
Fegughneiss farnantans (von Walzogen—Kihr, 1932).
Frolteus ichthuesmivs (Bergeys el &7, 1934 Hammer).
Favateciarium farmeanians (Bergey's & &7 1934 von wolzogen—Kiihr).
FArotaus melanovoganes (Miles et Halnan, 1937).



Aaromnes fyanaiile (Stanler, 1943; Chester)
Feaudmonss hparapti/s (Breed el 8/, 1948 Chester)
Fraudarnanes iontiapesmie (Breed &' &/, 1948 Hammer).
Vitria jameicansis (Caselitz, 1955).

(Schubert, 1974; Khardori et Fainstein, 1983).

Ceci s'explique par le fait qu A@wvawass ful classe dans de nombreux genres soient:
Frotas, Feaudviness, Fisvaheciar Adrviddiaciar, Fsoiaichis el Aardacta En 1943
Stanter souligne la nécessité de regrouper ces bactéries dans le genre Aammvaas qul
avait été prealablement crée par Kluyver et Van Niel en 1936. Le proposition fut acceptée
en 1957 et enfin le genre Janmasas pu etre inclu dans 1a famille des ir7anaraas en
1966 (LeMinor et Veron, 1962).

Dans la Siéme édition du Bergey's manual on distingue quatre espéces qui ont été
separées en deux groupes en se basant sur 16 motilité. Les bactéries non-motiles sont
regroupées en une seule espece et constituent le premier groupe: A@mnes SEmICIGE
dont trois sous-especes, Ssp SEITICias, SSp S&YrTgaes el ssp mesaiios Le deu-
xieme groupe quant & lui comprend les bactéries motiles qui se divisent en trois especes:
Aararnonss araile | Aetmanss cavise el Aetmoanes salvis (Popoff,1984; Khardor
et Feinstein, 1988).



4 Généralités
4.1. Description générale de 1a bactérie
41.1. Morphologie

Aeromwies RETw/e se présente généralement sous forme de batonnét droit (1 &
3,5um de longeur et 0,3 & 1pm de diamétre) possedant un flagelle monatriche polaire
(Popoff, 1984 ). Ces bacilles & gramhégatif, matiles, sont dépourvus de capsules ou de
spores et sont anaérobies falcutatifs (Russel, 1898; LeMinor et Véron, 1982; Popoff,
1984), non Turninescents (Smith , 1976).

412 Croissance

Ces bactéries se cultivent tres bien dans un milieu de culture cormme une gélose ou
un bouillon nutritif, mais 1a gélose au sang procure & A Adaey/e un milieu favorable &

sa croissance  Evving et Hugh, 1974; Khardari et Fainstein, 1988 ).

Ces bacilles se retrouvent sur une grande échelle de température variant entre 4°C
et 45°C. I1s possedent une température de croissance optimale denviron 30°C. Leur
croissance minimale se situe a 5°C alors qu'elle est tres rapide entre 18°C et 38°C, et est

inhibee a 50°C (Russel, 1898; Rouf et Rigney, 1971; Ewing et Hugh, 1974).
A Agraiiie ala capecité de résister a des pH variant de 52 6 9.8, a presgue toutes

les salinités, & des turbidités variant de 0 & 393 unités Jackson Seule la conductivité

sernble avoir un effet significatif sur 1a densité de cette bactérie (Hazen & & 1978).

_10_



En raison de cette habileté @ vivre sous une grande veriété de conditions environ-
nementales dans les eaux naturelles, mises & part les conditions extrémes de chaleur, de
pollution ou de salinité; A fuag/s possede une distribution cosmopolite (Hazen ef &/
1978).

4.1.3. Réactions biochimiques

Les réactions biochimiques d A Ayaryi/s, de souches equetique ou enimele, face
sux différents tests ou milieux de culture, sont présentées au teblesu I. Cette information
peut servir de reférence lors dune comparsison avec le pstron biochimique de cette
bactérie obtenu par le systéme API-20E, congu pour T'identification de souches dorigine
humaine.

Les caractéristiques permettant 1a différenciation des especes et des sous-espéces
du genre dammanss se retrouvent au tablesu |1,

414 Sérotypie

Par le passé des investigations préliminaires ont été effectuées sur certains anti-
génes 0 (somatique) et H (flagellaire), mais ces études n'ont pas eu de suite.

Des études d'agglutination ayant pour but de démontrer I'hétérogénéité entigénique et
la possibilité de sérotypie ont suivi: Miles et Miles en 1951, Kjems en 1955, Ewing et coll.
en 1961 et De Meuron et Peduzzi en 1979 . En 1984, Popoff et Lallier procédent & une étude
de sérotypie d Aammanes motiles besée principalement sur 1" entigene O et T'antigéne
WC. Une souche est clessifiée selon un sérogroupe particulier si les cellules bouillies sont
agglutinées par un seul entisérum de ce type et non par des entisérums ayent d'autres



specificités. Is en viennent & la conclusion que la sérotypie des d&nmmamss motiles doit
etre basée principalement sur leur antigéne 0.

La sérotypie s'avére un outi] précieux pour permettre la détection et la caractéri-
sation des souches virulentes et non virulentes.

415 Habitst et isolement

Ces pathogenes sont des organismes ubiquistes dans T'environnement aquatique
(Shotts, 1984). I1s ont été isolés de I'eau de surface, de T'esu du robinet, de T'eau de puit, de
I'eau distillée autant que de I'eau d'égodt, du sol (Ewing &f &/, 1960; Lindbert &f &7, 1973;
Phillips &f &/, 1974, Eurell &f &/, 1978), de la nouTiture (Barmhart, 1989) et de boues
activees (Neilson,1978).

lls se retrouvent habituellernent en eau douce et dans les eaux de mer recevant des
apports réguliers d'eau douce (Hezen &7 &/, 1978, Rippey et Cabelli, 1980). Une infection
causée par Jammaaes chez la morue franche (Gaais i ), causant des ulcéres chez
cette demiére, & été repportée en eaux salées (Larsen et Jensen, 1977). Selon Schubert,
ces bactéries sont en plus ou moins grande concentration dans 1es eaux de surface mais en
concentration supérieure a celle d Faohericime cali ou d Enlaradeciar avec lesquelsil y a
rivalité de croissance et non pas de comportements antagonistes (Le Minor et Véron, 1952;
;Brock &t &7, 1984),

A rgravile est isolé a partir dune grande variété déchantillons d'origine humaine

dont 1e sang des patients fébriies, le suintement de blessures et dulcéres, 1e pus dosteo-

muelite, le prélévement de la gorge, I'urine, 1a bile ainsi que les feces de personnes attein-
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tes de diarrhée (Ketover &/ &/, 1973; Schubert, 1974 : Gurwith ef &, 1977; Curmnberbatch
et &/ ,1979),

Ces microorgenismes sont par contre des habitants normeux de I'esu (Rippey et
Cabelli, 1980; Hazen &f 8/, 1976), de 1a peau (Horsley, 1977) et de 1a flore intestinale des
poissons (Trust et Sperrow, 1974 ) et deutres poikilothermes (Gorden &7 &/, 1979: Hird
et &, 1981).

42 Pathogénicité

I n'y apes si longtemps, A Ayagatle éteit considéré comme un pathogéne oppor-
tuniste de faible virulence. Mais apres avoir constaté les effets et 'étendue des infections
découlant de cette bactérie, celle-ci est maintenant reconnue comme un pathegéne pri-
maire (Gurwith &/ &] 1977, Davis &/ &/, 1978).

Effectivement de nombreuses maladies sont causées par cette bactérie de méme
quune grande variete despéces en sont les victimes.

En ce qui & trait eux humains, de nombreux cas dinfections & travers le monde
(Europe, Colombie, Inde, Etats-Unis, Theilande, Canada) depuis les vingt derniéres années
sont signalés (Von Greevenitz et Zinterhofer, 1970; Gurwith &f &, 1977, Smith, 1980,
Khardori et Fainstein, 1988).
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Tebleau I. Patron biochimique d' dermranes fxaoviiia

Tests ou Substrats Reéactions

Acétate de sodium
Adonitol
Arabinose
Arginine dhydrolase
(miliey MBELLER)
Catalase
Cellobiose
Citrate (SIMMONS)
(CHRISTENSENS)
Croissance sur cetrimide
Croigsance sur KCN
Croissance (gélose McConkey)
Croissance sur esu peptonée
(sans NaCl)
Dulcitol
Esculine
Fermentation du galactose
Gélatine 22°C
charbon
Glucose acide

a a | A

I o a o +

+
++8
1

+

Pt a1l 2+ 4 + + OO+ 2

Glyceérol

Hydrolyse amidaon
gelatine
ADN

Indole +
Inositol

Lactose

Lipase (huile de mais)

Lysine décarboxylase

Maltose
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(suite du Tableau |)

Mannitol

Mannose
Malonate, Mucate
Melezitose
Melobiose
Mathyl rouge

Motihite
Nitrate reduit

non reduit (Zn*)

Ornithine décarboxylase
Oymss
Phénylalamne desminase
Raffinose

Rhamnose

Salicine

Sorbitol

Sulfure dhydrogene

( gélose TSI ouKl)
Sucrose

Trehalose

acide

37°C
26°C

en goz
ennitrite

Tube hemolyse (erythrocyte de mouton)

Tryptophane

Tween 80 estérose
Tetrationate reductase
Uréase

Vogues Proskeuer

Xylose

26°C

-0y +
+ Dl -

¢ differentes reactions
+ positive; - negative
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Tableau. I1. Différenciation entre: Aammmes yanile , Aartmanss coviee , AaTmmnes
stv7es et Aanmanes selmanicics.

caractéristiques Alpaminls Acsvise Asalris A salmonicics
SEIMANICIol SOYTITOQGENES IMESANIo8

motilite + + + - - -
miliey liquide:

flagelle

{monotriche) + + + - - -
(lophotriche) - - - - - -
coccobacilles

{paire chaine ou

g‘l‘m,pe) - = - + + +
batinnets

(seul ou en chaine) + + + - - -
- pigment brun

(soluble ds I'eau) - - - + - -
croissance & 37°C
(bouillon nutritif)
production dindole
(esu peptonee 1%) + + + = + +
hudrolyse desculine
croissance KCN
(technique de Meeller) + + - - - -
utilisation:

L-histidine

et L-arginine + + - - - -
L-erebinose +
Fermentation

salicine +
sucrose +
mannitol +
inositol - - - - - -
(décomposition)

acétoine du glucose

(Vogues-Proskauer)  + - d - - -

+

+*

+
|
1
i

+
E
i
+
]
+

+
|
+
i
+*

+ + %

+ +
o+
+
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{suite du Tableou 1)

Gaz du glucose + - + .
HoSdelacystéine  + - - -

- négative
+ positive
d: difference entre les souches
( Popoff, 1984 ).
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A arawyie est un pathogene intestinal potentiel. Une incidence élevée dinfec-
tions gastro-intestinales est relevée chez les enfants de moins de deux ans (Agger &7 &/,
1985). De ces infections découle principalement 1a gastro-entérite, qui est accornpagnée
de fievre, de douleurs abdominales, de nausées, de diarrhées, de vomissements et de
déshydratation (Yon Graevenitz et Zinterhofer, 1970). Ces symptdrnes sont aigls ou

sévéres chez les enfants et chroniques chez les adultes (Holmberg &¢ &/, 1986).

Le spectre d'infection s'est grandement &largi depuis; maintenant cette bactérie est
aussi considérée comme étant un pathogéne potentiel pour les yeux, les tissus 0sseux,

musculaires et cutanés.

11 en résulte une variété de syndrares cliniques dont les nécroses rmusculaires,
particuliérement des muscles squelettiques, méningites, amygdalites, ulcérations comé-
ennes, endocardites, infections de blessures chirurgicales et non chirurgicales, ostéomyé-
lites, otites, arthrites, infections des voies respiratoires , cellulite, infections du conduit
urinaire et péritonites (Smith, 1980; Khardori et Fainstein, 1988). Aucun des patients
impliqués dans ces cas nétaient atteints de maladies malignes ou dimmuno-dépression

(Srnith, 1980).

De nombreux cas de septicémie ont aussi 2té rapporiés, mais cette infection aiqué
ne se développe que chez des sujets atteints au préalable de cirrhose du foie, dimmunode-
pression, de leucémie ou dautres formes de maladies malignes (Ketover&? &/, 1973;

Khardori et Fainstein ,1988).



Eri général, ces infections ariginent dun contact de 1a peau avec une eau contaminée,
ou dune ingestion d'eau non traitée (Smith, 1980; Khardori et Fainstein, 1988). Lhomme en
ayant de nombreuses activités récréatives ou autres liées au milieu aquatique, s'expose &
un réel danger lorsque ce dermier est contaminé par la bactérie (Seidler&? & 1980),
celle-ci ne constituant pas une composante normale de 1a flore intestinale chez Thumain

{Smith, 1980; Knardori et Fainstein, 1988).

Quelques cas dinfections concermant les mammiferes ont eté observés. Par exemple,
elle provoque Lne diarrhée néo-natale chez le porc (Dobrescu, 1978), des avorterments chez
les bovins (Wohlegemuth &7 &/, 1972), de septicemie chez les chiens {Pierce &7 &/, 1973)
et des maladies chez les lievres (Oudar &7 &7, 1974) et les animaux & fourrures (vison,

renard, phoque) (Dahle et Nordstoga, 1968).

Ce sont surtout les animaux & sang froid pour qui cette bactérie s'avere un pathogene

tres important (Khardori et Fainstein, 1988).

Par exemple chez le serpent, elle provoque une stomatite ulcéreuse 7& une inflam-
mation ulcéreuse de 1a cavité buccale qui conduit & une septicérmie. A ce stade la mort

survient rapidement {Punzo, 1975).

Chez 1a salamandre, des cas doedeme, de rougeurs des tissus sous-cutanés et dano-
rexie ont été observés. La tortue présente aussi des cedémes et des rougeurs Sous-
cutanées des tissus, en plus de farmation de pus gélatineux et des cas de septicémie

(Boyer &7 &/,1971)
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Ure lenteur au niveau du comportement est observee chez les crocodiles en caplivite
dans les 200s. A /e chez ces individus constitue plus de 40% des cas de maladie
bactérienne (Shotts, 1984).

Chez le poisson, Bullock ef &/(1971) décrivent quatre formes cliniques de la septi-
cémie hémorragique: aigué (peu de symptomes ou lésions); subaigué (escites, vésicules,
abces, protusion des écailles); chronique (ulceéres, furoncles) et latente (absence de lésion).

Chez les grenouilles et les tétards, 4. Ayaraphi/e feit partie de la flore intestinale
normale (Gibbs , 1973, Hird &f &} 1981, Shotts, 1984).

Cette bactérie est surtout reconnue pour la maladie des pettes rouges (“red leg di-
sease”) qu' elle ceuse principalement chez les grenouilles, plus particulierement chez la
grenouille léopard ( Kame pjvens ) (Gibbs &f &/, 1966; Ven Der Weal] &f &/, 1974, Hird
et a 1961), de méme que chez les salamandres et les crapauds. Cest une septicémie
hémorragique /& une hémorregie des capillaires sanguins. Les bactéries entrent dens le
flux sanguin et sont rapidement réparties dens toutes les parties du corps. Elles installent
des foyers locaux dinfection dans différents organes a partir desquels s'échappent du pus
qui se dirige vers le flux sanguin, ol les bactéries se multiplient repidement. Eventuel-
lement tous les organes du systéme sont affectés, et 1a mort en résulte (Don Hunsaker et
Potter, 1960; Hawker et Linton, 1971).

Cette meladie est facilement reconnaissable, car les signes cliniques sont évidents
chez la grenouille. I y 8 présence dulcéres cutanés, gonflement de la région abdominale dl
& une inflammation viscérale, rougeurs aux pattes armiere el au bas ventre, comporiement
snorexique et 1ethargique, convulsions et hemoptysie (Figure 1) (Frye, 198S; Khardori et
Fainstein, 1968). L'évolution des symptomes est représentée 6 la Figure 2
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Chez les tétards, les symptdmes sont surtout au niveau comportemental. 11 y a amai-
grissement de I'animal conséquence dun comportement anorexique; les déplacements sont
faibles voire méme inexistants, donc cessation de 1a nage; i1s demeurent immobiles pres

de 1a surface ou sur le fond (Nyman, 1986).

Il demeure toujours quune septicémie hémorragique peut proyoquer une mort trés
rapide due & une densité élevée d 4 Syarantile et ne présenter que peu ou pas de signes

cliniques observables (Kulp et Borden, 1942; Gibbs &/ 5/, 1966).

Russel (1896) a observé un changement au niveau du compartement des grenouilles
adultes atteintes. Les mouverments sont tres lents, il y a cessation des sauts et 1a posture

est modifiée de semi-érection & une position horizontale.

L'autopsie chez de tels animaux a révélé diverses medifications des organes comme;
la présence de taches hémorragiques & 1a surface de 1a langue, Tinfiltration plus ou moins
grande du sang dans les muscles des cuisses, le rougissernent des muscles des jambes et
de I'abdomen, 1'accumulation de larges quantités de fluides entre 1a peau et les muscles et
dans les cavités, une paleur et une flaccidité du muscle cardiague mais de fagon incons-
tante, une flaccidité de la rate avec taches hémorragiques (Emerson et Norris, 1909, le
gonflement de 'estomac et de Vintestin, T'accumulation de matieres gélatineuses dans les
viscéres (Russel, 1898}, et un assombrissernent brun-rouge ou noir du foie avec taches

hémorragiques { Shotts, 1964 ).

D'un point de vue histolagique, il y a présence de nécroses focales dans 1a rate, le foie,

le cerveau et 1a moelle épiniere avec une congestion dans es autres organes.
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Lors dhémoarragie intramusculaire, il y a destruction des fibres musculaires (Russel,
1898) ce qui forment des régions nécrotiques dans les muscles (Shotts, 1984 ). De plus le

sang montre une anémie et une leucocytose tres avancée (Emerson et Narris, 1905).



Figure 1. Phato dune grenouille atteinte de 1a maladie des pattes rouges.
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Flacidite des muscles
Comporternent 1éthargique

Anorexie

Hemorragie cutanee
Ulcération cutanee

{ rougeurs aux pattes et bas ventre )

Heémoptysie accormpagnée

de convulsions

Septicemie hemorragique

{ rupture des vaisseaux sanguins )

Mortalite

Figure 2. Evolution des symptdmes de la maladie des pattes rouges chez la

grenouilie { Frye, 1985; Khardaori et Fainstein, 1988).
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43 Facteurs étiologiques

43.1. Aspect biologique

De facon générale, 1a maladie des pattes rouges causée par . fanywi/e résulte
dun stress subit par Thote (Gibbs &7 &/, 1973; Glorioso & &/, 1974; Rigney & 57, 1978;
Hird &7 &7, 1981;Shotts, 1984).

Ketover, Young et Armstrong (1973) suggerent que méme chez 'humain, le stress
gurait un rdle a jouer au niveau de la voie dinfection intestinale dans le cas ol cette in-

fection conduit a une septicémie.

Chez les mammiféres, ce stress peut prendre différentes farmes. Par exemple, 1a
privation de nourriture, deau ou de litiere procure un stress chez la souris (Tannock &7 &/,
1974).

A e fait partie de 1a flore normale de T'alligator; un stress, comme par
exermnple le trappage, associé & une température de plus de 20,5°C auront la capacité de
provoquer une augmentation rapide de la bactérie conduisant & la mort de Thite { epizoo-
tie ) (Gorden & & 1979). Chez le poisson une culture intensive induit ce stress (Trust,

1979).

Chez les grenouilles de laboratoire, les blessures causées par la capture, 'expo-
sition & des températures élevées durant le transfert des animaux, le manque de
nourTiture, 1a surpopulation dans les contenants, 1e mangue de propreté des contenants, 1a
présence de fer, de zinc, de roches ou de graviers dans le fond du contenant (Emerson et

Norris, 1905) ainsi que le confinement du milieu et la faible circulation de 1'eau sont tous
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des facteurs pouvant causer un stress chez les grenouilles. |1 en résulte une rapide
prolifération de la bactérie, ce qui facilite 1a menifestation de 1a maeladie (Carr & &7,
1976).

Dans une population naturelle de grenouilles, nombreux sont les facteurs menant &
des conditions de stress. Carr et coll. (1976) repportent quune surpopulation, une altéra-
tion de la température environnementale, une faible quantité doxygeéne et un mangue de
nourriture induisent un affaiblissernent de la santé et augmentent 1a susceptibilité aux

maladies bactériennes.

Chez les tétards, la surpopulation, le manque de nourriture et 1a présence de bles-
sures sont des facteurs qui contribuent & Taffaiblissement des défenses immunologiques.
La multiplication des bactéries est alors trés rapide, et achemine T'animal vers une mort

certaine (Nyman, 1986).

Une sursaturation de I'eau en gaz contribue ausst a Taugmentation de la densité d' 4
Aol chez les tétards. L'étude de Colt et coll. (1984 a) effectuée sur les tétards de
ouaouarcn a démontré quune exposition chronigue produit des dommages au niveau du tube
gastro-intestinal et permet ainsi une augmentation de la population de la bactérie au
niveau des reins et du sang. Cela provoque un gonflement de T'intestin et de la vessie, qui se

constate aisément par Tobservation des sujets fottant & 1a surface de 1'eau

Concernant les grenouilles adultes, ce phénomene de sursaturation produit des chan-
gerrents physiques du mucus des membranes intestinales permettant ainsi a la fore in-
testinale de passer 8 travers la barriére de mucus du tube gastro-intestinal (Colt &f &/,

1984 b).
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Une exposition chronigue engendre une septicémie (Colt &/ &/ 1984 b). Cet état de
sur-saturation de I'eau est un phénomene retrouvé naturellement dans les lacs et rivieres
au printemps, les grenouilles sont donc confrontées & ce facteur des leur sortie de Thiber-

nation

Selon Carr &/ &/ (1976), hibernation constitue un stress considérable sur les gre-
nouilles. Les conditions dhibermation provoguent un hypofonctionnement du systéeme im-
munitaire chez ces hibements, soit & ceuse de la basse température, soit & cause de
Ihibermation elle-méme. Cette besse température procure une pression sélective en
diminuant la densité de bactéries présentes, mais en fevorisant per contre la croissance
de bactéries psychrophiles fecultatives, tel A Audnww/e Cette condition offre un aven-
tage pour la survie et la maintenance de ces bactéries, mais la raison derneure inconnue
(Carr &f &/,1976;Benes &f &/, 19688).

La privation de 1a nourriture durant I'hibermation est un facteur qui, combiné & la bas-
se température de 1a saison, facilite grandement 1a colonisation d A Aagn/e dans le
tube intestinal des grenouilles; ces dermiéres se retrouvent a ce moment 18 en desavantage
microbien (Ze une mejorité de bactéries potentiellement pathogénes) pendent et imme-
diatement apres Ihibernation (Van Der Waij ef &/, 1974, Carr of &/, 1976; Hird &/ &/,
1981).

En général, quel que soit le stress jumelé & T'hibernation, I'invesion bactérienne est

favorisée, et selon la densité de bectéries et le degré de virulence de ces demiéres, il
pourra en résulter une septicémie hémomragique.
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432 Ecologie d dezmanes yaraniie

Une étude de Hazen (1979) indique que 1a population d A /@gtis prolifére avec
l'augmentation de 1a température au printemps et en eté car les éléments nutritifs sont
disponibles, alors quen automne et en hiver elle diminue avec la baisse de température
(Figure 3) (Hazen, 1979). Malgré que les traveux de Hazen (1979) aient &té effectués en
Caroline du Sud sous un climat plus chaud que celui retrouve au Québec, on peut sattendre
& retrouver un cycle comparable d'abondance dans les eaux du lac Saint-Pierre. Seidler af
&/ (1980) obtiennent 18 méme genre de patron et ce dans un milieu plus froid (riviére
Anacostia, WashingtonDC). |

Quant & 'étude de Rippey et Cabelli (1980), effectuée en région tempeéree (Rhode
Island), elle rapporte effectivernent que les concentrations bactériennes declinent de
facon importente & partir du mois doctobre pour atteindre leur minima en décembre et
quelles sont plus importantes & 1a fin du printemps et en éte.

Ces deux &tudes viennent corroborer les résultats de Hazen (1979) et permet donc

de considérer cette etude comme outil de reférence.

La pollution des eaux par 16 matiére organique (Hazen, 1979; Rippey et Cabelli, 1960,
Rippey et Cabell, 1989) particuliérement celle dorigine piscicole (Lewis et Bender, 1961;
Collins &f &, 1975; Shotts, 1984 ) est un facteuwr qui favorise la mulliplication et la

survie de ces microorgenismes.
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La pollution thermique originant par exemple dune centrale nucléaire contribue sussi
& sugmenter a densite d 4 Jyagi/s , surtout 8 T'endroit ou 1a température est la plus
elevee (Hazen, 1979).

A fgradi/e 1sole de milleux pollués 8 gémontre une sugmentation de sa resistance
aux antiblotiques; 1a pollution savére donc un facleur treés favorable pour ces bactéries
(Seidler &7 &/, 1960).

La conductivitée est le seul pararnétre physico-chimique qui ait ete mis en correélation
avec les concentrations d 4 Z&argnti/e dans 'eau (Hazen &7 6/, 19786).
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44 Virulence

Des études basees sur a truite arc-en—ciel { Saime gairsaner? ) ont permis de déce-
ler T'existence de différents degres de virulence chez les souches d A sugreie  (Mittel
&l &/, 1980; Lalonde, 1981). L'étude de Leblanc (1962) a répertorié jusquéd 130 souches
a4 aanie 1ssues de poissons sains et moribonds, de mammiféres et de l'esu dont
111 étaient de biotype | 7& aérobies et 19 de biotupe || Z& anaérobies ; elles sont donc
trés nombreuses. Les souches pathogénes appartiennent surtout au biotupe | (Schubert,
1974).

Les souches originant de la flore normale de poissons sains et de l'environnement
démontrent une virulence variant de faible 8 mouenne, alors que celles isolées de pois-
sons moribonds sont 1es plus virulentes (De Figueiredo et Plumb, 1977; Lelonde, 1981). Ces
souches appartiennent & un méme sérogroupe, LL( Mittal &f &/, 1580; Laionde, 1981). 11
demeure toutefois impossible daffinmer si ces souches sont indigénes ou simplement
transitoires (Ven Der Waaij & &7, 1974).

L'étude de Lalonde {(1981) chez la truite suggere quil ne suffit pas que la souche
virulente soit présente dans le tube digestif pour quil y ait maladie. En effet, un stress de
type physique ou environnemental est nécessaire afin de déclencher 1a maladie (Ketaver
&l &, 1973; Van Der Waai] &f &/ 1974, Car &f &, 1976; Gorden & &7, 1979,
Shotts, 1984 ).

L'étude de Mittal et coll. (1980) sur les groupes d J&mmres motiles effectuée sur
les truites arc-en-ciel ( S5 geirahar? ) démontre que les DL.50 des différentes souches
d Aaramonss uarapisis varient de 10448 107 cellules/ml par voie intre-musculgire,



Mittal et coll{1980) ont trouvé que les souches virulentes peuvent étre différenciées
des souches de faible virulence par les caracteristiques de surface cellulaire et par
sérotypie, car toutes les souches virulentes testées présentent une relation antigénique
avec la souche LL 1. 11 est donc possible de reconnaitre les souches tres virulentes par des
methodes sérologigues. Mais 1'auteur nexclut pas T'existance possible de souches pouvant

appartenir & dautres sérogroupes.

L'existance de cette relation entre les caractéristiques de surface cellulaire et la
virulence pourrait étre exploitée dans les laboratoires de diagnostique pour les maladies
piscicoles dues sux Hemwares motiles. La signification des isolats d darmmanss iy
arais pourrait étre facilement mesurée par le test dacriflavine suivi de 1'cbtention

dune stabilité apres bouillonnement.

44 1. Adhésion

Linfection est initiée par Tadhésion des cellules bactériennes aux cellules epithe-
liales au endothéliales de Thite. Cette adhérence est facilitée par la présence de pili
(Brinton, 1977) en plus de Texistence de chimictactisme envers le mucus de l'animal
(Hazen &/ &/, 1962). La nature hydrophobe de 1a surface de 1a bactérie est aussi impliquée
dans I'attachement aux tissus. 728 des demwmess possédent un potentiel adhésif (déter-
miné par HIC: hydrophobic interaction chromatography), ce qui indique clairement quelles
possedent des propriétés hydrophobiques de surface cellulaire (Jiva, 1983).
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442 Facteurs degression

Une fois l'adhésion complétée, ce sont les facteurs d'agression de la bactérie qui

deviennent actifs.

A /e produit plusieurs enzymes extracellulaires ayant une activité toxique
potentielle. Elles participent au développement des lésions cellulaires chez I'hite. Les
diastases, les lipases, les DNAse, les lécithinases et 1es élastases en sont les principales

{Khardori et Fainstein, 1988).

Cette bactérie produit aussi deux hémolysines, alpha et beta-hémolysine, qui sont
toutes deux des toxines extracellulaires. Elles sont responsables de 1ésions hemorragiques

et nécrotiques (LeMinor et Yéron, 1982; Kherdori et Fainstein, 1988).

L'alpha-hémolysine a un effet cytotoxique, qui est réversible, sur les cellules Hela et
les fibroblastes embryonnaires de poumons humains. Alors que la beta-hémolysine a un
effet toxique, qui est iméversible, sur plusieurs systémes cellulsires comprenent les fi-
broblastes diploides des poumons humains et les cellules Hela (Khardori et Fainstein,
1988).

L'endotoxine est aussi 1'un de ces facteurs dagression, par contre 1a pathologie qui
en découle ne dépend pas de 1a spécificité du pathogéne, mais plutdt de I'ége et de la

susceptibilité de 'héte ainsi que de 1a qualité de l'environnement (Mowotny, 1969).

Finalement, 4 Awon¥/s produit une entérotoxine qui demeure un sujet trés con-
troversé de nos jours. Elle serait intimement liée & des cas de diarrhée et de gastro-

entérite (LeMinor et Yéron, 1982). Cette entérotoxine pourrait avair un effet cytotonique;
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Z& une stimulation du mediateur de I'AMP cyclique dans la séquence devenements cellu-
laires, soit cytotoxigue ceusant un dommage & la cellule ou 18 mort de cetle demiére.
Selon Chakraborty & &/(1984), A /ydrmati/s prodult une entérotoxine cytotonique bien
distincte de la cytotoxine et de 'hémolysine issues de cette bactérie (Khardori et
Fainstein, 1988).

Lalonde (1981) suggere suite & ses travaux sur les facteurs de virulence des souches
0 Aartrmnss fiydrgatii/e chez \a truite que les activités hemolytiques et entérotoxiques
ne semblent pas constituer les facteurs toxigues. Une élude du sumageant composé dune
fraction possedant l'ectivité protéasique et une fraction responsable de la production
doedeme de 1a souche LL1 a montré que l'activité toxique pour la truite est reliée au
facteur causant I'odéme suite & une injection intra-dermique chez le lapin.

L'action des toxines dépend en grande partie de la capacité du pathogéne & persister &
T'intérieur de Thite et dune densité suffisante de la bactérie pathogéne afin de produire
suffisament de toxines lytiques pour induire une histopathologie (Gorden & &/, 1979)
7é Tenvehissement des membranes des veissesux sanguins dol e septicamie hémor-
ragique (Ketover &f &/ 1973).

Chez les grenoullles, le facteur dagression est difficile & cemner. L'étude de Rigney
et coll. (1978) gémontre que Ihémolusine ou l'endotaxine ne sont nullement toxiques pour
ces dermiéres, sauf si on les injecte simultanément.

Le mécanisme par lequel A fyarar/s cause 1a maladie des patles rouges provien-

drait probablement dune intéraction du complexe entre I'endotoxine et 1hémolysine. Ri-
gney et coll. (1976) suggerent que des facteurs de stress soient a l'origine du déclenche-
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ment de 1a maladie de fagon épidémique par l'intéraction du complexe endotoxine-hémo-

lysine.

L'action toxique serait-elie déclenchée par une combinaison des toxines chez les
grenouilles 7 De nombreuses recherches restent a étre effectuées dans ce demaine afin de
déterminer le ou les facteur(s) réel(s) dagression déclenchant la maladie des pattes

rouges.
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5. Protocole experimental

La determination de 1a présence des pattes rouges de méme que la prise des spéeci-
mens ont eu l1eu en des sites bien déterminés (section 5.1). Des grenouilles moribondes ont
eté recoltees dans le but disoler la bacterle A /ya@nw/s dont la caractérisation du
genre et de 'espece & éte verifiée & I'aide du systéme API-20E (API Laboratory products)
et des critéres proposés par Popoff et Véron (1976).

Les grenouilles dont T'état de santé semblait satisfaisant ont été capturees, et ont
servi & la determination des toxicites d A Adev/s isole de souche ichtyenne et amphi-

bienne.

5.1. Choix des sites déchantillonnage

sAatmanss iydatile est naturellement present dans les esux du lac Saint-Pierre
et des cas de maledies des pattes rouges chez les grenouilles leopards sont spore-
diquement rapportés pow certains secteurs de la rive sud (Leclair Jr, 1985 : et infor-
mations personnelles données a Leclair Jr par des chasseurs de grenouilles). L'absence de
surveillance systematique de ces infections empéche toute évaluation guantitative de
l'occurrence de la maladie.

kang piveans est l'espece dominante denoures dans la plaine inondable du lac Saint-
Pierre comme en temoignent les données dexploitation compilées par Paguin (1962) et
une Btude récente des habitats préférentiels danoures ( Besuregard et Leclair Jr, 1988 ).
Hormis les poissons, c'est 'espece faunique la plus susceptible détre en contact avec
I'homme et lui trensmettre la bacterie pathogene.
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Les sites a I'etude sont situés sur les rives Nord et Sud du lac Saint-Pierre. Leur choix
est fonction de l'espect récréstif que l'on y retrouve, jumelé aux cbservetions anté-
cedantes, ainsi qu'a un certain degre de pollution La description de ces sites se retrouve au
Tablesu |11 et leur localisation & la figure 4

5.2 Période dechantillonnage

L'étude de Hird et coll. (1981) montre que les populstions d darmrmanes sont prepon-
derantes su printemps et en debut de saison estivale et declinent en fin de 1'ete et en début
de I'sutomne. La periode déchantillonnage a donc couvert préférentiellement les mois de
mai, juillet et octobre. Elle fut particuliérement intense pour les deux premieres semaines
du mois de mai car cest & cette période que se manifeste habituellement la maladie. La
superficie échantillonnée pour checun des sites était une bande riveraine d'au moins une
centaine de métres de long

Pour chaque site, trois releves des parameétres physico-chimiques et des matieres en
suspension ont té effectués et ce, durent la méme journée. Une distence de S m separsait
chaque relevé et ce, 8 une profondewr moyenne de 05 m. L'emplacement des releves o eté
choisi en considération de l'accessibilité du milieu aquatique pour la faune armphibienne.

L'échentillonnage printanier s'est échelonné du 6 au 30 mal 1989 pour tous les sites
sélectionnés. Trois campagnes déchantillonnage ont ete effectuees pour les sites 1 (8, 20
et 30 mei), 3(15, 17 et 20 mai ) et 7(21, 22 et 30 ma) el deux campegnes pour les siles
2 (23 et 20 mai), 4 (24 et 20 mai), S (11 et 25 mai) et 6 (21 et 30 mei). Les valeurs
moyennes des paramétres physico-chimiques et des matiéres en suspension rapportées
concerment les périodes déchentillonnage coincident avec les releves des densités bacté-
riennes soient le 25 mai pour le site 5, le 29 ma) pour les sites 2, 3 et 4, et le 30 mai pour
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lessites 1,6et 7.

L'échantillonnage estival sest echelonné du 18 au 24 juillet. Le site 7 (Bale-du-
Fébvre /Nicolet) n'a pas eté etudié & ce moment en raison de I'assechement complet du
plan desu. Une campagne dechantillonnage a eté realisee pour cette période soit le 18
juillet pour les sites 3 et 4, 1e 19 julliet pour les sites | et 2, le 20 julllet pour le site 6 et
le 24 juiliet pour le site 5.

L'échantillonnage sutomnal, quant & lul, sest étalé sur deux jours soient les 6 et 7
octobre 1969. Le site 5 n'a pas été echentillonné en reison de sa faible densité de
grenouilles malgre la vaste étendue du site, de 'absence de grenouilles atteintes de la
maladie des pattes rouges ainsi que de la difficulté daccessibilité du site et des colts
occasionnés. Une campagne déchantilionnage a été réalisée le 6 octobre pour les sites 2 et
Jetle7 octobre pourlessites |, 4et 6.

5.3. Methodologie sur le terrain
5.3.1. Methode de capture des specimens

A partir des sites sélectionnés, des grenouilles moribondes et des juvéniles sains
ont été captures & la main. Le port des gants de vinyle (Fisher) était de mise et ce, pour
chacun des animaux afin déviter dune part une infection et dautre part une contamination
des sujets vu le caractére contegieux de 1a maladie (Hird &/ & 1961). Chaque grenouille
était ensuite placée dans un sac Whirl-Pak stérile (Fisher) (Hazen & &/, 1978; Hird &f
&/, 1981). Pour les juvéniles, 10 mi desu démineralisée stérile ont été ajoutés a chacun

de ces Sacs.
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Les grenouilles adultes saines ont dl étre en majeure partie approvisionnées chez
Anilab (grenoullles locales) en raison de la difficulté de recolte dun grand norbre de
grenoutlles sur un court laps de temps pour les besoins de I'expérience. Le temps de récolte
des grenoullles saines s'est deroulé entre les mois de juillet et aot, une période durant
laquelle I'indice de condition relative nest plus en relation avec la période de reproduction
mais plutdt avec une péricde de croissance corporelle en cours (Leclair et Castanet, 1987).
Ces sujets sont alors en bonne condition dite ideale pour I'spplication des tests de toxicité

et de pathogenicité.

Au laboratoire, ces animaux ont ensulte été trensféres dans des contenants de plas-
tique individuels (Kluger, 1977, Hird af 6/, 1981) renfermant environ S ml desu demi-
neralisée stérle afin déviter toute contamination originant de V'esu, leur 1solement per-
mel denrayer la propagation rapide de la maladie qui pourrait en découler sulte & un
contact avec un seul animal malade. Quotidiennement, chaque contenant etait lave avec de
l'alcool 70% puts rincé avec un melange deau démineralisée stérile et dalcool 70% (3 mi
dalcool dans 7 ml deau; dilution 3:10) afin denrayer toute formation de film bactérien Les
contenants etaient ensuite approvisionnés desu déemineralisée stérile (= 5 mi). La
photopériode (16 h de lumiére : B h dobscurité) a été maintenue en laboratoire tout su long
de 'expérience. Les grenouilles ont été gardées sous observation pendant 7 jours avent le
traitement afin de permettre une adaptation aux conditions experimentales.

-39_



Tableau 1. Yocation des sites chaisis au lac Saint-Pierre.

*

sites Secteur Yaocation Activités
Récréatives
Rive Nord
1 Pointe-du-lac Faunique: pL1&0
conservation (f&h)
(f&h) [p]
2 Yarachiche idem idem
lalC{+)
3 Louiseville idem idem
[alC (+)
4 Maskinonge idem idem
[a]: C (+)
Rive Sud
5 Baie Lavalliere Faunique: [p;1&0
" mise en valeur (f&h)
{(f&h) [al; C (+++)
& réserve
6 Commune de Baie-du-Fébvre  Faunique & [pl;1&0
Agricole {(f&h)
[a]; C(+)
7 Baie-du-Fébvre/Nicolet Faunique & pL1&0
Agricole {f&h)
conservation & [al C {+)
mise en valeur
Légende:
{f )=faune | & O= site dinterprétation et d'observation
{ h )= habitat += gire dutilisation faible
[pl =activités projetées ++= gire dutilisation moyenne
la] = activités actuelles +++= gire dutilisation forte
€ =chasse

*-| a localisation des sites se retrouvent 4 1a Figure 4
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5.3.2. Methodes déchantillonnage des parameétres sélectionnés

Parametres physico-chimigues

Les parametres sélectionnes sont indigués au tableau |11 de méme que 1'appareillage
employé pour checun deux (Hazen &/ &/ 1978; Hazen, 1979; Seidler &/ &/, 1980). L'é-
chantillonnage s'est déroulé parallelement & 16 capture des spécimens durant 1es mols de
mial, juillet et octobre.

Matieres en suspension

Les matiéres en suspension ont élé mesurées par la méthode employée par 1 EPA
(M) of Hetiogs far CRamics] Anelysis of welar and Westes , 1974). La méthode est
basee sur I'utilisation de 1a membrane filtrante. Les échantillons deau ont eté préleves &
10 cm sous 16 surface de T'eau & I'emplacement des releves des densités bacteriennes.

Densité d dareranes fydopis enmiliey naturel

Les densités d A fa/e ont ete dgeterminées par 16 méthode de la mermbrane
filtrante et s'expriment en UFC/mi (unité formant une colonie). Trois echantillons desu 8
10 em de la surface a environ S m de distance les uns des autres provenant de l'envi-
ronnement immédiat de chacun des sites ont été preleves pour trois differents mois de
T'ennée & l'aide de contenants stériles. Les contenants ont été maintenus sur de la glace,
dans T'obscurité, durant e trensport (<dhrs) jusqueu laboratoire afin déviter une crols-
sance bacterienne (Hazen &f &/, 1976 ; Hazen, 1979; Hird &f &/ , 1561).
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Les trois campagnes d'échantillonnage ont été effectuées comme citées précédem-
ment dans la section 5.2.

Une quentité minimale de 1,0 ml de chacun de ces échantillons (Hezen &7 &7, 1978)

a été prélevée de fagon stérile. Trois dilutions pour checun des échentillons ont été
effectuées soient 1:10, 150 et 1:100 dans de 1a solution saline stérile {0.85%). Puis une
quentité totale de 10,0 ml de checune des dilutions a été filtrée et ce, en triplicat, 8
travers un pepier filtre quedrilié de 0,45um (Millipore Inc.). Ensuite checun de ces filtres e
eté déposé sur un milieu Rimler-Shotts {Shotts et Rimler, 1973) et incubé & 37°C, pour
eviter la croissance d demmones selmacids qui peut croitre 8 une temperature plus
besse, pendant une période maximale de 24 heures (Hazen &f &/, 1978; Hazen, 1979;
Charpentier, 1968).

Les colonies jeunes et jeunes & point noir ont subi un test doxydase afin de sS'assurer
de la présence d' damrmanes iydti/e et dexclure la possibilite de celle de Oinbaciar
spp ou autres organismes (Shotts et Rimler, 1973)

Ensuite une proportion de 10% des colonies de chacun des pétris a subi les tests d
AP1-20E (Hazen &f &/, 1978) de méme que les 4 tests proposés par la nomenclature de
Popoff et Véron (1976) afin de confirmer les résultats obtenus.

54 |solement d Aanmones yargii/e chez 1a grenouille
5.4.1. Prelevements de tissus

Le mode de prélévement des tissus est base sur 1a méthodologie de plusieurs suteurs
dont Boulanger (1977), Hird et coll(1981), et Frye (1985). L'animal présentent des signes
cliniques externes évidents de la maladie a été sacrifié per décepitetion et des échan-
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tillons de peau, de muscles et de sang du coeur ont &té préleves.

Peau-

Une piéce de uncm? a été prélevée sur le cité interme de la cuisse, 18 oll 1a
rougeur est 1a plus prononcée. L'endroit avait été préalablement tamponné avec de 1'alcool
70% pour assurer 1'élimination des germes extérieurs. L'échantillon a ensuite été broyé

dans 1,0 ml de solution saline stérile puis ensernencé.

Muscles-
Une pigce de uncm3 a été retinée du coté interne de 1a cuisse puis broyée dans 1,0

mi de solution saline stérile et ensemencée.
Sang-

A Taide dune seri ngue de type tuberculine stérile, 3 a 4 gouttes de sang provenant

du coeur ont &té ensemencées directement sur gélose.
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Tableau I, Liste des parametres échantillonnés et des methodes employges.

Parametres Méthodes employées
Densité &' damwmiss yaniile Methode de 1a membrane
(UFC/m1 ) filtrante
0+ dissous Hudrolab ( Surveyor 11 )
(mg/1)
Température Hydrolab { Survegor |1 )
(°C)
Salinite Hydrolab ( Surveyor 11 )
(0/00)
Conductivité Hudrolab ( Survegor 11 )
( pmhos/cm )
pH-eau Hydrolab ( Surveyor 11 )
Potentiel redox Hydrolab ( Surveyor 11 )
( myalt )
Matiéres en membrane filtrante
suspension ( méthode de 1EPA: Environmental
(mg/1) Protection Agency )
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542 Encemencement et milieu de culture

La gélose au sang (BBL; Armand Frappier) a été utilisée pour I'ensemencement car elle
favorise la croissance d A Aydat//s (Boulanger, 1977; Leblanc, 1962; Kulp et Borden,
1942). Un repiquage a eté effectué par la technique de T'épuisement afin de purifier les
souches (Charpentier, 1988).

Ensuite un repiquage a été effectué sur milieu Rimler-Shotts (Boulanger, 1977, Hazen
et & , 1978, Gorden ef &/, 1979 ; Hazen, 1979; Seidler &/ & 1980) car ce dernier savere
un milieu sélectif et differentiel pour ces bactéries. Elles deviennent jaunes au contact de
ce milieu et cette réaction est caractéristique des Jammaiss (Shotts et Rimler, 1973).
Les geloses ont ensuite eté incubées & la température de la piéce pour une période de 24 &

48 heures.
Il est & noter que les souches sélectionnées qui étaient préalablement repiquees sur

gélose au sang, transforment 1e milieu en une couleur verte, transiucide, aprés 96 heures
dincubation & 1a température de 1a piéce.

943, |dentification d d&mmaiss adywis

Des tests plus appropries que ces deux milieux de culture sont nécessalres afin d as-

surer 1a presence du veritable agent dinfection.

Seules les colonies jaunes sur milieu Rimler-Shotts ont été sélectionnées pour les
tests d'API-20E et biochimiques différentiels {(glucose, salicine, arabinose et esculine).



24.3.1. lgentification au genre

Le test didentification API-20E permet didentifier le genre Ja7wanss (Gorden &f
&/, 1979; Seidler &/ &/ 1980; Leblanc, 1982; Hird &f &/, 1983).

Leblanc (1982) & vérifié a fiabilitée de ce systéme sur des souches d A Auargiils
isolées de truites Dans I'ensemble le test décrit bien le patron biochimique sauf pour
TADH qui indique constamment une réaction négative au lieu de positive, et I'arabinose qui
est soit négative soit positive alors quelle devrait seulement indiquer une réaction
pasitive. Ces différences découlent du fait que ce test est congu de prime abord pour les
souches darigine humaine et que 1a température dincubation de ce test est de 37°C, alors
quela température optimale de croissance de ces bectéries se situent entre 25 et J0°C
(Leblanc, 1982). La connaissance de ces réactions est utile  I'identification juste d dam-
smenes hyaaevs . Le patron biochimique & 4 Ayargatrie sur systéme API-20E est décrit
au tableau V.

5432 Identification & l'espéce
Deux nomenclatures sont suggérées afin didentifier demmmes a 'espece, celle de
Schubert (1974) et celle de Popoff et Véron (1976). La nomenclature de Popoff et Véron
est 1a plus appropriée pour les dawsss motiles (Boulanger, 1977).
Elle consiste en 4 tests biochimiques différentiels soient: 1- la production de gaz &

partir de glucose 2- la fermentation de salicine 3- la fermentation de l'arabinose 4~
Ihudrolyse de l'esculine.
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Les trois premiers tests sont faits & partir dune base de phénol rouge & laquelle est
ajoutée une certaine quantité (S%) de sucrose, de salicine et darabinose respectiverment.
Pour Thyarolyse de T'esculine, le milieu d'agar bile-esculine a été utilisé (Difco).

Le systéme API-20E jumelé & la nomenclature de Popoff et Véron constitue un outl]
fiable et complet pour Tdentification d A Zygrnni/a Les souches peuvent étre conser-
vees 8u besoin dans un milieu glycérolé stérile puis entreposées & -20°C pendant plusieurs
mois. La resuspension de ces souches conservees dans le glycerol se fait par un simple
frottement de la surface gelée & I'side dun fil de platine stérile,

5.44 Détermination de 1a toxicité et de la pathogénicité d dammanss uarais
5.441. Préparation des doses infectantes

Le contenu dune ampoule a été resuspendu dans S mi de bouillon BHI (Brein hearth
infusion, Difco). Aprés une incubation de 6 heures & la température de 1a piéce, une anse de
cette culture a été étalée sur gélose au sang. Apres une croissance de 18 heures sur 1a
gelose, deux colonies ont ete prelevees et inoculees dans un bouillon de S mi de BHI, puis
ce demier a été incubé en agitation & la température de la piece pendant une période de &
heures. De cette préculture, un volume de 0,1 ml a eté inoculé dans 10 mi de BHI. Cette
préparation a ensuite été incubée en agitation pendant une période de 18 heures puis
centrifugée & 6000xg pendant 20 minutes. Le culot a &té resuspendu dans une solution
saline et ajusté & une densité optique de 1,0 & 450 nm & T'aide dun spectrophotométre
{ spectrophonic-20, FISHER ). Cette suspension contlent environ 6 x109 bactéries/mi tel
que véerifieé par comptage sur gelose au sang

Cing dilutions de cette suspension ont ensuite été effectuées par facteurs de 10 dans
des solutions salines steriles pour fins dinfection des sujets biologiques.
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Tableau V. Patron biochimique d Aemwmanss yaraanr/e avec le systéme AP1-20E.

Tests

Réactions

Amuygdaline { AMY )
Arabinose ( ARA )

Arginine dihydrolase ( ADH )
Citrate (CIT)

Gélatine ( GEL )

Glucose ( GLU )

Indale { IND )

Inositol { INO )

Lysine décarboxylase ( LOC )
Mannitol ( MAN )
Mélobiose ( MEL )

ONPG

Oxydase ( OXY )

Omithine décarboxylase ( 0DC )

Rhamnose ( RHA )

Sorbitol ( SOR )

Sucrose ( SAC)

Sulfure ghydrogéne ( H2S )

Tryptophane désminase (TDA )

Urease ( URE )
Vogues-Proskauer ( VP )

I + + + + + + +

+
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95442 Infection par voie intra-musculaire

La voie intra-musculaire dinfection a été preférée & la voie intra-péritonésle qui
surestime le nombre de bacteries requis pour provoguer 1a mort et de préférence sussi aux
infections par bains dont I'imprecision est grande (Lalonde, 1981).

Les sujets adultes (polds corporel = 20 g) ont été infectés par une injection de 0,1
ml de suspension bacterienne et les juveniles (poids corporel = 1 g) par 0,05 ml, & l'aide
dune seringue de type tuberculine stérile (Fisher). L'endroit a été tamponné avant et apres
gvec de I'alcool 70%. Pour chacune des dilutions, dix specimens ont été infectés, pour un
total de SO animaeux car S dilutions ont eté effectuées Linjection & été suivie dune
observation aux 24 heures pendant 96 heures. Le groupe témoin etait cormpose de 10
animaux, chacun recevant une injection de 0,1 et O,ﬁﬁ ml de solution saline stérile pour
les grenouilles adultes et juvéniles respectivernent.

5.5 Traitement statistique

Les données ont tout d'abord été confrontées aux exigences de normalité déterminée
par les coéfficients dasymétrie ( Stemmess ) et dapplatissement (Awdasis) (Zar, 1974;
Hazen, 1979; Scherrer, 1984). La relation potentielle entre les parametres physico-chirni-
ques et les densites d A @mywi//e de méme que les relations entre les parametres phy-
sico-chimigues eux-mémes ont été vérifiées par des analyses de régression simple en
raison de I'absence de lien statistique entre les paremétres démontrée par des etudes
antérieures (Hazen &f &/ ; 1978; Hazen, 1979). L'analyse factorielle de variance (Fanova) 6
été employée pour analyser 1a variation de la densité d .4 Auaaad/s pour les différents
sites et saisons échentillonnés (Zar, 1974; Hazen, 1979).
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Le calcul de la DLSO (dose 1éthale SO®) a été effectué par la méthode de Reed et
Muench (1938).
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6. Résultats
6.1. Etat de la qualité de T'esu du lac Saint-Pierre
6.1.1. Qualité physico-chimique et matiéres en suspension

Les releves des parametres phusico-chimiques et des matiéres en suspension pour
chacun des sept sites etudies couvrent les periodes printaniére, estivale et automnale
(Tablegux V1, VI et VilI).

6.1.1.1. Variations intersites

Les valeurs rmoyennes des parametres physico-chimiques et des matiéres en susper-
sion de I'échentillonnage printanier montrent des différences intersites significatives tel
que démontré par T'analuse factorielle de variance (Fanova), 8 cette période de T'année.
Seuls e pH et 1a salinité ne présentent aucune distinction entre les sites (Tableaux VI et
1X).

Pour 'echantillonnage estival, les valeurs moyennes des parameétres physica-chimi-
ques, excluant 18 tempérsture, le pH et la salinité, montrent aussi des différences
intersites significatives évidentes particulierement pour 1'axugéne; il en est de méme pour

les matiéres en suspension (Tableaux VI et 1X).
Les valeurs mouennes des peramétres physico-chimiques releves a l'automne mon-

trent toutes, & 'exception de 1a salinité, des différences intersites significatives (Ta-

bleaux VIII et IX).
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Les sites ont ensuite été regroupés par rives (rives Nord et Sud) afin de voir si ces
difféerences significatives se maintenaient. L'analyse factorielle de variance (Fanova)
montre une différence significative pour 'oxygéne seulement eu printemps, les sites
choisis pour 1a rive nord étant en géneral plus owxygénés (Tebleau X). Quant aux autres
paremetres les résultats ne réfletent que des tendences qui se menifestent & des périodes
différentes de 'année, notermment la tempéreture qui est plus élevée de 2°C sur le rive Sud
su printemps et 8 I'sutomne, 1es matiéres en suspension qui sont plus importentes sur la
rive Nord au printemps, mais plus importante sur 1a rive Sud & l'sutomne, et une plus
grende conductivité notée sur 1a rive Sud en été (Tableau XI).

Le regroupement des sites par rive voilent donc les différences significatives réve-

les précédernment. On doit conclure au caractere trés spécifique des sites.

6.1.12. Variations saisonnieres

Les concentrations minimales, maximeles et moyennes des paramétres phusico—chi-
miques et des matiéres en suspension pour les trois periodes de I'snnee se retrouvent au
tablesu Xil. L'analyse factorielle de verience (Fenove appliquée sur les moyennes) indique
une différence significative entre les saisons uniquement pour la température et les
matiéres en suspension (Tablesu XII1): soit sans surprise une température qui sugmente
légérement & I'été pour ensuite diminuer de fagon importante 8 1'sutomne, et des matieres
en suspension qui affichent une diminution au cours de V'eté pour ensuite augmenter &
T'automne (Tableau XI11).
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Tableau V1. Yaleurs moyennes (+: écart type) des parametres physico-chimiques et des
matiéres en suspension pour les différents sites situés autour du lac Saint-

Pierre au printemps (25,29 et 30 mai, 1989).

Paremetres Sites

température 1605 17.00 1668 1563 2072 1753 1632

(°C) (0.03) (0.08) (0.02) (0.08) (0.20) (0.24) (0.00)
pH 697 672 6.79 6.62 651 701 658
0.02) (0.01) (0.01) (0.05) (0.05) (©0.09) (0.09)
02 734 6.77 898 790 593 472 544
(mg/1) (0.04) (0.05) (0.02) (0.05) (0.34) (0.13) (0.23)
salinité 0 0 0 0 0 0 0
(0/00) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0)

conductivite 0697 0.391 0224 0219 0454 0583 0451
(umhos/cm) (0.001)  (0.001) (0.009) (0.004) (0.000) (0.003) (0.000)

potentiel 0.045 0.136 0.167 0206 0250 0157 0140

redox (0.004) (0.012) (0.002) (0.003) (0.200) (0.009) (0.009)
(mVyolt)
matieresen 1675 2450 1700 6.00 500 11.00 225

suspension (0.55) (1.80) (2.20) (1.41) (©0.41) (1.41) (0.74)
(mg/1)
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Tablesu V¥11. Yaleurs moyennes (+: ecart tupe) des parametres physico-chimiques et des
matiéres en suspension pour les différents sites situés autour du lac Saint-

Pierre en été (18-19-20- et 24 juillet, 1989).

Sites

Parametres

température 2250 2148 2441 22590 2320 2160

{°C) (0.04) 0.07) (0.34) (0.38) (0.81) (0.22)
pH 723 667 657 693 640 702
0.02) (0.07) (002) (008  (0.22) (0.12)
02 691 591 9.17 743 147 631
(mg/1) (0.17)  {(0.01) (0.49) (0.46) (0.28) (0.18)
salinite 0 0 0 0 0 0
(0/00) (0) (0) (0) (0) (0) (0)

conductivite ~ 0.163 0444  0.166 0548 0559 0354
(umhos/cm)  (0.001) (0.009) (0.008) (0.003) (0.025) (0.003)

potentiel redox 0.143 0046 0169 0.108 0067 0238
(mvolt)  (0.004) (0.013) (0.006) (0.019) (0.015) (0.006)

matiéres en 800 19.00 6.00 1.50 b.84 B850
suspension  (2.16) (2.16)  (1.41) (0.41) (0.13) (1.22)
(mg/1)
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Tebleau Vill. Valeurs moyennes (+: écart type) des parametres physico-chimiques et des
metiéres en suspension pour les différents sites situés sutour du 1ac Saint-
Pierre & I' sutomne (6 et 7 octobre, 1689).

Parameétres Sites
| 2 3 4 S 6 7
température 900 6.84 740 890 - 1093 -
(°C) (0.20) (0.02) (0.38) (0.12) (0.92)
pH 774 6.82 6.20 6.38 - 712 -
(0.38) (0.03) (0.33) (0.08) (0.16)
02 1274 866 860 6.50 - 819 -
{mg/l) (0.71) (0.16) (0.14) (0.60) (0.97)
salinité 0 0 0 0 - 0 -
(0/00) (0) (0) (0) (0) (0)
conductivité 0111 1.083 1820 0.464 - 0.799 -
(pmhos/ecm)  (0.017) (0.023) (0.090) (0.000) (0.007)
potentiel redox 0200 0.100 0275 0245 - 0273 -
(mVolt) (0.021) (0.011) (0.028) (0.017) (0.012)
matiéres en 10,00 10,00 1500 1000 - 2000 -
suspension  (1.41) (0.00) (294) (0.41) (3.56)
(mg/1)
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Tableau IX Resultats de I'analyse factorielle de variance (Fanova) pour la compa-
raison intersite des paramétres physico—chimigues et des matiéres

en suspension
Parametres Saisons
Statistiques Printemps? Eteb AutomneC
température F 7.14* 23 926™
(°C) dl 6; 28 5; 24 410
P <0.0005 5005 00025
pH F 0.043 143 7.14%
dl 6; 26 5; 24 410
P »0.05 »0.05 001
O F 204 % 1357% 57.00%
(mg/1) dl 6; 28 5: 24 4,10
P >005  <0.0005 Q0005
conductivité F 48966* 130274 % 175750%
(umhos/cm) dl 6; 26 5:24 4:10
3 Q0005 <0.0005 <0.0005
potentiel F 56.35% 13.48*% 6344 *
redox di 6,28 9;24 4:10
(m\olt) P 00005 <Q.0005 <0.0005
matieres en F 6.73% 1488% 0.78*
suspension d 6,7 5,6 45
{mg/1) P Q0005 <0.0005 50.05
Légende;
F- Distribution Fisher 8 -sites 1-2-3-4-6-7 et B
di: degré de liberté b .sites 1-2-3-4-6et 7
P- probabilité C :sites 1-2-3-4 et 7

*: Distribution Fisher Significative
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Tableau X Résultats de I'analyse factorielle de variance (Fanove) pour la compa-
raison interrive des parametres physico-chimiques et des matieres en

suspension.
Saisong
Paramétres Statistiques Printempsa EteD AutomneC
température F 500 0024 429
(°C) di 15 1,4 1,3
P »0.05 »0.05 »0.05
pH F 039 0.840 0.158
dl 15 : 1;4 1,3
P »0.05 »>005 »0.05
1) F 15910* 3430 0.069
(mg/l) d 15 1,4 13
P <0.0025 »0.05 »005
conductivite F 2.360 2180 0.003
(pmhos/cm) dl 15 1,4 13
P 005 »>0.05 »0059
potentiel redox F 0873 0710 04582
{mvolt) dl 15 1.4 13
P »005 »003 »0.05
matieres en F 4057 0.080 6.740
suspension dl 1,5 ;4 1,3
(rg/1) P 005 »0.05 »0.05
Légende:
F: Distribution Fisher 8 .sites 1-2-3-4-5-6et 7
dl: degré de liberté b :sites 1-2-3-4-5et 6
P:- Probabilite C -sites 1-2-3-4et 6

* - Distribution Fisher Significative
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Tableau X1. Valeurs moyennes (+: écart tupe) des parametres phusico—chimiques et
des matiéres en suspension pour 1es rives Nord et Sud du lac Saint-Pierre
pour les périodes printaniére, estivale et automnale.

Paramétres Printemps Ete Automne
Rives Rives Rives
Nord!  Sud? Nord!  Sud? Nord!  Sugd
température 1634 1819 280 2240 803 10.09
(°C) (053  (1.86) (1.07)  (080) (0.95) -
pH 6.78 6.70 6.85 6.78 679 712
(0.13) (022) (026) (027) {0.60) -
02 775 536 736 389 913 8.19
(ma/1) (0.82) (050) (1.18) (2.42) (226) -
salinité 0 0 0 0 0 0
{0/o0) {0} (0) {0)] (0) (0) -
conductivité 0.383 0.496 0330 0557 0870 0799

(mhos/cm) (0184 (0062)  (0470)  (0003)  (0650) -

- potentiel redox 0.139 0.162 0.121 0.153 0207 0273
{mVolt) (0.059) (0.048) (0.054) (0086)  (0.066) -

matiéres en 16.00 6.08 863 767 11.25 20.00
suspension {6.59) (365) (6.44) (083) (217) -
(ma/1)

l:sites 1,23 et 4
2:sites 5,6t 7
3:sitesSetb

4 siteb
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Tableau XIl. Valewrs (+: écart-type) minimale, maximale et moyenne des paremétres
physico-chimigques et des matiéres en suspension retrouvées au lac Saint-
Pierre lors des échantillonnages printanier, estival et automnal

pour I'ensemble des sites.
Paremetres Saisons Valeurs
Minimum Maximum Moyenne
température printemps 1563 2072 17.13(157)
(°C) gté 2148 2441 2270 (0.99)
automne 6.84 1093 8.64 (1.43)
pH printemps 651 701 6.74(0.18)
gté 6.40 723 680 (055)
automne 620 774 6.85 (0.28)
02 printemps 472 898 6.73(1.37)
{mg/1) eté 147 917 620 (2.06)
gutomne 650 1274 894(2326)
salinité printemps 0 0 0(0)
{(0/00) gte 0 0 0(0)
automne 0 0 0 (0)
conductivité printemps 0219 0.697 0431(0.162)
{pumhos/cm) gté 0.163 0559 0.406 (0582)
automne 0111 1820 0855(0.179)
potentiel redox printemps 0045 0250 0.157 (0.059)
{mvolt) gte 0.046 0238 0.129 (0.065)
automne 0.100 0275 0.220 {0.065)
matieres en printemps 2725 2450 11.79(7.41)
suspension eté 150 18.00 831 (400)
{mg/1) automne 10.00 2000 13.00 (5.30)
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Tableau XI11. Resultats de I'analyse factorielle de variance (Fenova) pour 1a compearai-
son intersaison des paramétres physico-chimiques et des matiéres en

suspension.
Peremetres Statistiques
température F 75.7%
(°C) dl 2:15
P <0.0005
pH F 224
dl 2;15
P »0.05
0p F 176
(mg/1) dl 2:15
- P »>003
conductivite F 262
(umhos/cm) dl 2:15
P »005
potentiel redox F 1.72
(rmvalt) dl 2,15
P »005
matieres en F 3657*
suspension di 2;15
{mg/1) p 00005
Légende:
F: Distribution Fisher
dl: degré de liberté
P- probabilité

* - Distribution Fisher Significative
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6.1.2 Qualité bactériologique: Densité 0 Sanmass aariie
6.1.2.1. Variations intersites de la densite d' daammes yanniils

Les relevés de densité d Jarwmwiss ydawir/e pour chacun des sites sélectionnés
couvrent trois periodes de I'année, soient le printemps, 1'été et I'sutomne (Tableau XIV). Les
périodes déchantillonnage sont les mémes que celles indiguées précedemment pour 1étude
de 1a qualité physico-chimique de 1'eal

Au printemps, les densités d A Judmi/e montrent des différences intersites no-
tables mais non significatives en raison (Tablesu XV) de l& grende hétérogénéité des
donnees, Les sites 1 et 2 sur la rive Nord et 6 sur la rive Sud affichaient les densités d
A fyarale es plus importantes (Tableau XIV), soient 111#16, 273+40 et 126+10
LFC/mi respectivement.

En général, 1a période estivale montre des densités d 4 Audn/e plus faibles que
celles retrouvées au printemps. Les sites 2, 5 et 6 sont les sites pour lesquels les densites
ont été les plus élevées pour cette période (Tablesu XIV), soient 40+3, 46+4 et 7611
UFC/m respectivement.

C'est & I'sutomne que I'on retrouve les densites les plus faibles d A fwaoniiia Les
sites 2 et 4 représentent les sites ol les concentrations de 1a bactérie sont les plus
glevées (Tablesu XIV), solent 45+9 et 43+5 UFC/mi respectivement. Les sites S et 7 nont
pu étre échentillonnés pour les raisons citées précédemment. L'analyse factorielle de
variance (Fanova) indique des différences intersites significatives des densités d A
Ayarairie seulement pour cette période automnale (Tableau XV).
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6.122 Corrélation entre les parameétres physico-chimiques, matiéres en
suspension et les densités d darnmanss aaam/s.

La regression linéaire indique quau printemps, la densite d A fyaraatils est liée
positivement & la quantité de matiéres en suspension dens le milleu (r2 statistiguement
significatif). Une 1égére relation avec la lempérature est tout de méme notée & cette
période (Tableau XVI).

Aux périodes estivale et autornnale la variation des données recueillies pour chacun
des perametres nest pas assez grande pour permettre de degager une relation signifi-
cotive entre la densité 0 A spudzi/s et les paramétres eludiés.

De légeres tendances sont toutefois notées. En eté la conductivité montre un certain
lien positif avec 1a densité bactérienne. A T'automne le relation demeure importante, mais
devient negative & cette periode (Tablesu XVI). Trois parametres montrent une faible
relation negative avec la densité bactérienne pour la période sutomnale, soient: la con-
ductivite, le potentiel redox et les matiéres en suspension (Tebleau XVI). La température
af fiche une relation positive au printemps et a I'sutomne, alors quelle devient negative &
1été. Le potentiel redox est le seul parameétre & maintenir une relation négative avec la
densité bactérienne pour les trois périodes de I'année. Quant aux matieres en suspension,
elles maintiennent une relation positive au printemps tres forte et qui est par contre tres
faible & I'été. A I'sutomne la relation s'avére négative quoique Te re ne soit pas significatif
(Tableau XVI).
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Tableau XIV. Concentrations moyennes (+: écart-type) d Jenmnes /e (UFC/ml)
retrouvees & chacun des sites situés autour du 1ac Saint-Pierre Tors des
echantillonnages printanier, estival et automnal ( chague valeur représente

la moyenne de trois releves; Annnexe2)

Sites Printemps Eté Automne
| 111(16) 7(2) 22(4)
2 273(40) 40 (3) 45(9)

3 319 24(4) 3(1)
4 28{(4) 18(5) 43(5)
5 31(5) 46(4) -
6 126{10) 76(11) 17(1)
7 4(2) - -
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Tableau XV. Résultats de 'analyse factorielle de variance (Fenove) pour la
comparaison intersite de la densité d danmmes Ayam/e .

Saisons Statistiques
Printemps F 1556
dl 6;6
P 005
Eté F 212
dl 5,5
P 0.05
Automne F 7"
dl 44
P 05
Légenge:
F: Distribution Fisher
d\: degre de liberté
P- probabilité

*: Distribution Fisher Significative
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Tableau XVI. Relation (r2 ; régression linéaire) entre la densité d Aanmes yaawiis
et les différents paramétres physico-chimiques et matiéres en suspension
au 1ac Saint-Pierre pour les trois periodes de I'année.

Printemps Eté Automne
Paramétres re r2 r2
température 037(+) 024(-) 0.11(+)
(°C)
pH 000 0.14(-) 003(-)
oxygene dissous 001(+) 0.11(-) 001(+)
(mg/1)
conductivite 0.09(+) 0.47(+) 035(-)
(umhos/cm)
potentiel redox 0.10(-) 001(-) 033(-)
(mVyolt)
matiéres en 0.76(+)* 0.10(+) 034(-)
suspension
(mg/1
* . r significatif
probabilité (P} < 0.05
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6.2 Présence de la maladie des pattes rouges au lac Saint-Pierre au printemps

Plusieurs grenouttles sur le terrain ont presente les signes cliniques de 1a maladie
des pattes rouges c'est & dire des rougeurs au nivesu des pattes arriére et sur le bas ventre

Ou des rougeurs prononcées au niveau des extrémites (Tableau XV11).

Ces grenouilles ont &té ramenées au laboratoire afin que soit observée 1'évolution de
la raladie. Apres une periode de 48 heures, les signes de la maladie sant trés évidents. Les
rougeurs sont pronancees, il Y a perte de sang au niveau des extrémités et de ia bouche, et
T'animal adopte une position daffaissement. 11 y a ensuite une certaine récuperation de
T'animal puis un rétablissement complet apres 48 heures. Le lavage des contenants &
T'alcool 70% est probablement en partie responsable de cette recupération. L'un des sujets
est cependant maort de septicemie apres une periode de 24 heures. Cette grenouille
présentait des signes plus avencés de la maladie par repport sux autres sujets /& que
I'animal etait deja tres 1éthargique et présentait des rougeurs trés prononcees au niveau
des cuisses de méme que des zones dulcérations & ce niveau Cest & partir de cette
grenouille, car cette dermiere est assurement atteint de 1a maladie des pattes rouges, que
fut isole Adaamanss Audaey/s tel que decrit precedemment dans la section 54 du
protocole expéerimental. Les 9 souches isolées de Tanimal malade ont trés bien répondu au
patron biochimique d demmames Audnp’ile suggéré avec fe systeme API-20E. Seule
l'arygdaline a présente une différence avec le patron, S5 des 9 souches ont rependu
negativement alors quelles devraient répondre positiverment. Le témoin utilisé, sait 1a
souche ichtyenne TF2 0 dammanss iugneiie (Ecole de Médecine Vétéringire de Saint-
Huacinthe) & elle aussi répondu négativement. Leblanc (1952) rapporte effectivement, un
faible pourcentage de souches positives pour le test de T'amygdaline pour 1es J&m7aaies

motiles. Le systérme API-20E s'avere donc satisfaisant pour Tidentification des souches
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0 darormanes chez les grenouilles. Pour ce qui est des 4 tests biochimigues différentiels,
toutes les souches ont parfaitement repondues.

Les sites 2, 3 et 6 representent les sites ol des cas de maladie des pattes rouges
ont été observes soient un, 6 et uncas respectivement au printemps (Tablesu XvI1) .
Pour les periodes estivale et automnale aucun cas de maladie des pattes rouges na été
observe. Les grenouilles étaient saines, trés olertes et ne présentaient aucun signe
clinique de la maladie.

Les sites 2 et 3 représentent les sites ol les plus grands nombres de grenouilles ont
été enregistrés soient 16 observées et 12 capturées respectivement pour la période du
printemps (Tebleau XVII).

Les densités de grenouilles les plus importantes ont été enregistrées au cours de
I'eté pour les sites 1,2 et 3 soit plus de S0 grenouilles observees pour les deux premiers
sites et plus de 100 grenouilles observées pour le site 3. A T'eutomne aucune grenouille ne
£té observée; la saison étent relativement avencée (octobre), elles étaient probablement

retouneées vers leurs sites dhibemation

I est & noter que le Tableau XVII n'est basé que sur des ceptures denimeux présentant
des signes de 1a maladie et de I'observation des animaux sains, I'information fournie ne

peut quétre tres partielle.
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6.3. Dose 1éthale SO des souches d demmmss fyati/e (DL50)
6.3.1. Sélection des souches amphibiennes

Un test preliminaire de toxicité a été effectue afin didentifier 1a souche 1a plus vi-
rulente parmi les 11 souches d dawmneiss day/s 1solees. Neuf des onze souches
(5.1 8 59) sont issues dun seul et méme animal atteint de 1a maladie des pattes rouges,
capturé au site 6 (Commune de Baie-du-Fébvre) et qui & succombé & la sulte dune
septicémie. Les deux sutres souches ont été isolées & partir du milieu aguatigue, 1a souche
S.10 provenant du site 3 (Louiseville) et 1a souche S.11 du site 6 (Commune de Baie-du-
Féebyre) (Tableau XVI11).

L'évaluation du degre de toxicité était fonction des paremetres suivants:
-T'etat général de la grenouille /& alerte, lethargique ou affaissée.
-présence de rougeurs au niveau des cuisses ou du bas ventre,
-ecoulement de sang par 1a bouche (hémoptysie) ou par les extrémités,
-temps ad-mortem

Afin de cermer la souche la plus toxique 1ssue de l'unigue specimen atteint verl-
tablement de la maladie des pattes rouges, un total de 18 animaux ont été injectés, soit 2
animaux par souches. De méme 4 animaux ont &té utilisés pour Tinjection des deux souches
dorigine aquatique.

Plus le temps entre T'injection et 1a mart de 'smimal était court plus la souche était
considérée comme virulente La souche S5 s'est averée la plus virulente provoguant chez
les grenouilles T'apparition rapide des rougeurs au niveau des cuisses et des extrémités

des membres et des écoulements sanguins . Onze heures apres Tinjection, un des animaux
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était déja mort. Cette souche provenait du sang prélevé dens le coeur de 1a grenouille (Site
6) atteinte de 1a maledie des pattes rouges (Tebleau XVI11).

6.32. Comparaison de souches ichtyenne et amphibienne

La souche ichtyenne LL | ( isolée de truite arc-en-ciel et fournie gracieusement par
IEcole de Médecine Vétérinaire de Saint-Hyacinthe) est plus virulente que la souche
amphibienne envers les grenouilles et ce, tant chez les adultes que chez les juvéniles
(Tableau XIX). Pour les adultes, 1a différence est au moins de l'ordre de 103 bactéries/ml,

De plus, erwers chacune des deux souches d' A /na/s , 1l existe sans contre-
dit une différence de résistance entre les grenouilies adultes et les juvéniles. Ces demiers
affichent une plus grande résistance tant & 1a souche amphibienne qu's 1a souche ichtyenne
(Tablesu XIX).

Une différence a aussi eté notée a 'intérieur méme des juvéniles. Effectivement, les
juvéniles captures au mois de juillet, donc & peine sortic de la métamorphose, n'ont
démontré sucune mortalité ni aucun signe clinique de 1a maladie suite @ injection dune
concentration de 107 bactéries/ml de 1a souche S5, alors que les juvéniles capturés en
octobre, bien que n'ayant montré eucune mortalité, présentaient des signes cliniques évi-
dents de la maladie, soit un état de Iéthargie et daffaissement et des rougeurs sux pattes

grmiére et ce, pour une méme concentration de cette souche.
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Tableau XVII. Fréquence printaniére de 1a maladie des pattes rouges pour I'ensemble des
sites situés autour du lac Saint-Pierre.

sites Abondance des grenouilles Nombre de grenouilles
dans le milieu! atteintes
! + -
2 + 1
3 ++ 6
4 + -
5 + -
6 + 1
7 + -

'Légende: + :moins de 10 grenouilles sur le site.
++ entre 10 et 20 grenouilles sur le site.
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Tableau XVI11. Symptdmes engendres chez fams aians par I'njection de différentes
souches d armmmss Ayartils (dose injectée: 107 bactéries/m ).

identification origine de 1a souche® Symptimes  Stade
de a souche
5.1 peau de la cuisse | adultes
52 peai de la cuisse 3 adultes
S3 muscle de 1a cuisse 1 adultes
54 muscle de 1a cuissel 4 adultes
SS sang de la région 4 adultes
cardiaque 2 juveniles
S6 peay de 1a cuisse 4 adultes
S7 muscle de la cuisse 3 adultes
58 muscle de la cuisseP 3 adultes
59 eau ol baignait 3 adultes
I'animal malade
S.10 milieu aquatique 3 adultes
(site 3)
S milieu aquatigue 3 adultes
(site 7)

& échentillons de peau, de muscle et de sang provenant dun seul animal malade
b: échantillons prélevés a partir dune région ulcérée
C: catégories de symptomes
I: aucune mortalité; sucun symptdme: I'snimal demeure alerte.
2: sucune mortalite; affaissement et 1éthargie de I'animal.
3. mortalité en plus de 24 hres; rougeurs aux pattes armere et aux cuisses.
4 mortalité en moins de 24 hres; rougeurs aux pattes amiere et aux cuisses,
perte de sang aux extremites.
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Tableau XIX. Comparaison de 1a DL.50 de 1a souche ichtyenne (LL.1) et de la souche
amphibienne (S.5) &' demmaas yadnhi/e chez la grenouille 1éopard

( Kane pprans ).
Souche Grenouille DLSO
{ bactéries/mi)
LL 1 -adultes 10447
-juvéniles 10629
S5 ~adultes >107
-juvéniles ' >107

& provoque 25% de martalité (DL25: 107)
b: provoque 0% de mortalité

* | a méthode de calcul des doses 1éthales est foumie & 1'annexe. 1.
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7. Discussion
7.1.Etat de la qualité de I'eau au lac Saint-Pierre
7.1.1. Physico-chimie et matiéres en suspension

Dans T'ensemble, les relevés physico-chimiques et les matiéres en suspension sont
representatifs des régions temperées et en accord avec les études anterieures et actuel-
les ( SPEQ, 1974 ; Desilets et Langlois, 1989).

Les relevés des parametres physico-chimiques et des matieres en suspension ont
permis de donner une indication concermant la gqualité de 'eeu au moment de 1'échan-
tillonnage biologique, qualite qui constitue un element important pour la croisssance

bactérienne.

Presque tous les parametres montrent une différence intersite pour chacune des
saisons. Les veriations saisonniéres (moyenne genérale de l'ensemble des sites) de la
valeur dun parametre peuvent influencer la concentration d Aeramss Aydoati/s | La
température et les matiéres en suspension par exemple, ont montré des veriations
saisonnieres significatives. Le pH et 1a salinité sont deux facteurs qui ne montrent aucun
patron particulier en raison de leur trés faible variabilité au cours des saisons. Les autres

parametres quoique variebles n'affichent pas de seisonnalité particulieére.

Cependant les perametres physico-chimiques et les matiéres en suspension nont
montré aucune correlation entre eux tel que vérifié par le coéfficient de corrélation de
Spearman, ce qui concorde avec les résultats obtenus par Désilets et Langlois (1989) lors
dune etude effectuée au lac Saint-Pierre.
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Le ralentissement des courants dans le lac Saint-Pierre favorise grandement 1a
sédimentation des matiéres en suspension et des toxiques (Mondoux, 1989). Le site 6
{Commune de Baie-du-Fébvre) constitue une zone préférentielle de sédimentation en
raison de la diminution de la vitesse du courant a cet endroit. Cependant, & 1'automne les
concentrations de matieres en suspension sont importantes. Elles se retrouvent particu-
liérement & 1a couche supérieure des eaux a cause du brassage automnal (Comba et Kaiser,
1989), car les eaux sont plus denses & cette périede en raison du refroidissement et ainsi
freinent la sédimentation de ces matiéres en suspension {wetzel, 1983). Cest pourquoi les
concentrations de matieres en suspension sont plus élevées & 'automne qu a 1'été. Ceci est
dil a une diminution de 1a densité des eaux durant la période estivale issue dun réchauf-

fement du milieu.

Ces matieres en suspension doivent étre prises en considération en regard de leur
capacité dagglomérer les toxiques comme le mercure, les composes organochiorgs, les
hydrocarbures aromatiques polycycliques (Nadeau et Desjardins, 1989), le G-chlordane
{pesticide utilisé pour 1&limination des termites et insectes du sol ) (Metcalfe et Charlton,
1989 ) et les mitaux lourds (Galvez et Yong, 1989) présents dans T'eau et de les entrainer
au fond lorsgue e courant diminue. De plus, en trop grande quantitg, elles nuisent princi-
palernent & 1a qualité de T'eau pour les communautés biologiques. Ces matieres en suspen-
sion proviennent principalement de 1'érosion des terres agricoles, des rejets industriels et
municipaux et des activités de dragage. Les sites 1 {Pointe-du-lac) et 2 {Yamachi-
che) présentent des concentrations élevées de ratigres en suspension et correspondent &

des zones ol 'eaul est considérée comme étant moyennement mauvaise { Mondoux, 1989 ).
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Ce type de pollution ne peut donc pas étre ignoré sachant quil pourrait entrainer des
chengements significatifs des concentrations d darnmmss yarawis . Effectivement,
des études antérieures ont démontré quun milieu poliué peut provoquer une augmentation
e 18 prolifération bactérienne et de la résistance aux antiblotigues (Seidler &f &7, 1980;
Shotts, 1964).

7.2 Relation entre dararavies Aydtyvi/s et les parametres du milleu aquatigue

Tres peu de correlations ont eté détectées entre les concentrations d A Auag/-
/& et les parametres mesures que ce soit dans les comparaisons intersites ou les com-
paraisons intersaisons, ce qui vient corroborer les resultats deutres suteurs (Hazen &7 &/,
1978, Hazen, 1979),

Bien que statistiquement les densites d A /ua/e ne solent pas différentes dune
salson & l'autre, 1a distribution saisonniére de la bactérie tel que mise en evidence par
Hazen (1979) ,7& une concentration plus élevee au printemps et une baisse & 'été suivie
dune légere hausse 8 1'automne, se retrouve dans nos valeurs moyennes, particulierement
pour les sites 1, 2 et 4 Ces variations peuvent étre expliquées par quatre facteurs prepon-
derants qui agissent sur la croissance de ces bactéries, soient les éléments nutritifs, 1a
température, le pH et 1'oxygéne dissous (Pelczar et Chan, 1982). Lorsque ces conditions
physiques et les elements nutritifs interagissent de facon favorable, la croissance de la

bacterie est optimale.

La concentration 1a plus elevée d A gaaw/s soit de 273(+40) UFC/mI (site 2) a
gté détectée au printernps. Lors de la fonte des neiges et du brassage des esux, les
sediments auxquels sont liés des élements nutritifs et des metaux deviennent disponibles
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pour la population bactérienne, suite 8 leur lessivage des sols (Désilets et Langlois, 1989),
Jumelés & un réchauffement des eeux de surfece, ces deux fecteurs contribuent grande-
ment @ favoriser la croissance d A Audgnti/s. Lors de 1'échentillonnege printanier, les
températures variaient entre 16.0° et 20.7° ce qui était trés favorable au développement
de ces bactéries puisque la croissance optimale se situe entre 15° et 20°C (Rouf et Rigney,
1971).

A cette période, les sites 1, 2 et 6 montraient des densités de 1a bactérie plus éle-
vées que celles des autres sites. Les masses d'esu situées pres des sites | (Pointe-du-lac)
et 2 {Louiseville) sont caracterisees par leur coloration brune donc riches en matiéres en
suspension. Ces dernieres contiennent entre 10 et 15% de matieres orgenigues, ce qui
constituent un apport suppiementaire déléements nutritifs nécessaire 8 la prolifération de

ces bactéries.

Cette relation entre les matieres en suspension et les densités d A sargai/s est de
plus appuyee dun point de vue statistique pour la période du printemps. 11 existe
probablement un lien entre la croissance bactéerienne et les matieres en suspension, puis-

que ces dermieres constituent un apport nutritif fevorisant cette croissance.

L'étude de Hazen (1970) montre qu danmanes Audrandi/e ne semble pas se confor-
mer au patron généralement observe des bactéries dans les sédiments. Habituellement, les
bactéries hétérotrophes augmentent au niveau de l'interfece sediments—eau. Contraire-
ment & cele, A Awdpen/e présente des densites bacteriennes tres faibles de Vordre de
moins del UFC/mI, et ce & 1 cm et plus de la surface des sediments. Cette etude permet
donc dexclure que 1a corrélation retrouvée au printemps ne soil due qua une remise en
circulation des particules sédimentables lors du brassage des eaux & cette période.
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Par contre, Hazen (1979) a trouvé une association entre A Za@rgwiis et des plan-
tes aquatiques en decomposition (A4r7geyium suicstuns ) ce qui semble suggerer plutdt
un rile important dans les processus de dégradation

Les eaux vertes du site 6 (Commune de Baie-du-Fébvre) étant psuvres en éléments
nutritifs (Mondoux, 1969), un autre facteur vient donc répondre & ce besoin en matiéres
nutritives. Effectivement, ces eaux recolvent des matiéres organiques dorigine piscicole
en raison de la presence de filets de péche commercisux & proximité provoguant la
lacération des poissons, qui se retrouvent ensuite prés des rives. Cette matiére orgenique
dorigine piscicole parait donc constituer un attrait Dﬁ’l‘.iﬁ.ﬂ’lﬂ" pour ces bacteries.

Pour 1a période de 1'été, une baisse considerable des densiles d Aanmaias Aan-
/e est noté pour les sites 1, 2 et 6. Ceci s'expliquerait par la stratification estivale de
T'esu; a cette periode les eaux de surface deviennent moins denses en raison de la hausse
de termpérature, ce qui améne une diminution de la viscosité de l'esu et conséquemment
une augmentation de 1a vitesse de sedimentation. Les élements nutritifs deviennent moins
disponibles dans les eaux peu profondes etant donné leur tendance a migrer vers les
sédiments, cest pourquoi une baisse de matieres en suspension est notee. De plus, ces
éléments étant tres recherches par les plantes aquatiques, les concentrations & 1ete y
sont donc plus basses; il en est de méme pour les matiéres en suspension {Désilets et
Langiots, 1989). La température de 1'eau pour cette période atteint 21.5 & 244°C, ce qui est
legarement au-dessus de la ternperature optimale de croissance de cette bactérie (Rouf et
Rigney, 1971).
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Les densités d .4 /s pour les sites 1, 2 et 6, respectivement 111(+16), 273
(+40) et 126(+10) UFC /ml lors de T'échentillonnage printanier, subiront une baisse évi-
dente 8 1'616, 7(+2), 40(+3) et 76(+11) UFC/mI, en raison de la tempéreture trop élevée et
de 1a diminution de 'apport en eléments nutritifs.

A T'sutomne, une 1égére hausse de la densité bactérienne est notée pour certains sites
(sites 1 et 4). Le brassage et les pluies remettent en circulation les éléments nutritifs; le
refroidissement des eaux Oe surface fail en sorte que ces elements redeviennent

disponibles & cause de 'augrmentation du lessivage & 1a couche supérieure des esux (Com-

ba et Kaiser, 1989 ; Désilets et Langlois, 1989).

Malgre que les nutriments soient disponibles durent 18 péricde sutormnale, la tempé-
rature, variant de 6.6 & 10.9°C, étant défavorable & la croissance de la bactérie (Rouf et
Rigney, 1971) explique cette relation negative d datmwss yanii/s avec les matieres
en suspension. Méme i ces deriéres augmentent, les bacteries ne pourront les utiliser en
raison de la limitation de croissance que leur impose la température.

En général le 1ac Saint-Pierre présente, et ce pour toute les saisons, des concentra-
tions trés elevees en nutriments et en métaux qui découlersient dun effet de rive selon
I'étude de Désilets et Langlois (1989), di au fait que ces sites correspondent & des zones
dherbier peu profondes. A cause de cela, les eaux du 1ac présentent un milieu extrémement
favorable & 18 prolifération d Sanrmanes fAyadai/s en présence de conditions préféren-
tielles. Les sites étudiés étant représentatifs des milieux fréquentés par 1a faune amphi-
bienne /& des zones dherbier peu profondes, presentent des concentrations en matieres
en suspension elevees puisque ces dernieres peuvent sy deposer avec facilite. Donc les

eaux ol baignent les grencuilles constituent un milieu idésl pour la croissance de la
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bactérie et représentent donc un danger potentiel pour ce type de feune. Le rile des
polluants comme les pesticides et les metaux ne doit pas etre negligé, car ces demiers
peuvent intoxiquer partiellement les animeux et les rendre plus sensibles aux infections
bactéeriennes. Une etude demontre ce méme phénoméne init1é par les pesticides chez les
souris (Jolicoeur et &/, 1988).

La temperature montre une relation positive avec la densité bactérienne pour le
printemps et Tautormne, et négative pour 1'eté. Cette cormélation negative decoule du fait
qu'é une certaine temperature 1a croissance de la bactérie diminue. Cest & 1a période es-
tivele que se retrouve ces tempérstures élevées qui sont moins favorables au dévelop-
pement des Aarmangs psychrophiles responsables du declenchement de 1a maladie des
pattes rouges (Rouf et Rigney, 1971; Carr &7 &/ 1976). Le déclin des densités d 4am-
ARes fpdni/s en partie dd @ l'augmentation de température provient du fait que T'on
dépasse la température optimale de la croissance bactérienne.

Ls prédation par 1e zooplancton et 1a compétition avec les algues el dautres bacte-
ries pour 1es eléments nutritifs disponibles sont aussi deux factews importants qui ne
sont pes & exclure quant & 1a regulstion de la densite d denmass /gananls (Hazen,
1979

Les matieres en suspension representent le seul parametre 8 avoir montre une rela-
tion positive significative pour e période du printemps. Tel que mentionné precédernment
en ralson du brassage printanier, & 1a fonte des neiges et & Teffet de rive de la période
printaniére, les matiéres en suspension deviennent plus disponibles a cette période.
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Jusqua maintenant la litterature, de meéme que notre etude n'a pas revéle de lien
significatif entre l'oxygene dissous et la densite d A Aygoy/s au lac Saint-Pierre. Cette
bactérie étant enaérobie facultative peut donc croitre en absence doxygéne tel que 1'a
démontre I'étude de Hazen (1979), c'est pourquoi sucune relation n'a été trouvee en-
tre 1'oxygene et la densité d A syagnti/s (Pelczer et Chon, 1982). Melgré tout, notre
etude montre une rejation négative tout au long des saisons comme dans les travaux de
Seidler et coll. {1980).

En raison de la tolérance de la bactérie envers des pH variant de 48 9, le pH n'a pu
élre considéré comme un facteur limitant pour la croissance d A Audgat/s . Lors de
I'etude, le pH est pratiquement neutre eu cours des trois saisons, donc une varisbilité
considéréee comme négligeable dans ce cas ci. De plus, la valeur de pH & laquelle la
croissance est optimale n'a pas encore été déterminée (Hazen, 1979). L'étude de Hazen
(1979) semble suggérer que la relation négative observee tout au long des saisons
s'expliquerait par le fait que l'sugmentation de le densité bactérienne pourrait étre
responsable de la diminution du pH et produire 1a relation négative observée (Hazen, 1979).
De plus, le pH ne semble pas jouer un role significatif sur 1a distribution bactérienne tel
que I'a démontre 1'etude de Hazen et coll. {1978).

Le potentiel redox maintient sussi une relation negative tout au long des saisons.
Cette relation sersit causee par la formation dagents ectifs de reduction par les bacteries
ce qui entrainerait une diminution du potentiel redox (Hazen, 1979). Les bacteries seraient
dans ce cas responsables de ls diminution du potentiel redox. Une diminution du pH et du
potentiel redox seraient donc engendrées par une augmentation de le concentration de la
densité d dammones fydmpy/e (Hazen, 1979). Les concentrations bacteriennes agi-
raient sur ces deux paremetres.

_BI.-



Quant & la conductivite, elle ne maintient aucune relation avec la densité bactérienne
contrairement & 1'etude de Hazen et coll. {1978). Par contre, Hazen (1979) lors dune autre
etude a aussl montre cette absence de corrélation

L'obtention dune cruissance optimale ne depend pas dun seul facteur mais dune in-
téraction avec un ensemble de paramétres presents. Les conditions environnementales du
milieu aquatique sont donc responsables du succés de 16 croissence optimale d A
fuargaeiie - La pollution est I'une de ces conditions rendant ces bacteries plus résistantes,
donc plus aptes a coloniser une plus grande varieté de conditions environnementales du
milieu aquatique (Seidler et &/, 1980).

Sulte aux résultats obtenus, et tel gue le mentionnent les etudes de Hazen et coll
(1978) et Hazen (1979), Aammones /ydgr/e ne maintient sucune relation temporelle
avec les parametres physico-chimigues de meme que les matieres en suspension L'etude
de Seidler et coll. (1980) vient appuyer cetle absence de corrélation entre les paramétres
et les densités bactériennes & travers le temps. Seules des correlations spatiales, 8 un
mament de 1a saison, avec les matiéres en suspension ont pu etre mise en evidence.

7.3. Epizootie de 1a maladie des patlles rouges

L'étude de Hird et coll. (1981) montre que Tisolement d A xgawi/s chez les gre-
nouilles et les tétards est trés fréquente pendant les mois printaniers et coincide avec les
densités bactériennes elevées 8 cette période dans le milieu aquatique. Effectivement, les
cas de maladie des pattes rouges lors de la présente etude ont &té relevés uniquement en
période printaniére, période ol les concentrations maximales d A Aarawi/se ont été

retrouvees.
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Hazen (1979) rapporte une relation entre 1'incidence de 1a maladie et 1a densité d 4
fyaraptnrle chez le poisson qui ne semble pas directe. La condition corporelle (ou facteur
K) serait un des fecteurs déterminants quant au développement possibie de 1a maladie des
pattes rouges. Au printemps, en plus de devoir salimenter afin de compenser la privation
encourtue & Ihibermation, les grenoullies volent leur énergie centralisée et utilisée pour la
reproduction Elles présentent alors un indice de condition plus faible qud 1'8té ol I'énergie
sera plutot utilisée pour la croissance corporelle de 1'animal. La croissance nécessite une
quantité dénergie toute aussi grande que celle exigée pour 1a reproduction, mais besucoup
plus étalée dans le temps (Bruneau, 1975, Leclalr et Castanet, 1987).

La combinaison dun indice de condition faible, dun systéme irmmunitaire affaibli su
sortir de Imibermation (Banas &/ &/, 1986) & une sugmentation de la densité dA
fuargatnle dans environnement aquatique et dune variation de la température observee
particulierement & la periode printaniére, vient eugmenter la prédisposition de la
grenoullle aux infections. Le declenchement de la maledie des pattes rouges chez les
grenouilles ceusée par le pathogene s'en trouve ainsi faclilité. La variation thermigue
engendre chez les animaux un stress, qui dune part induit un effaiblissement de la sante
et accroit les risques dinfections bactériennes (Cam et &/, 1976), et deutre part
provoque une prolifération d A Zuagw/e dans le milieu (Hazen, 1979). Les sites 2
(Yamachiche ), 3 (Louiseville) et 6 (Commune de Baie-du-Fébvre) ol les cas de maledie des
pattes rouges ont été le plus fréquemment répertoriés par rapport eux eutres sites,
suggerent une relation avec les densites d Sammrses /s, pour ce qui est des sites
2 et 6 particuliérement. L'absence de relation directe peut tenir & des différences inter-
populationnelles du degré daffaiblissement du systeme immunitaire.
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7.4 Différence de virulence entre les souches ichtyenne et amphibiennne
d Aervmanes RATIs
7.4.1. Différence entre les souches amphibiennes

Les souches d' 4 A/ issues du milieu aquatique ont démontré une différence
en terme de virulence par repport 8 certaines souches issues dun animal moribond. De
Figueiredo et Plumb (1977) ont noté que chez les poissons, les souches ichtyennes étaient
plus virulentes que celles retrouvees dans l'esu, bien quelles soient biochimiguement
sernblables (Hazen et &7, 1978). Par contre lors de notre étude, ces souches étaient

suffisamment virulentes pour provoguer 1a mortalitée chez les grenouilles.

La totalité des souches amphibiennes, isolées de la grenouille moribonde ou du milieu
aquatique, ont &té classifiees comme etant de faible virulence soit par Téveluation des
symptdmes (5.1 8 S.11 & l'exclusion de S.5), soit par détermination de 1a DLS0 (S5). Les
souches aquatiques ont été considérées comme moins virulentes par rapport aux souches
S4 S5 et S6 qui ont provoguées ure mort tres rapide des enimaux. |1 est possible
denvisager que la meledie des pattes rouges décelée chez nos spécimens soit provoquée
par une souche d'origine 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 emphibiennes sont surement plus adeptées @ la grenouille que les souches
ichtyenne, donc i1 est possible que I'animal soit plus apte 8 combattre T'infection ou que la
bactérie d'origine amphibienne s'est atténuée par mutation pouvant ainsi se maintenir dans
les amphibiens sans nécesssairement les tuer. Des souches plus virulentes pourraient

aussi étre extraites en dautres sites ou sutres temps.
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7.42 Polissons et grenoullles adultes

Selon les critéres de classification de Lalonde (1981), 1a souche amphiblenne (S.5) est
considérée comme non virulente comparativement a le souche LLy criginant de la truite
arc-en-clel (Saime gsirahe7) el classifibe comme souche dite “trés virulente™
Effectivement, 1a souche 5.3 exige une concentration beaucoup plus grande de bactéries
(DL.50: >107) pour induire chez les 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

doil donc de ce Tait étre considéree comme virulente.

Les DLSO de la souche LL, chez les truites arc-en-ciel (Lalonde, 1981) et les
grenouilles léopards adultes sont pratiquement identigues, ce qui suggére que les deux
groupes animeux possedent une susceptibilité similaire aux A fudnew/s. Ces deux
espaces presentent donc une meme sensibilité a linfection bactérienne, qui serail en
partie due 8 des similarités su nivesu du métabolisme physiologique et des structures
anatomiques eyant 1a possibilité dinfluencer la capacité infectieuse dun pathogeéne
(Pelczer et Chan, 1982).

Bien que 1es souches amphibiennes 1solees soient considérees comme de Taible viru-
lence , elles possédent la capacite de provoguer les signes cliniques de 1a maladies des
patles rouges, /#. rougeurs au niveau des cuisses el du bes ventre, saignements aux
extrémités et affalement de I'enimal. I semble par contre, que linfection ait eté amétée
permettant sinsi aux grenouilles de reprendre de la vigueur. Le degré de virulence de ces
souches etant plus faible, I'animal a pu contrer l'infection bactérienne en 48 heures.

Effectivement, I'étude de Lalonde démontre que 1a souche ichtyenne comparable, en regard
de 1a virulence {TF2), & 1a souche amphibienne S5, n'est plus réisolable aprés 48 heures,
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alors que 1a souche LL, augmente entre 24 et 43 heures.

Une gradation de virulence a T'intérieur méme du groupe de souches amphibiennes di-
tes de faible virulence a &té notée. Deux hupotheses sont suggérees afin de tenter
d'expliquer cette variation. Soit quune variation de virulence existerait chez les souches
issues dun méme animal, ce qui semble peu probable, mais une &tude sérotypique de ces
souches serait utile afin verifier ce point. Soit quil existe une variation de la réponse
immunitaire & I'intérieur du groupe danimaux due & des facteurs inconnus. Les mecanismes
de defense chez les grenouilles face 8 daamanss Audiiie &tant encore inconnus, des

etudes immunologiques s'avereraient necessaires afin délucider cette variation.

La souche S5 étant une souche de faible virulence éprouve certaines difficultés da-
daptation aux conditions internes de Thite et/ou une plus faible résistance & certains
mecanismes de defense, contrairerment & une souche virulente qui peut alors persister
dans 1'animal comme le rapporte Lalonde (1981) chez 1a truite. Si 1a grenouille nest pas
soumise & un stress physiologique, le systéme de défense nen est que plus fort et donc
plus apte a combattre l'infection bactérienne. De nombreuses grenouilles présentant les
signes classiques de la maladie des pattes rouges ont &te ramenés en laboratoire. Ces
animaux ont affiché un rétablissement complet apreés une période de 48 heures. Ce
retablissernent sersit peut-étre di & I'sbsence de stress physiologique et/ou encore &
Tutilisation dun agent bactericide puissant soit I'alcool 708 associe(s) 4 1a présence dune
souche de faible virulence.

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

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

Les mécanismes dadaptation d 4 sy@nwlie etant encore peu connus, il est difficile de
trouver le pourguoi de l'inadaptabilité de 1a bactérie & persister chez 1'animal.

7.43. Grenouilles adultes et grenouilles juveniles

Les resultats des DL.SO ont montré que la résistance des grenouilles adultes envers
les Adammiss Agnir/e , tant de souche ichtyennne que de souche amphiblenne, est
beaucoup plus faible que celle des juveniles nayant pas traversé leur premier hiver.
Lhibermation est actuellement la réponse la plus plausible qui permet dexpliquer ce
phénornene. La flore intestinale des grenouilles hibermantes est significativement diffé-
rente de celle des grenouilles non hibermantes (Banas &7 &/, 19G68). Les basses tem-
peratures engendrent une diminution de la concentration d' d Awawdils dans Tenvi-
ronnement aguatique tout en exercant une pression sélective sur les populations bacte-
riennes en favorisant, chez les grenouilles hiberantes, 1a croissance des bactéeries psy-
chrophiles tel . Awdnrve/s (Banas &7 57, 1988). La nutrition de ces bactéries dépendrait
des mucines presentes dans 1a region intestinale. Ces mucines sont des gels complexes
hydretés composés de groupes variables de glycoprotéines hydrophiles formant un film
confluent dans le tube intestinal (Mcnebb et Tomasi, 1981). Les mucines associees aux
débris composés de cellules bactériennes mortes et de cellules de 18 mue constituent une
source de nutriments pour les bactéries intestinales durant Thibermation Les bactéries
intestinales possedent aussi la capacité de metaboliser 1a mucine méme & 4°C, ce qui
indique gue 1a flore des hibermants possedent 1a capacité de croitre meme sous cette

condition
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Banes et coll. (1988) repportent que des études ont prouvé que des bactéries
ruminales, cécales et coloniques (chez les mammiféres et les oisesux) pouvaient utiliser
les mucines per leur cepacité & degrader des complexes polysaccharides retrouves chez
les végétaux et des polysacchandes de mucines. Le méme patron pourrait exister chez les
grenouilles tel que le laisse présager les etudes in vitro effectuées en leboratoire (Banes
et 8/ ,1968)

Banes et coll. (1968) suggérent V'existence dun hypofonctionnement du systéme
immunitaire chez les grenouilles hibermantes, resultant soit du phénomene dhibemation
lui-méme soit de la basse température. Cet hypofonctionnement a pour conséguence
d'exposer les animaux eux infections bactériennes sans quiils ne possedent les moyens de
défense adequats.

Jusqu'é meintenant, sucune production danticorps n'a pu étre décelée chez la gre-
nouille suite & 'introduction dun puissant immunogene, le BSA ( bovine serum albumine )
méme par 1a technique d' ELISA ( enzyme-linked immuno-absorbent ) un test qui pourtant,
est dune tres grande sensibilité de déetection des enticorps. Par contre sucune etude n'a
encore éte effectuée chez les amphibiens, dans le contexte ol 'sntigéne serait représenté
par une suspension bactenennne tel daramanes Ayamtiia

Robichaud (1983) repporte que chez les téleosteens, une réponse immunitaire est
bien développée que ce soit su niveau dune reponse nom-specifique (phagocytose) que
spécifigue (immunité humorale et celluleire). Des etudes ont démontrees quune sugmen-
tation de la synthése des anticorps est observee suite a I'njection d Aeomanes /ydo-
Ahije inactive. La méme réponse pourrait étre envisagée chez la grenouille car, comme le
poisson, c'est un enimal & sang froid et elle montre de plus le méme degre de resistance @
la bacterie que la truite Le fait que le BSA n'ait engendré aucune reponse chez la grenouille
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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 & I'hibermation sont les deux principales responseables de
la différence observée entre les juvéniles et les adultes. La métamorphose semble foumir
tous les elements nécessaires & T'obtention dune bonne immunité alors que Ihibernation
vient affaiblir le systéme immunitaire.

I existe tout de méme un systéme de protection chez les grenouilles adultes contre
les invasions bactériennes. Cette protection serait assuree dune part par l'existence
d'anticorps préformés chez la grenouille avent T'entrée en hibermation et ayant 1a capacité
dopsoniser (processus favorisant la phagocytose) et dsutre part par le complément
responsable de 1a lyse de I'antigéne. De plus, i1 semble que les macrophages de 1a grenouille
hibernante conservent une certaine capacité de phagocutose. Ces trois elements conférent
donc 8 1a grenouille hibermante une certaine protection contre les infections systémiques
(Banas &t &/, 1968).
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7. Conclusion

La présente étude a montré que 1a concentration maximale d Sermmanes yaroprle
se retrouve au printemps ce qui vient corroborer les resultats de plusieurs auteurs. Tous
les cas de meladie des pettes rouges eu lec Seint-Pierme eyent été répertories eu
printemps, I'hypothése dune relation entre la concentration bactérienne et la maladie sen

trouve renforcee.

Concernant les relations entre les paramétres physico-chimiques et 4 e,
seule la matiere en suspension o 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 deléments nutritifs pour leur
croissance puisquelles se retrouvent & cette période en présence de températures
favorables & leur croissance optimale.

En regard & leur aptitude & coloniser & l'intérieur dune grende variété de conditions
environnementales, 11 est normal de retrouver peu de relation entre Jdernmanes /-
ale et les parametres physico-chimiques.

La pollution organique presente au lac Saint-Pierre pourrait éventuellement jouer un
role dens l'asugmentation de la densite d dammanas amir/s et devra donc faire 'objet
d'études plus approfondies en raison de leur influence sur la prolifération et 1a résistance
des souches bacteriennes.

Des études évenluelles de sérotypie de la bactérie de la grenouille léopard et du
milieu aquatique du lec Saeint-Pierre pourront étre envisegées afin de déterminer avec
exactitude dune part, si les souches amphibiennes sont reellement 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
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Calcul de Ta D150 pour 1a souche ichtyenne LL chez Tes grenouilles juvéniles

A maximum 7000 {107)
B minimum : 0.00 (106)
M 5000

AMM = ABE

Dilution Morts Survies Cumulatif € de Mortalite
morts survies
107 7 3 7 3 70.00
106 0 10 0 13 0.00
109 0 10 0 23 0.00
104 0 10 0 33 0.00
103 0 10 0 43 0.00
Calcul détaillé:

1° BY = AM = 7000-5000 = 2000/7000 = 029

B6 AB 7000- 000
2 600+029=629

3 10629 Dpactéries/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?.
Evaluation des densités bactériennes

Valeurs en UFC/mi (+: ecart-type) qui ont servi & 1'&valuation des densités bactériennes

par site et par saison.
Périodes  Sites Triplicats moyenne
1 2 3
printemps
I 98 (14)8 101 (29) 134(32) 111{16)
2 280(55) 318(49) 221140 273 (40)
3 34{11) 36(19) 21(9) 3 (7
4 33(20) 25{12) 26013) 28(4)
) 36(31) 25(12) 321(8) 31(5)
6 122 (44) 116(19) 140 (36) 126{10)
7 7{7) 3id) 2{3) 4 (2)
ete
1 10(8) ) 54 7(2)
2 37 (9) 44(18) 39(7) 40 (3)
3 2818) 19{9) 25(4) 24(4)
4 16(3) 13012) 25(10) 1ais
5 42 (9) 44(17) sz2{1n) 46(4)
B 62 (23) 77(3) 89 (28) 76011

& chacune de ses valeurs est issue de 1a moyenne de trois dilutions (1:10, 1: S0 et 1: 100)
de I'echantillon 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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