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Résumé

Le granulovirus de Choristoneura fumiferana (ChfuGV) est un entomopathogéne
dont I'utilisation est envisagée comme bio-insecticide dans la lutte contre les populations
de cet insecte, mieux connu sous le nom de tordeuse des bourgeons de I’épinette.
Cependant, il n’existe aucune lignée cellulaire permettant sa réplication. En conséquence,
la production virale doit se faire in vivo, c’est-a-dire en infectant des larves, ce qui
entraine une possibilité de contamination par des micro-organismes opportunistes. Avant
I'homologation de ce bio-insecticide, les contaminants microbiens présents dans le produit
doivent étre connus afin d'évaluer le risque de l'utilisation de ce produit sur la santé

humaine.

Le but du projet était de dénombrer et d’identifier les contaminants présents dans
différents lots de virus produits en présence ou en absence d'auréomycine, un antibiotique
communément utilis¢ dans I'élevage d’insectes. Le décompte des micro-organismes
viables a été effectué sur différents milieux de culture. Un décompte viral en microscopie
électronique a également été effectué afin de vérifier 1'impact de 'antibiotique utilisé sur
la production virale. Les bactéries aérobies retrouvées dans ces différents lots ont été
isolées et identifiées & 1’aide de techniques de microbiologie traditionnelle et par
comparaison de la séquence du géne de I’ARNr 16S avec les séquences disponibles dans
la littérature. Les principaux mycétes ont également été identifiés par des techniques de

microbiologie traditionnelle.

Les deux micro-organismes les plus fréquemment isolés sont Bacillus cereus et
Pseudomonas aeruginosa, deux bactéries du groupe de risque numéro deux de Santé
Canada. Une diminution de la quantité et de la diversité des micro-organismes a été
observée lorsque I'antibiotique est ajouté a la nourriture artificielle sans toutefois affecter
significativement la production virale. L’auréomycine méne a une diminution de P.
aeruginosa mais n’a aucun effet sur B. cereus. Ces résultats jettent les premiéres bases a

la connaissance de la flore microbienne associée a la production virale in vivo chez C.

ii



Jfumiferana et contribueront a la mise en place de procédures de production permettant de

réduire la présence de micro-organismes a un niveau acceptable et d'éliminer ceux ayant

une incidence sur la santé humaine.
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Introduction

La tordeuse des bourgeons de 1’épinette, Choristoneura fumiferana (Clem.), est
I’insecte ravageur le plus important des foréts de coniféres d’Amérique du Nord. Chaque
année, cet insecte cause des pertes de plusieurs milliers de dollars a I’industrie forestiére
canadienne (Service canadien des foréts, 2000). Traditionnellement, les insecticides
chimiques ont été beaucoup utilisés pour contrdler les populations de la tordeuse. Etant
donné les dommages causés a ’environnement par de tels produits (Ecobichon, 1990), de
nouvelles alternatives sont nécessaires afin d’obtenir un contréle des populations tout en

respectant |’environnement.

De plus en plus, les entomopathogénes (bactéries, virus, etc.) sont considérés
comme des alternatives intéressantes pour remplacer les insecticides chimiques. Le
granulovirus de Choristoneura fumiferana (ChfuGV) infecte spécifiquement la tordeuse
des bourgeons de I’épinette et son potentiel insecticide contre celle-ci a été démontré
antérieurement (Forté ef al., 1999; Guertin, 1995 ). Cependant, ce virus doit étre produit
in vivo puisque aucune lignée cellulaire permettant sa croissance n’est disponible. La
production de virus dans les insectes méne inévitablement 4 un certain niveau de
contamination microbien du produit final (Belkosky, 1994 ; Grzywacz et al., 1997 ;
Murhammer, 1996 ; Podgwaite, Bruen et Shapiro, 1983). Certains micro-organismes
présents dans ce produit peuvent représenter un risque pour la santé humaine, animale et
environnementale (Belkosky, 1994 ; Grzywacz et al., 1997 ; Podgwaite, Bruen et
Shapiro, 1983). C’est pourquoi, avant I’utilisation dans I’environnement du ChfuGV, des
connaissances doivent étre acquises sur la nature des contaminants éventuellement
présents dans le produit afin qu’aucun micro-organisme représentant un risque pour la

santé humaine et animale ne soit répandu.

Ce projet de recherche porte sur le décompte et P’identification des micro-
organismes dominants présents dans différentes préparations de ChfuGV produites in
vivo. L’accent est mis sur I’isolement de bactéries pouvant représenter un risque pour la

sant¢é humaine. Deux approches sont utilisées pour 1’identification. Il s’agit d’une



approche biochimique basée sur le systtme API de BioMérieux et d’une approche
moléculaire basée sur I'amplification et le séquengage du géne de I'ARNr 16S des micro-
organismes isolés. Une identification des mycétes dominants présents dans nos lots de
production est également effectuée par observation microscopique des structures de

reproduction.

Cette étude permet d’apporter des connaissances sur les micro-organismes
présents dans une suspension virale produite in vivo chez la tordeuse des bourgeons de
I’épinette, la littérature sur le sujet étant inexistante. Les résultats obtenus sont la prémisse
a I’élaboration de nouvelles méthodes de production menant a 1’élimination des
contaminants bactériens pouvant nuire a la santé humaine, animale et environnementale,
élément essentiel au processus d’homologation d’une formulation insecticide & base du
ChfuGV. Finalement, cette étude fait une comparaison entre deux techniques utilisées

pour l'identification de micro-organismes provenant d'échantillons d’insectes infectés.



Chapitre 1
Revue bibliographique

1.1 Tordeuse des bourgeons de I’épinette (Choristoneura fumiferana (Clem.))

La tordeuse des bourgeons de |’épinette, Choristoneura fumiferana (Clem.)
(Lepidoptera: Tortricidae), est le plus important défoliateur des peuplements de coniféres
de I’Amérique du Nord (Royama, 1984). Cet insecte infeste périodiquement de vastes
superficies forestiéres ou il provoque des dommages importants pouvant conduire a la

mort des arbres.

La distribution géographique de la tordeuse des bourgeons de 1’épinette est
étroitement liée a celle de ses hdtes préférés, le sapin baumier (4bies balsamea (L.)
Mill.), Iépinette blanche (Picea glauca (Moench) Voss) et I’épinette rouge (Picea rubens
Sarg.) (Rose et Lindquist, 1994 ; Talerico, 1984). On la retrouve dans toutes les provinces
canadiennes et dans certains états américains (Bonneau et al., 1999). Au Canada, les
provinces les plus touchées par les épidémies de tordeuses sont les provinces maritimes,

le Québec et I’Ontario (Mattson, Simmons et Witter, 1988).

Quatre épidémies de tordeuses ont marqué le 20° siécle soit celles débutant en
1909, 1938, 1967 et en 1992 (Bérard et Coté, 1996; Bonneau et al., 1999). Lors de
I’épidémie de 1967 4 1992, les pertes en matiére ligneuse attribuables a la défoliation par
la tordeuse ont été estimées a 14 milliards de dollars ou 1’équivalent de 10 années
d’exploitation (Service canadien des foréts, 2000). Il est maintenant connu que les
populations de tordeuses augmentent graduellement pour atteindre un niveau épidémique
environ tous les 30 ans. Les épidémies ne sont pas déclenchées par un phénoméne unique
mais résultent de changements cycliques normaux causés par un ensemble de facteurs

(Bonneau et al., 1999).



1.1.1 Lutte directe pour contrdler les épidémies de C. fumiferana

Le premier programme de pulvérisation contre la tordeuse des bourgeons de
I'épinette a été effectué en 1949. A cette époque, cest le DDT
(dichlorodiphényltrichloréthane) qui était utilisé comme insecticide (Armstrong, 1985).
Les craintes concernant les effets du DDT sur I'environnement et le désir d'obtenir des
insecticides plus spécifiques contre l'insecte ont stimulé les recherches sur des produits
alternatifs. C'est ainsi que plusieurs produits ont été testés au Canada contre la tordeuse
des bourgeons de I'épinette. Deux insecticides chimiques ont été développés et largement
utilisés soient le fenitrothion (Sumithion, Accothion, Novathion, Folithion) dés 1969 et
'aminocarbe (Matacil) dés 1975 (Armstong, 1985; Ecobichon 1990). Depuis, suite a une
controverse sur I’innocuité de ces produits, les études supportant I’homologation de ces
deux pesticides ont été déclarées non valides tant aux Etats-Unis qu’au Canada
(Ecobichon, 1990). Cependant, les deux produits ont été utilisés dans les foréts du

Nouveau Brunswick jusqu’a la fin des années 80.

Actuellement seuls les insecticides a base de Bacillus thuringiensis (Bt) sont
utilisés dans la lutte contre les populations de tordeuses des bourgeons de 1'épinette.
Bacillus thuringiensis est une bactérie aérobie habitant le sol, Gram positive et
productrice de spores. Lors de la sporulation chez B. thuringiensis, il y a formation d'un
corps parasporal appelé 3-endotoxine qui cause la destruction des cellules épithéliales de
Pintestin lorsque ingéré par I’insecte menant 4 une cessation de 1’alimentation et
éventuellement & la mort de l'insecte (Cunningham, 1985). L’utilisation d’un tel
insecticide représente cependant deux risques : i) cette bactérie est toxique non seulement
pour la tordeuse des bourgeons de I’épinette mais également pour certains autres
lépidoptéres (Johnson et al., 1995) et ii) il est possible que I’utilisation d’un seul
insecticide méne a I’émergence d’insectes résistants comme c’est le cas chez la teigne des
cruciferes (Plutella xylostella) (Shelton et al., 1993). C’est pourquoi une diversification
des moyens de lutte biologique est souhaitable.



1.1.2 Cycle de vie de C. fumiferana

La tordeuse des bourgeons de I’épinette est un insecte univoltine puisqu'il ne se
reproduit qu'une seule fois par année (Royama, 1984). Les femelles adultes déposent leurs
ceufs sur la surface inférieure des aiguilles de leurs hétes vers la fin juillet ou le début
aoiit. Aprés une période de 10 a 14 jours, les larves du premier stade émergent et se
tissent un abri, appelé hibernaculum, a I’intérieur duquel elle passeront l'hiver sous la
forme de deuxiéme stade. Vers la fin avril ou le début mai, les larves sortent de leur
hibernation et s'alimentent en minant les aiguilles des années précédentes. Aussitot les
bourgeons ouverts, les larves se dirigent vers les jeunes aiguilles, s'y alimentent et
subissent plusieurs mues jusqu’a leur sixiéme et dernier stade, vers la fin juin. Les larves
de 5° et de 6° stades sont responsables de 85% de la défoliation. Au début juillet, les
larves se transforment en chrysalides et, aprés une période de 8 a 10 jours, les papillons
émergent. On retrouve des papillons de la mi-juin & la mi-aoiit et ceux-ci ne vivent en
moyenne que deux semaines, le temps de I’accouplement et de la ponte (Bonneau et al.,

1999 ; Mattson, Simmons et Witter, 1988 ; Royama, 1984; Talerico, 1984).

1.1.3 Facteurs affectant les populations de C. fumiferana

Certains facteurs peuvent influencer la dynamique des populations de la tordeuse
des bourgeons de 1'épinette. Par exemple, le climat, lorsqu'il est chaud et sec, favorise le
développement des larves. L’abondance et la qualité de la nourriture ont aussi une
influence sur la croissance des larves. Talerico (1984) et Blais (1985) ont montré que les
larves de C. fumiferana se développent mieux lorsque les peuplements sont matures et
lorsque la floraison est abondante. D'autres facteurs comme les parasites et les
entomopathogénes ou encore la prédation par les araignées et les oiseaux peuvent
contrdler, jusqu’a un certain niveau, les populations de tordeuses. Cependant, en période
épidémique, la capacité reproductive de 1’insecte est trop élevée et les facteurs biotiques
naturels n’arrivent plus & contrdler les populations (Mattson, Simmons et Witter, 1988 ;
Talerico, 1984).



1.1.4 Entomopathogeénes retrouvés chez C. fumiferana

Parmi les pathogénes de la tordeuse des bourgeons de I’épinette, on retrouve
certains myceétes Entomophtorales comme Conidiobolus, Erynia et Entomophaga qui
peuvent causer des épizooties. Les deux espéces les plus fréquemment rencontrées sont
Entomophaga aulicae et Erynia radicans (Cunningham, 1985). Les champignons
imparfaits tels que Beauveria, Hirsutella, Isaria, et Metarrhizium ont un rdle moins

important dans la dynamique des populations (Talerico, 1984).

Nosema fumiferana, une microsporidie, est le protozoaire retrouvé le plus
fréquerhment chez C. fumiferana. Ce protozoaire infecte la tordeuse des bourgeons de
I’épinette a tous les stades, réduisant la fécondité des insectes adultes et causant parfois la
mort des larves. Pleistophora schubergi et Thelohania spp. sont moins fréquemment

rencontrés (Talerico, 1984).

Plusieurs bactéries sont présentes dans les populations de tordeuses des bourgeons
de I’épinette. Parmi celles-ci, une espéce appartenant au genre Bacillus soit B.
thuringiensis cause une mortalité¢ dans les populations de C. fumiferana. Cette espéce
infecte naturellement les insectes & partir du deuxiéme stade larvaire jusqu’au stade de

chrysalide (Strongman et al., 1997).

Quatre virus ont été isolés dans les populations naturelles de C. fumiferana soient
un nucléopolyédrovirus (CfNPV), un entomopoxvirus (CfEPV), un cypovirus (CfCPV) et
un granulovirus (ChfuGV) (Cunningham, 1985).

Dans le but de développer un biocide alternatif et complémentaire au B.t., le
potentiel de certains pathogénes de C. fumiferana a été étudié. Entre autres, le ChfuGV
est un granulovirus dont le potentiel comme outil de lutte biologique contre la tordeuse
des bourgeons de I’épinette a déja été démontré (Forté et al., 1999; Guertin, 1995 ) et

dont I’utilisation comme moyen biologique pour contrdler les populations est envisagée.



1.2 ChfuGV : le granulovirus de C. fumiferana

Des études ont clairement démontré le potentiel insecticide du ChfuGV, qui se
compare avantageusement a Bacillus thuringiensis (Bt) (Forté et al., 1999; Guertin, 1995
). De plus, sa spécificité a I’hdte lui confére un avantage par rapport au Bt. Aucune étude
n’a été réalisée sur la résistance de la tordeuse au ChfuGV. Cependant, on peut supposer
que, puisque I’action du virus n’est pas due a une toxine comme dans le cas du Bt, les
risques de résistance sont moins élevés. Le ChfuGV est retrouvé naturellement dans les
populations de tordeuses (Bird, 1959), donc son utilisation en lutte biologique
n’entrainera pas I’ajout d’une nouvelle espéce dans 1’écosystéme. C’est ce qu’on appelle
I’approche augmentative, c’est-a-dire ’augmentation du nombre d’individus d’une espéce
déja présente dans le milieu. La présence du corps d’inclusion chez ChfuGV permet aux
particules virales de demeurer viables longtemps dans I’environnement (Rohrmann, 1992)

permettant ainsi la propagation de 1’infection.

1.2.1 Baculovirus

Le ChfuGV est membre de la famille des Baculoviridae, une famille de virus
pathogénes pour plus de 600 espéces d’arthropodes (Blissard et Rohrmann, 1990).
Chaque espéce de baculovirus n’infecte normalement qu’un ou quelques hétes
étroitement apparentés et est nommé selon le nom de son héte principal (Tanada et Hess,
1991). Certaines formulations & base de baculovirus sont homologuées comme
insecticides biologiques au Canada. C’est le cas, notamment du Lecontvirus contre le
diprion de Leconte (Neodiprion lecontei (Fitch.)), et du Dispara contre la spongieuse

(Lymantria dispar (L.)) (Service canadien des foréts, 2002).

Les Baculoviridae sont caractérisés par un large génome d’ADN double brin
circulaire et super enroulé compris 4 I'intérieur d’une nucléocapside enveloppée de
lipoprotéines. Les virions sont inclus dans une matrice de protéines cristallines, le corps
d’inclusion, qui entoure et protége I’ADN viral contre les conditions environnementales,

comme par exemple les rayons UV. La famille des Baculoviridae se divise en deux



genres, les nucléopolyédrovirus (NPV) et les granulovirus (GV), dont fait partie le
ChfuGV (Blissard, 1996).

1.2.2 Granulovirus

Chez les granulovirus, une seule nucléocapside est présente par corps d’inclusion
contrairement aux nucléopolyédrovirus ou on peut en retrouver jusqu’a 100 (Kelly,
1982). Les granulovirus inclus sont de forme ovocylindrique et ont une dimension de 300
a 500 nm de longueur par 120 a 350 nm de largeur. L’enveloppe est composée de trois
couches protéiques et la capside est formée de sous-unités protéiques assemblées en

anneaux imbriqués les uns sur les autres (figure 1).

1.2.3 Réplication des baculovirus

Le cycle infectieux du virus chez I’insecte est biphasique c’est-a-dire qu’il se
divise en deux parties (Consigli, Russel et Wilson, 1986). L’infection primaire est initiée
lorsque I’insecte ingére le virus compris dans un corps d’inclusion. Dans 1’environnement
alcalin de I’intestin moyen de I’insecte, le corps d’inclusion est dissout ce qui libére la
nucléocapside enveloppée. Suite & cette étape, 1’enveloppe virale fusionne avec la
membrane des cellules épithéliales de I’intestin moyen et la nucléocapside est reldchée
dans le cytoplasme. Grice & un mécanisme impliquant les microtubules, la nucléocapside
est dirigée vers le noyau et s’attache sur les pores nucléaires pour I’insertion de I’ADN
viral dans le noyau (Tanada et Hess, 1991). C’est a cet endroit qu’aura lieu la réplication
du virus. La phase précoce de la réplication est assurée par I’ARN polymérase II de la
cellule hote et méne a la formation des protéines nécessaires a I’initiation de la phase
tardive de la réplication. Lors de la phase tardive, les protéines structurales sont produites
et il y a assemblage des virions non inclus. Ces particules virales, vont sortir par
bourgeonnement du c6té basal des cellules épithéliales de I’intestin pour se diriger vers

I’hémolymphe de I’insecte.



Figure1:  Granulovirus de Choristoneura fumiferana

Photographie prise en microscopie électronique, du granulovirus de
Choristoneura fumiferana (agrandissement : 200 000 X)






Lors de I’infection secondaire, les particules virales vont se diriger vers d’autres
organes comme les corps gras, la trachée ou I’épiderme (Vincent, 2000). Cette fois,
’entrée des virions dans la cellule se fait par endocytose (Charlton et Volkman, 1993). La
fusion de I’enveloppe virale et de I’endosome permet I’entrée de la nucléocapside dans le
cytoplasme. Suite a cette étape, I’ADN viral sera injecté dans le noyau et la réplication
aura lieu. Au cours de ce processus, la granuline est produite en grande quantité et des
virus inclus sont formés. L’infection secondaire se termine par la mort de 1’insecte et par

la libération des virus inclus dans I’environnement (Consigli, Russel et Wilson, 1986).

1.2.4 Production virale in vivo et contamination

Puisqu’il n’existe pas de lignée cellulaire permettant sa réplication, le ChfuGV
doit étre produit in vivo c’est-a-dire en infectant des larves de C. fumiferana élevées en
laboratoire. Les larves sont déposées sur une nourriture artificielle, jusqu’au quatriéme
stade larvaire. Elles sont par la suite exposées au virus pendant une période de temps
permettant a I’infection d’avoir lieu. Les larves sont par la suite récoltées et
homogénéisées avant que le produit soit réduit en poudre pour son utilisation dans
I’environnement. Ce processus implique un grand nombre de manipulations qui ne sont
pas faites en milieu stérile. Ceci, en plus de la microflore de I’insecte et de la nourriture
artificielle qui n’est pas stérile, méne a une contamination microbienne du produit final tel
qu’il a été démontré chez d’autres baculovirus (Murhammer, 1996; Sikorowski et
Lawrence, 1994). Pour éviter la présence de tels contaminants, différentes méthodes ont
été testées. On peut penser a I’utilisation d’antibiotiques (Grisdale et Wilson, 1993), de
produits antifongiques, a la centrifugation de la suspension virale ou a la récolte des
larves vivantes seulement (Grzywacz et al., 1997). Dans I’élevage de C. fumiferana, il est
courant d’utiliser un antibiotique, I’auréomycine, ajouté a la nourriture artificielle
(Grisdale et Wilson, 1993). Cet antibiotique appartient a la famille des tétracyclines et a
un effet bactériostatique sur certaines bactéries en inhibant la synthése protéique. Il agit
sur plusieurs bactéries incluant les Gram positives et Gram négatives. I est
particuli¢rement utilisé contre les bactéries fréquemment retrouvées a la surface de la

peau chez les humains (Banque de données automatisée sur les médicaments, 2000).
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1.3 Réglementation gouvernementale concernant les produits antiparasitaires

L’emploi d’agents antiparasitaires microbiens releve de la Loi sur les produits
antiparasitaires (LPA) et de son réglement ainsi que de la Loi sur les aliments et les
drogues (LAD) et de son réglement. L’Agence de réglementation de la lutte
antiparasitaire (ARLA) est sous la responsabilité de Santé Canada et est responsable de
I’application de la LPA (Santé Canada, 2001). Un agent antiparasitaire microbien est une
matiére active ou une entité microbienne (bactérie, algue, champignon microscopique,
protozoaire, virus, mycoplasme, rickettsie ou un organisme apparenté) ayant des qualités
insecticides qui peut étre utilisé pour contréler des populations d’insectes (Agriculture et
Agro-alimentaire Canada, 1993). La LPA et la LAD stipulent que tous les pesticides,
incluant les produits antiparasitaires microbiens et leurs préparations commerciales,
doivent étre homologués avant leur utilisation ou leur vente au Canada. C’est a ’ARLA
qu’incombe la tdche d’examiner les demandes d’homologations de tout nouveau pesticide

et qui en fait I’évaluation avant d’en approuver 1’usage.
1.3.1 Homologation des produits antiparasitaires microbiens

Le document intitulé Directives sur 1’homologation des agents antiparasitaires
microbiens et de leurs produits (Agence de réglementation de la lutte antiparasitaire,
2001) a été publié pour faciliter les demandes d’homologation des bio-pesticides. Pour
faire homologuer un produit antiparasitaire microbien, le demandeur doit fournir
plusieurs renseignements, entre autres : les caractéristiques du produit, son origine, son
pouvoir infectieux et sa toxicité, sa stabilité, son devenir dans I’environnement et la
présence d’ingrédients occasionnels. Parmi les ingrédients occasionnels, on retrouve,
entre autres, les contaminants microbiens, les toxines microbiennes et les autres

métabolites des micro-organismes.

1.3.1.1 Contaminants microbiens

Tout produit antiparasitaire microbien doit étre exempt de micro-organismes

pathogénes pour les humains ou les animaux tels que définis par la Commission
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internationale pour la définition des caractéristiques microbiennes des aliments (ICMSF)
(Agence de réglementation de la lutte antiparasitaire, 1998). Pour ces contaminants,
I’ARLA recommande I’application des normes internationales fixées par I'ICMSF. Pour
les micro-organismes non pathogénes, aucune limite ferme n’est établie. Ceux-ci sont
acceptables mais seulement a une concentration qui ne va pas affecter la stabilité ou la

performance du produit ce qui est établi séparément pour chaque produit.

1.3.2 Commission internationale pour la définition des caractéristiques microbiennes des

aliments

La Commission internationale pour la définition des caractéristiques microbiennes
des aliments (ICMSF) est une agence dont le but est de fournir des lignes directrices aux
gouvernements et aux industries concernant la sécurité microbiologique des aliments
(International commission on microbiological specification for foods, 2001). Celle-ci
publie plusieurs documents pouvant servir de référence dans 1’évaluation microbiologique
des aliments. Entre autre, ’ARLA recommande de se rapporter aux deux ouvrages
suivants pour 1’évaluation microbiologique des produits antiparasitaires microbiens :
Microorganisms in foods : Their significance and methods of enumeration (International
commission on microbiological specification for foods, 1978) et Microorganisms in
Jfoods : Vol. 2. Sampling for Microbiological Analysis: Principles and Specific
Applications (International commission on microbiological specification for foods, 1986).
Ces ouvrages de référence déterminent les limites microbiologiques pour différents
produits alimentaires incluant les boissons, viandes, fromages, etc. et peuvent éEtres

adaptés pour convenir a I’évaluation des produits microbiens.

1.3.2.1 Normes pour les micro-organismes pathogénes

Le tableau 1 présente les pathogénes alimentaires les plus courants (International
commission on microbiological specification for foods, 1978; International commission
on microbiological specification for foods, 1986). Leur absence doit étre vérifiée dans un
produit antiparasitaire dont la composition réelle est inconnue avant son utilisation dans

I’environnement.
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Tableau 1 : Micro-organismes d’importance alimentaire dont la présence est

réglementée dans un produit antiparasitaire microbien

Micro-organisme

Infection causée

Aeromonas sp.

Bacillus anthracis
Bacillus cereus

Brucella spp.
Clostridium botulinum
Clostridium perfringens
Coxiella burnetii
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
E.coli entérotoxique
E.coli entéropathogéne
E.coli entérohémorragique
E.coli entéroinvasif
Francisella tularensis
Listeria monocytogenes
Mycobacterium bovis
Proteus spp.
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella typhi
Salmonella typhimurium
Shigella dysenteriae
Staphylococcus aureus
Vibrio cholerae

Vibrio parahaemolyticus

Yersinia enterolitica

Yersinia pseudotuberculosis

Gastro-entérite et autres maladies

Maladie du charbon

Infection alimentaire de type émétique ou

diarrhéique

Fiévre ondulante

Botulisme

Intoxication alimentaire et gangréne gazeuse
Fiévre Q

Empoisonnement alimentaire
Empoisonnement alimentaire
Diarrhée du voyageur
Diarrhée infantile

Colite hémorragique
Dysenterie bacillaire
Tularémie

Listériose

Tuberculose
Empoisonnement alimentaire
Empoisonnement alimentaire
Fievre typhoide

Infection entérique
Dysenterie bacillaire
Empoisonnement alimentaire
Choléra

Gastro-entérite
Gastro-entérite

Gastro-entérite
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1.3.3 Normes de la Loi canadienne de protection de ’environnement

Puisqu’ils sont soumis a la Loi sur les produits antiparasitaires et a la Loi sur les
aliments et les drogues, les produits antiparasitaires microbiens ne sont pas soumis a la loi
canadienne de protection de I’environnement. Cependant, a titre indicatif, les micro-
organismes qui ne doivent pas étre présents dans les produits microbiens soumis a cette
loi sont mentionnés ici : Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Vibrio,
Campylobacter, Clostridium spp., Bacillus anthracis, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia
spp-, Candida albicans, Aspergillus fumigatus, les coliformes fécaux et les entérocoques

fécaux (Gouvernement du Canada, 1997).

1.4 Identification des micro-organismes

L’identification des organismes vivants fait partie d’une science plus large appelée
la taxinomie ou systématique. Celle-ci est la science de la classification biologique et
regroupe la classification, la nomenclature et I’identification (Prescot, Harley et Klein,
1995). Les micro-organismes ont longtemps été classifiés selon leurs caractéres
physiologiques et morphologiques mais la comparaison directe du matériel génétique et
des produits de génes a permis de développer des outils de classification basés sur une
relation évolutive plutdt que sur une ressemblance générale. Ces techniques ont
clairement démontré que la vie se divise en trois lignes de descendants soient les

domaines Archaea, Bacteria et Eucarya (Woese, Kandler et Wheelis, 1990).

1.4.1 Bactéries

Les bactéries sont des procaryotes des domaines Bacteria et Archaea. Parmi les
méthodes d’identification des bactéries on retrouve les méthodes utilisant les caractéres
culturaux, morphologiques, physiologiques, biochimiques, sérologiques et les tests
d’inhibition, les méthodes utilisant les caractéres chimiotaxinomiques et les méthodes
utilisant les caractéres génotypiques et phylogénétiques (Busse, Denner et Lubitz, 1996).

La classification phénotypique des procaryotes est retrouvée dans le Bergey’s Manual of
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Systematic Bacteriology (Holt, 1984-1989) et est encore largement utilisée dans
I’identification de souches bactériennes. Puisque la systématique bactérienne est
principalement basée sur les caractéres morphologiques et physiologiques, les résultats
phylogénétiques basés sur I’ARN ribosomal ont souvent été en contradiction avec les
arrangements taxinomiques. Certains membres d’un taxon sont en réalité moins reliés
entre eux qu’avec certains membres d’un autre taxon (Busse, Denner et Lubitz, 1996).
Suite aux études phylogénétiques, plusieurs branches de descendants du domaine

Bacteria ont été décrites.

1.4.1.1 Méthodes utilisant les caractéres culturaux, morphologiques, physiologiques et
biochimiques

Malgré I’apparition de nouvelles techniques moléculaires d’identification, les
méthodes d’identification traditionnelles sont encore valables et souvent utilisées.
L’identification par les méthodes de microbiologie traditionnelle débute par I’étude des
caractéres culturaux comme la morphologie et la couleur des colonies sur différents
milieux et par I’étude des caractéres morphologiques comme la forme et la dimension des
cellules, la présence de flagelles, la coloration Gram ou la présence de spores. Les
caractéres physiologiques incluent entre autres la température ou le pH permettant la
croissance et la tolérance a certaines concentrations salines. Les caractéristiques
biochimiques regroupent le profil enzymatique, I’oxydation ou la fermentation des
hydrates de carbone et I’utilisation de différentes sources de carbone (Prescott, Harley et
Klein, 1995). Etant donné que ces tests sont souvent laborieux, plusieurs compagnies
offrent des trousses d’identification basées sur les caractéres biochimiques notamment les
systtmes API et Vitek de BioMérieux, le systéme crystal E/NF de Becton Dickinson
(Robinson, McCarter et Tetreault, 1995) ou le systéme Biolog de la compagnie du méme
nom (Holmes et al., 1994).

Malgré leur apparente facilité, les techniques d’identification traditionnelles
représentent une grande quantité de travail et les résultats sont souvent difficiles a
interpréter. De plus, les profils de réactions peuvent différer selon le temps d’incubation,

la quantité d’inoculum, la présence de plasmides ou 1’dge de la souche. Ces tests sont
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surtout congus pour des souches cliniques et peuvent représenter une difficulté pour des
souches environnementales ou ayant subi des modifications phénotypiques (Busse,

Denner et Lubitz, 1996).

1.4.1.2 Méthodes utilisant les caractéres chimiotaxinomiques

La chimiotaxinomie est définie comme étant I’étude des variations chimiques dans
les organismes vivants et ’utilisation des caractéres chimiques dans la classification et
I’identification (Hardie, 1989). En effet, les bactéries synthétisent plusieurs molécules qui
peuvent étre analysées et comparées avec des souches de références pour permettre
’identification. Parmi celles-ci on peut nommer les acides gras, constituants de la
membrane cellulaire ou le systtme des quinones qui joue un réle important dans le
transport d’électrons (Hardie, 1989). Cependant, ces méthodes doivent souvent étre
couplées a des analyses biochimiques ou & d’autres études chimiotaxonomiques et la
présence de certains constituants cellulaires est sujette a des changements selon la
température de croissance, le milieu de culture utilisé ou la phase de croissance de la
bactérie rendant I’analyse des résultats parfois compliquée (Busse, Denner et Lubitz,

1996).

1.4.1.3 Méthodes utilisant les caractéres génotypiques et phylogénétiques

Depuis le développement des techniques moléculaires, il est possible d’examiner
les caractéristiques du génome des bactéries et de déduire des relations phylogénétiques
entre les différents micro-organismes. L’analyse de I’ADN génomique par le
polymorphisme de longueur de fragments de restriction est surtout utilisée pour
différencier deux espéces d’un méme genre ou deux souches d’une méme espéce. Cette
technique requiert la digestion de I’ADN génomique par une endonucléase de restriction
et les fragments résultants sont séparés par électrophorése pour la comparaison du patron
de restriction entre deux isolats. Cette technique peut également étre appliquée a un géne
en particulier, par exemple, le géne de ’ARNr 16S, pour la différentiation de deux
espéces rapprochées. Pour cette utilisation, il est recommandé d’utiliser au moins trois

enzymes différentes afin de bien discriminer entre deux isolats trés rapprochés (Massol-
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Deya et al., 1995). Les méthodes d’hybridation avec des sondes d’ADN sont utilisées
principalement pour la détection de micro-organismes dans des échantillons cliniques.
Les sondes utilisées sont hautement spécifiques et dirigées vers un géne en particulier
dont la séquence est connue. Le polymorphisme d’amplification aléatoire est également
utilisé pour différencier deux isolats trés similaires. Le principe est basé sur I’utilisation

d’une amorce arbitraire pour amplifier des fragments du génome.

Les principales techniques d’identification impliquant des caractéres
phylogénétiques sont I’hybridation ADN-ADN et le séquencage de la petite sous-unité de
I’ARN ribosomal (ARNr 16S). La premiére méthode est utilisée pour la classification
d’une souche au niveau de 1’espéce. Une similarité de I’ADN de 70% indique une relation
au niveau de I’espéce et une similarité située entre 20% et 60% indique une relation au

niveau du genre (Busse, Denner et Lubitz, 1996).

Présentement, la majorité des études phylogénétiques sont basées sur le
séquencage du géne de I’ARNr 16S (ADNr 16S) et plusieurs séquences d’ADNr sont
maintenant répertoriées. Bien que la meilleure indication de la relation entre deux
organismes reste I’hybridation ADN-ADN, le séquengage du géne de I’ARNr 16S offre
également de bonnes indications dans la majorité des cas. De plus, la disponibilité et le
colit de moins en moins élevé offert par le séquengage automatique rend cette option
intéressante pour I’identification de bactéries. L’ADNr 16S a une longueur d’environ
1500 paires de bases et est composé de séquences hautement conservées et aussi de
séquences hautement variables. Ce sont les séquences conservées qui permettent
I’¢élaboration d’amorces universelles et 1’amplification par PCR du géne chez toutes les
bactéries. Le séquencage du géne et la comparaison avec des banques de données
répertoriant les séquences d’ADNr 16S connues donnent de bonnes indications quant a
I’identité d’une souche donnée. Il est généralement accepté qu’une homologie supérieure
a 97,5% de la séquence de I’ADNr 16S correspond & une homologie de I’ADN
chromosomique de 70% (relation au niveau de 1’espéce). Cependant, pour certains
organismes, il a été¢ démontré qu’une homologie de I’ADNr 16S pouvant atteindre 100%
correspondait & une valeur d’hybridation ADN-ADN inférieure & 70% (Stackebrandt et
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Goebel, 1994). Il convient donc d’étre prudent dans I’interprétation des résultats obtenus

par le séquengage de I’ADNr 16S.

1.4.2 Mycétes

Les mycétes sont des organismes eucaryotes du domaine Eucarya, porteurs de
spores, qui se nourrissent par absorption, qui sont dépourvus de chlorophylle et se
reproduisent de facon sexuée et asexuée. Ceux-ci sont divisés en quatre
embranchements selon les modalités de leur reproduction sexuée: les Zygomycota, les

Ascomycota, les Basidiomycota et les Deuteromycota (Prescot, Harley et Klein, 1995).

1.4.2.1 Méthodes d'identification utilisant les caractéres culturaux et morphologiques

L’identification des moisissures fait rarement appel & des caractéres biochimiques.
Les mycologues utilisent des clés d’identifications faisant appel a des caractéres culturaux
et morphologiques. Les principaux caractéres culturaux observés sont la vitesse de
croissance, la texture et la couleur du thalle, la couleur du revers de la culture et la
présence d’un pigment diffusible, I’odeur et la présence d’exsudat. Ces caractéres sont
différents sur chaque milieu de culture et nécessitent souvent I’utilisation de milieux

standardisés (Botton et al., 1990).

En plus de I’observation des caractéres culturaux, I’identification des mycétes se
fait principalement par examen microscopique. Les caractéristiques du mycélium
notamment sa largeur, 1’absence ou la présence de cloison, I’ornementation des parois, le
mode de ramification et la différentiation des thallospores doivent étre notées avec
précision. Les caractéristiques des structures différentiées sont d’une importance encore
plus grande étant donné que celles-ci permettent I’identification d’un isolat au niveau du
genre et de ’espéce. Ces caractéristiques incluent la nature de ces organes : zygospores,
apothécies, cléistothéques, périthéces, sporocystes, acervules, pycnides et autres, leur
forme, leur couleur, leur dimension, la texture des parois et I’ornementation. De plus, les
dimensions des spores et des organes sporogénes doivent étre utilisées (Botton et al.,

1990).
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1.4.2.2 Autres méthodes

L’identification des mycétes est souvent difficile étant donné qu’il peut étre
parfois impossible d’obtenir des spécimens présentant les structures permettant
I’identification. Parmi les techniques alternatives pouvant servir a 1’identification des
moisissures, mentionnons la détection d’enzymes spécifiques, I’utilisation de sondes
d’ADN, les essais immunologiques, I’analyse des protéines sur SDS-PAGE et le
séquengage de génes notamment le géne de la petite sous-unité ribosomale (ARNr 18S)

(Busse, Denner et Lubitz, 1996).

1.5 Contamination des préparations virales produites in vivo : étude de cas

Quelques publications mentionnent la présence de contaminants dans différentes
préparations de Baculovirus produites in vivo chez des insectes de laboratoire. Cependant,
parmi celles-ci, trés peu font une étude détaillée de la nature des contaminants retrouvés
(Ignoffo et Shapiro, 1978 ; Shapiro et al., 1981). De plus, jusqu’a maintenant, aucune
publication ne traite des contaminants microbiens présents dans des préparations de
ChfuGV produites dans les larves de Choristoneura fumiferana ou de la microflore de cet
insecte en laboratoire. Ceci rend notre étude extrémement pertinente puisque cette
information est essentielle pour I’homologation d’un insecticide & base de ChfuGV.
Quelques études ont cependant été effectuées concernant les contaminants microbiens de

produits viraux obtenus a partir de différents insectes.

Une évaluation quantitative et qualitative de la contamination microbienne de
différents lots de NPV de la spongieuse, un insecte ravageur des foréts de feuillus au
Canada et aux Etats-Unis, a été effectuée (Podgwaite, Bruen et Shapiro, 1983). Les
méthodes de détection, d’énumération et d’identification des contaminants sont des
méthodes de microbiologie traditionnelle c’est-a-dire le décompte des micro-organismes
viables sur gélose et I’identification par des tests biochimiques miniaturisés (galerie API).
Le Service Canadien des Foréts a également effectué une étude sur les contaminants

microbiens du NPV de la spongieuse produit in vivo (Belkosky, 1994). Un décompte des
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bactéries aérobies et des bactéries sporulantes a été effectué sur TSA (tryptic soy agar).
Les pathogénes ont été détectés sur des milieux sélectifs et 1’identification finale a été

faite avec des tests biochimiques miniaturisés (galeries API).

Une seule étude a été publiée sur les contaminants dans une préparation de NPV
chez des larves de vers du cotonnier (Grzywacz et al., 1997). Le décompte des micro-
organismes aérobies et anaérobies a été effectué sur gélose nutritive et les pathogénes ont
été¢ détectés suivant des techniques traditionnelles pour Salmonella, Shigella, les
entérobactéries, Staphylococcus, Bacillus et les mycétes. L’identification & I’espéce a été
faite sur des galeries API. Le décompte des micro-organismes les plus souvent rencontrés
a différentes étapes du processus de production soit aprés la premiére filtration, aprés la

premiére centrifugation et apres la centrifugation finale a également été effectué.

Dans des préparations virales produites in vivo dans des larves d’insectes, les
concentrations moyennes de micro-organismes trouvées étaient de 2,49x10’ CFU/ml
(Grzywacz et al., 1997), 5,97x10® CFU/g (Podgwaite, Bruen et Shapiro, 1983) et de
6.09x10° CFU/g (Belkosky, 1994). Dans les trois cas, les résultats sont trés variables d’un
lot & I’autre (écart-types de 5,98x10° CFU/g a 1,08x10' CFU/g). Les identifications
effectuées sont résumées au tableau 2. Dans les trois cas, des bactéries appartenant a la
liste de I’ARLA ont été retrouvées soient Bacillus cereus, Clostridium sp., Enterococcus
Jaecalis, Enterococcus facium et Pseudomonas sp.. Parmi ces espéces, B. cereus est le
micro-organisme le plus fréquemment rencontré. Cette bactérie souvent retrouvée au
niveau du sol est un pathogéne pour plusieurs insectes (Podgwaite, Bruen et Shapiro,
1983 ; Strongman et al., 1997) et est fréquemment retrouvée chez des insectes morts ou
vivants (Inglis, Lawrence et Davis, 2000) ce qui explique sa présence. Cependant, comme
elle a ét¢ impliquée dans plusieurs cas d’empoisonnement alimentaire, sa présence dans le
produit viral est indésirable et les trois auteurs s’accordent pour mentionner qu’elle doit
étre sévérement controlée dans une production industrielle de virus in vivo. La bactérie E.
Jaecalis est également retrouvée dans les trois cas. Cette bactérie qui est retrouvée
fréquemment chez les insectes (Eaves et Mundt, 1960 ; Inglis, Lawrence et Davis, 2000 ;

Martin et Mundt, 1972 ; Miller et Miller, 1996) était attendue parmi les espéces
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Tableau 2 : Micro-organismes rencontrés dans des préparations virales produites in

vivo

Micro-organisme

Ver du cotonnier
(Grzywaczet al.,
1997

Spongieuse
(Belkosky, 1994)

Spongieuse
(Podgwaite, Bruen et
Shapiro., 1983)

Acetobacter spp.
Acinetobacter calcoaceticus
var. anitratum
Actinomyces isralli
Actinomyces naeslundii
Actinomyces spp.
Aspergillus niger

Bacillus cereus

Bacillus coagulans
Bacillus licheniformis
Bacillus macerans
Bacillus mycoides
Bacillus subtilis

Bacillus sphaericus
Citrobacter freundii
Chromobacterium spp.
Clostridium spp.
Enterobacter agglomerans
Enterobacter cloacae
Enterobacter sakazakii
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis var.
liquefaciens

Enterococcus faecium
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Micrococcus luteus
Moraxella nonliquefaciens
Pseudomonas cepacia

Pseudomonas fluorescens grp.

Pseudomonas pseudomallei
Pseudomonas spp.
Rodotorula spp.

Serratia liquefaciens
Staphylococcus capitis
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus durans
Torulopsis maris

'I+'-+-+$-+--I"-+

+ + +

+

+

I+

+

B R L L +¢'-+-'-+'+¢+$+-+'

- = non retrouvé, + = fréquence < 30%, ++ = fréquence 30% >< 70%, +++ = fréquence > 70%
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identifiées. Sa présence chez les insectes pousse les auteurs a croire que la source de E.

faecalis n’est pas d’origine fécale.

Parmi les espéces fréquemment retrouvées, mentionnons Staphylococcus
epidermidis qui a été retrouvée dans les trois études. Puisque cette bactérie est
fréquemment retrouvée a la surface de la peau chez les humains, il est probable qu’elle
provienne des manipulateurs (Sikorowski et Lawrence, 1994). Bacillus subtilis est
retrouvé chez les préparations de spongieuse (Belkosky, 1994; Podgwaite, Bruen et
Shapiro., 1983) mais pas dans les préparations de ver du cotonnier. Chez ce dernier, en

plus de B. cereus et de E. faecalis, on retrouve fréquemment Bacillus sphaericus.

Belkosky (1994) présente des résultats préliminaires du décompte de bactéries a
partir des constituants de la nourriture artificielle de la spongieuse. Des bactéries ont été
isolées a partir du germe de blé, de I’eau, de la caséine et de I’agar utilisés dans la
préparation de la nourriture. Ces quatre ingrédients entrent également dans la composition
de la nourriture artificielle utilisée dans 1’élevage de Choristoneura fumiferana

(Appendice A).

Les résultats de ces études montrent que des contaminants microbiens peuvent étre
associés aux préparations virales produites in vivo. La présence de B. cereus et de E.
Jaecalis, deux pathogénes d’insectes mais également deux bactéries potentiellement
pathogénes pour ’humain, fait ressortir I’importance de connaitre la composition exacte
de la microflore des préparations virales dans I’intérét de la santé humaine, animale et
environnementale. La présence de micro-organismes isolés & partir de certains
constituants de la nourriture artificielle utilisée pour la spongieuse porte a croire que
certaines bactéries identifiées par Belkosky (1994) pourront étre retrouvées dans nos lots
puisque les mémes ingrédients sont utilisés dans I’élevage en laboratoire de

Choristoneura fumiferana.

Puisque aucune étude n’a encore été réalisée sur les contaminants microbiens

présents dans une préparation in vivo de ChfuGV, il convient d’augmenter les
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connaissances a ce sujet afin de déterminer si les constituants majeurs de la microflore du
produit représentent un risque pour la santé. De plus, notre étude comparera deux
techniques d’identification afin d’en évaluer la pertinence dans le cas de bactéries

provenant de lots de virus produits in vivo.
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Chapitre 2

Matériel et méthodes

2.1 Production virale

2.1.1 Elevage des larves en laboratoire

La production virale in vivo est faite chez les larves de la tordeuse des bourgeons
de I’épinette (Service Canadien des Foréts, Sault-Sainte-Marie, Ontario) selon la méthode
décrite par Forté ef al. (1999). Les larves regues chaque semaine, pendant 13 semaines,
ont été élevées et infectées séparément de sorte que 13 lots distincts de virus ont été
produits. Dans quatre lots (7 a 10), un antibiotique a été ajouté a la nourriture artificielle
a une concentration finale de 3,6% (p/v) (auréomycine 5,5%, BioServ, Frenchtown, New
Jersey, E.-U.). Deux lots sans antibiotique (11 et 12) ont été utilisés comme témoins c'est-
a-dire que les larves n'ont pas été mises en présence du virus. Les larves sont élevées,
jusqu’au 4° stadé, dans une chambre environnementale ( MLR-350H, Sanyo Electric Co.,
Osaka, Japon) ( 50% d'humidité, 25 °C, photopériode de 14 heures) et sont alimentées
d’une nourriture artificielle (Grisdale et Wilson, 1993) (Appendice A). L’évaluation du
stade larvaire se fait visuellement, par I’observation de la grosseur des larves et de leur

capsule céphalique (Allen, Dorais et Kettela, 1984; Talerico, 1984).
2.1.2 Infection des larves par le ChfuGV

Les larves du quatriéme stade sont mises en présence d’une nourriture artificielle
fraiche sur laquelle une suspension virale a été étalée a raison de 3x10’ granules par
godet. Les larves sont par la suite incubées dans les mémes conditions pour une période
de 12 jours, nécessaire & la production de virus en quantité satisfaisante. A la fin de la
période d'incubation, les larves, les fils de soie et les excréments sont récupérés et le tout
est homogénéisé (Omni-Mixer 17150, Sorvall, Du Pont Instruments, Newtown,
Connecticut, E.-U.) dans une solution de SDS 1% (Gibco BRL, Invitrogen Co., San

Diego, Californie, E.-U.) afin de briser la membrane cellulaire des insectes. Le broyat est
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filtré a travers trois épaisseurs de coton a fromage afin de retirer les débris de larves. La
suspension résultante est utilisée d’une part pour I’étude des micro-organismes
contaminants et d’autre part pour la poursuite de la purification et le décompte des

particules virales.
2.1.3 Purification virale

La purification virale est basée sur la méthode décrite par Tompkins (1991). Le
filtrat issu de I’infection des larves par le ChfuGV est laissé 30 minutes en présence de
SDS, afin de briser la membrane cellulaire des insectes. Les débris cellulaires restants
sont éliminés par une centrifugation & 300 X g durant 5 minutes (Centrifugeuse RC5C,
Sorvall, Du Pont Instruments). Un litre du surnageant est ensuite récupéré et soumis a une
centrifugation a 10 000 X g durant 25 minutes afin de faire sédimenter les particules
virales. Le culot est remis en suspension dans une solution de NaCl 0,5M (Fisher
Scientific, Hampton, New Hampshire, E.-U.), incubé 30 minutes a la température de la
piéce et séparé du liquide par une centrifugation a 10 000 X g durant 10 minutes. Trois
lavages dans de I’eau distillée stérile permettant d’éliminer toute trace de sel suivi a
chaque fois d’une centrifugation a 10 000 X g durant 10 minutes sont ensuite effectués et
le culot est remis en suspension dans de I’eau distillée stérile. La suspension est ensuite
placée sur un gradient de glycérol discontinu (50%, 60%, 70%, 80% et 90% v/v) (Sigma
Chemical Co., St-Louis, Missouri, E.-U.) et soumise a une centrifugation 2 80 000 X g
(Ultra-centrifugeuse L5-50, Beckman Instruments Inc., Fullerton, Californie, E.-U.)
durant 45 minutes. Les particules virales sont récupérées dans la fraction de glycérol
80%. Trois lavages consécutifs avec un volume égal d'eau distillée stérile sont effectués
suivis a chaque fois d'une centrifugation a 10 000 X g durant 25 minutes (Centrifugeuse
RCS5C). Le surnageant est retiré, le culot est remis en suspension dans 1 ml d’eau distillée
stérile et centrifugé & 16 000 X g durant 10 minutes (Centrifugeuse MicroMax,
International Equipment Company, Needham Heights, Massachusett, E.-U.). Le dernier
culot est finalement remis en suspension dans un volume final de 5 ml d’eau distillée

stérile et la suspension virale est conservée 4 —20°C.
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2.2 Décompte viral et microbien

Tous les lots, a I’exception du premier lot, ont été utilisés pour le décompte viral
et le décompte microbien. Ils ont été numérotés 1 a 12 tandis que le premier lot est

identifié par la lettre i.
2.2.1 Décompte des particules virales en microscopie électronique

Le décompte des particules virales est fait selon la méthode décrite par Alain,
Berthiaume et Trudel (1989). La suspension virale est diluée trois fois d’un facteur de 10
et un volume de 100 pl de chacune des dilutions est déposé dans un tube et mélangé 4 un
volume égal d’une suspension de billes de latex (3,51x10® billes/ml) (S130-3 polystyrene
latex, Agar Scientific, Stansted, Royaume-Uni). Une grille de cuivre (MECALAB,
Montréal, Québec, Canada) recouverte d’une membrane de Formvar (0,5g Formvar
(MECALAB), 100 ml 1,2-dichloroéthane (Becton Dickinson, Spark, Maryland, E.-U.)) et
de carbone (Cedarlane, Hornby, Ontario, Canada) est déposée, surface recouverte vers le
haut, dans le fond du tube contenant le mélange de virus et de billes. Les particules virales
et les billes de latex se retrouvent & la surface de la grille suite 4 une centrifugation a
120 000 X g (Centrifugeuse Airfuge, Beckman) pendant une période de 5 minutes. Le
surnageant est éliminé, les grilles sont récupérées, lavées trois fois avec de 1’eau distillée
stérile et séchées sur du papier buvard. Elles sont ensuite colorées négativement avec une
goutte d’acide phosphotungstique (PTA) 3%, d'un pH de 6, pendant 3 minutes et
asséchées sur du papier buvard. Les grilles sont observées en microscopie électronique
(EM 300, Philips Electronics Industries Ltd., Eindhoven, Pays-Bas) 4 un grossissement de
13 000 X et le nombre de billes et de particules virales sont comptées dans 20 champs
différents. Le nombre de granules par ml est calculé 4 partir de la concentration connue

des billes de latex selon la formule :

Granules/ml =ny, xd x K/n;
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ou n, signifie le nombre de particules virales comptées, d signifie 1a dilution utilisée, ng
signifie le nombre de billes de latex comptées et K est une valeur constante représentant

la concentration de la suspension de billes de latex soit 3,51x10° billes/ml.
2.2.2 Décompte des bactéries aérobies et des mycétes sur milieu de culture gélosé

Le broyat récupéré suite a la filtration a travers le coton fromage est dilué
plusieurs fois d’un facteur de 10 (1024 10 et 100 ul de chaque dilution sont étalés sur
gélose nutritive (Becton Dickinson, Spark, Maryland, E.-U.), gélose R2A (Difco, Becton
Dickinson) et gélose Sabouraud dextrose (Becton Dickinson) (Appendice B) a I’aide
d’une tige de verre recourbée. Les géloses nutritives et R2A sont des milieux de cultures
qui supportent la croissance de la majorité des espéces bactériennes tandis que le milieu
de culture Sabouraud dextrose est congu pour la croissance des mycétes microscopiques
(Atlas, 1997). Afin de favoriser la croissance des bactéries pouvant représenter un danger
pour les humains, les géloses nutritives et R2A sont incubées a 37°C pendant 48 heures.
Les géloses Sabouraud sont quant a elles incubées a 25°C pendant une période de 72
heures afin de permettre la croissance des moisissures. Ces étapes sont effectuées en
triplicata. Seuls les pétris ayant un nombre de colonies situé entre 30 et 300 sont utilisés
pour le décompte des unités formatrices de colonies. Dans quelques cas, lorsque le
nombre de colonies présentes sur chaque gélose n’est pas compris dans cet intervalle, des
dilutions supplémentaires sont effectuées (2x107, 2x10, 5x1075, 510, 5x107) a partir

du broyat de larves conservé a 4°C.
2.2.3 Analyses statistiques

Afin de vérifier I'effet de l'utilisation d'un antibiotique sur la quantité de particules
virales et sur la quantité de micro-organismes retrouvés, les données des décomptes
viraux et microbiens ont été soumises a une analyse de variance (ANOVA) hiérarchisée
effectuée a l'aide du logiciel IMPIN, version 3.2.1 (SAS Institute Inc., Cary, Caroline du
Nord, E.-U.). L’effet de la présence du ChfuGV sur le nombre de micro-organismes a

également été vérifi€é par un ANOVA hiérarchisé. Les effets testés pour le nombre de
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particules virales sont : le traitement (avec ou sans antibiotique) qui est le premier niveau
hiérarchique et le lot de production, qui est le deuxiéme niveau hiérarchique. Pour le
décompte des micro-organismes viables, les effets vérifiés par 1'analyse statistique sont le
traitement (avec ou sans antibiotique et avec ou sans infection virale) qui est le premier
niveau hiérarchique, le milieu de culture utilisé, qui est le second niveau hiérarchique et le
lot de production qui est le troisiéme et dernier niveau hiérarchique. Dans les deux cas, le
seuil de signification (o) utilisé est de 0,05. Dans le cas ou un effet significatif est
observé, un ANOVA a un critére de sélection ainsi qu’un test de comparaison multiple de
Tukey-Kramer HSD sont effectués pour déterminer la ou les valeurs qui varient

significativement par rapport aux autres valeurs.

2.3 Isolement des colonies bactériennes, coloration et microscopie

2.3.1 Isolement des colonies

Chacune des colonies ayant une morphologie différente sur gélose est isolée sur le
milieu qui a permi sa croissance. L’isolement est effectué avec un fil de platine stérile par
repiquage successif jusqu’a I’obtention d’une culture pure. Les bactéries du lot initial sont
identifiées par un chiffre tandis que les bactéries des lots 1 a 12 sont identifiées de la
fagon suivante : numéro de lot : numéro de la bactérie. Par exemple, la troisiéme bactérie

a étre isolée dans le lot 5 est numérotée 5:3.

2.3.2 Coloration Gram

Chacun des isolats est coloré selon la méthode développée par Christian Gram
(Prescott, Harley et Klein, 1995) et observé au microscope optique (Leitz Laborlux S,
Leica, Heerbrugg, Suisse) a un grossissement de 1000 X sous immersion d’huile. La
coloration de Gram est effectuée avec une trousse Difco (Becton Dickinson).
Premiérement, une colonie bien isolée est prélevée et mise en suspension dans une goutte
d'eau stérile, puis déposée sur une lame de microscope. Lorsque le frottis est sec, il est

fixé a la flamme et coloré avec la solution de cristal violet, un colorant basique, pendant
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une minute et est rincé a I’eau du robinet. Ensuite, la préparation est traitée avec une
solution d’iode, qui augmente les interactions entre les cellules et le colorant, pendant
deux minutes. Aprés un autre ringage a 1’eau du robinet, le frottis est décoloré avec une
solution d’alcool isopropylique et d’acétone pendant environ 15 secondes et rincé une
troisieme fois. Finalement, le frottis est contre-coloré a la safranine pendant une minute,
afin de permettre la visualisation des cellules qui ont été décolorées, rincé puis asséché

sur du papier buvard avant d’étre observé en microscopie.

2.3.3 Test de KOH

Pour certains isolats, une confirmation de la réaction de Gram par un test de KOH
est nécessaire. Ce test fait appel au fait que les parois des bactéries Gram négatives se
brisent au contact d’une solution alcaline ce qui entraine la libération de leur ADN et la
formation de filaments visqueux (Suslow, Schroth et Isaka, 1982). Une émulsion de la
colonie est effectuée dans une solution de KOH 3% (Sigma Chemical Co.) sur une lame
de microscope et une augmentation de la viscosité signifie la présence de bactéries Gram

négatives. La bactérie Escherichia coli est utilisée comme témoin positif pour ce test.

2.4 Identification des bactéries par ’étude des caractéres biochimiques

Le choix des tests a effectuer est fait a I’aide d’une clé d’identification des genres
de bactéries d’importance médicale (Prescott, Harley et Klein, 1995) présentée a la figure

deux.

2.4.1 Coques Gram positifs

Tel que présenté a la figure 2, le test préliminaire, dans le cas de coques Gram
positifs, est un test de catalase. Ce test permet de faire un choix quant a la galeric API &

utiliser pour I’identification au niveau de I’espéce des coques Gram positifs.
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Figure2:  Clé d'identification des genres de bactéries d'importance médicale
(Prescot, Harley et Klein, 1995)
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2.4.1.1 Test de catalase

Le test de catalase, utilisé pour détecter I’enzyme du méme nom qui convertit le
peroxyde d’hydrogéne en eau et O, sert a séparer les streptocoques des staphylocoques et
microcoques. A I’aide d’un cure-dent stérile, une colonie est déposée sur une lame de
microscope et immergée de peroxyde d’hydrogéne 6% (Distribution Iris, Montréal,
Québec, Canada). La formation de bulles indique une réaction positive propre aux genres
Staphylococcus et Micrococcus tandis que I’absence de bulle indique une réaction

négative correspondant a la présence de bactéries du genre Streptococcus.

2.4.1.2 API Staph

La galerie APl Staph (BioMérieux, Lyon, Rhone-Alpes, France) permet
I’identification en 24 heures des bactéries de genre Staphylococcus et Micrococcus. Les
tests disponibles sur cette galerie ainsi que les réactifs nécessaires a la lecture des résultats
sont présentés a I’appendice C. L’inoculation de la galerie se fait selon les
recommandations du fabricant. A partir d’une culture de 24 heures sur gélose nutritive,
une suspension bactérienne est faite dans le milieu API Staph (BioMérieux). Une
évaluation visuelle de la turbidité de la suspension est effectuée afin que celle-ci soit
équivalente a I’étalon 0,5 de I’échelle McFarland. Cette suspension est utilisée pour
ensemencer chacun des puits de la galerie API Staph. Lorsque le fabriquant le spécifie, le
puit est recouvert d’huile minérale stérile. La galerie est déposée dans son support rempli
d’eau et incubée & 37°C pour 24 heures. Suite a I’incubation, la galerie est lue selon les
directives du fabricant. Les résultats sont analysés a I’aide du logiciel APILAB Plus
(BioMérieux).

2.4.1.3 Test de coagulase

Pour confirmer I’identification de Staphylococcus aureus, un test de détection de
la coagulase, I’enzyme qui provoque la coagulation du plasma, est effectué (Prescott,
Harley et Klein, 1995). A partir d’une culture pure, une colonie est transférée dans un
tube de bouillon BHI (Brain Heart Infusion) (Becton Dickinson) (Appendice B). Le tout
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est incubé a 37°C durant 18 a 24 heures. A 1’aide d’une pipette stérile, 500 pl de plasma
réhydraté (Bacto coagulase plasma) (Bacto, Becton Dickinson) sont placés dans un tube
stérile. Deux gouttes de la culture préparée sont ajoutées et le tout est mélangé
délicatement. Aprés une incubation & 37°C durant une période de 4 heures, une
coagulation dans le fond du tube est observée dans le cas d’un résultat positif. Si aucune

coagulation n’est apparente aprés 4 heures, le résultat est négatif.

2.4.1.4 API 20 Strep

La galerie API 20 Strep (BioMérieux) permet I’identification en 24 heures des
bactéries de genre Streptococcus. Cette galerie met en évidence certaines activités
enzymatiques ou de fermentation de sucres. Les détails des tests disponibles sur cette
galerie ainsi que les réactifs nécessaires a la lecture des résultats sont présentés a
I’appendice C. La galerie est utilisée selon les directives du fabricant c’est-a-dire qu'une
suspension dense (étalon 4 de 1’échelle McFarland) est réalisée a partir d’une culture pure
de 24 heures. Celle-ci est utilisée pour ensemencer les cupules des tests enzymatiques et
pour effectuer une deuxiéme suspension dans le milieu API GP (BioMérieux), un milieu
enrichi qui contient un indicateur de pH. Cette suspension sera utilisée pour les réactions
de fermentation. Aprés I’inoculation, la galerie est déposée dans son support rempli
d’eau, incubée a 37°C pour 24 heures et lue selon les directives du fabricant. Les résultats

sont analysés avec le logiciel APILAB Plus (BioMérieux).

2.4.2 Bacilles Gram positifs

Les bacilles Gram positifs sont soumis a un test de production d’endospores afin

de déterminer s’il appartiennent au genre Bacillus.

2.4.2.1 Test de sporulation

Une colonie bien isolée est mise en culture dans un tube contenant 10 ml de
bouillon nutritif (Becton Dickinson) (Appendice B). Le tout est incubé a 37°C pendant 24

heures. Suite a cette période d’incubation, un témoin positif est préparé par
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I’ensemencement d’une gélose nutritive, a partir de chacun des tubes. Ceux-ci sont
ensuite placés dans un bain-marie ajusté & 75°C (HAAKE V, Haake, Karlsruhe,
Allemagne) pour une période de 15 minutes, afin d’éliminer tous les organismes non
sporulants. Aprés refroidissement, une gélose nutritive est ensemencée a partir de chacun
des tubes pour vérifier la présence de bactéries sporulantes. Le tout est incubé a 37°C
pendant 24 a 48 heures. Les isolats dont la croissance est visible sur les deux géloses sont

considérés comme appartenant au genre Bacillus.

2.4.2.2 API1 50 CH

La galerie API 50 CH (BioMérieux) permet I’étude du métabolisme des glucides
et I’identification des bactéries du genre Bacillus lorsqu’elle est utilisée avec la galerie
API 20 E. Le milieu API 50 CHB (BioM¢érieux) est utilisé pour mettre en suspension
toutes les colonies présentes sur la gélose. Il contient un indicateur de pH qui prend une
coloration jaune lorsque des acides organiques sont produits suite au catabolisme des
glucides. Suite a I’inoculation de chacune des cupules avec la suspension préparée
précédemment, la galerie est déposée dans son support rempli d’eau et incubée & 37°C
pendant 24 heures. La liste compléte des substrats disponibles dans cette galerie est

présentée a ’appendice C.

2.4.2.3 AP1 20E

La galerie API 20 E (BioM¢érieux) permet non seulement I’identification des
entérobactéries et autres bacilles Gram négatifs mais permet aussi de compléter
I’identification des bactéries du genre Bacillus. Pour cette derniére utilisation, seulement
les tubes de ONPG & GLU sont utilisés selon les directives du fabricant. Les tests
disponibles ainsi que les réactifs nécessaires a la lecture des résultats sont présentés a
I’appendice C. A partir d’une culture de 24 heures, une colonie est remise en suspension
dans un milieu de NaCl 0,85% (BioMérieux). Cette suspension est utilisée pour remplir
les cupules. La galerie est par la suite placée dans son support rempli d’eau et incubée
pendant 24 heures a4 37°C. Les résultats sont analysés avec le logiciel APILAB Plus
(BioMérieux).
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2.4.3 Bacilles Gram négatifs

Deux tests préliminaires doivent étre faits pour le choix de la galerie API 4 utiliser
pour les bacilles Gram négatifs. Il s’agit du test de I’oxydase et de la fermentation du

lactose.

2.4.3.1 Test de ’oxydase

Le test de ’oxydase permet de détecter la présence de la cytochrome ¢ oxydase,
capable de réduire 1’0,. A 1’aide d’un cure-dent stérile, une colonie est déposée 2 la
surface d’un papier filtre. Une goutte de solution de dihydrochlorure de tétraméthyl-p-
phénilénediamine 1% (Bio mérieux) est déposée sur la colonie. La réaction est positive
lorsqu’une couleur pourpre apparait dans les dix secondes qui suivent I’application du

réactif (Prescott, Harley et Klein, 1995).

2.4.3.2 Fermentation du lactose

Les bacilles Gram négatifs sont cultivés sur des géloses MacConkey (Becton
Dickinson) (Appendice B) qui contiennent du lactose comme seul sucre. Les bactéries qui
fermentent le lactose forment des colonies rouges alors que les bactéries qui ne
fermentent pas le lactose forment des colonies incolores (Prescott, Harley et Klein, 1995).

Pour ces derni¢res, la galerie API 20 NE est utilisée pour I’identification.

2.4.3.3 API 20 NE

La galerie APl 20 NE (BioMérieux) permet I’identification en 48 heures des
bacilles Gram négatifs non-Enterobacteriaceae (Appendice C). Une suspension de
turbidité équivalente a 1’étalon 0,5 de I’échelle McFarland est préparée dans une solution
de NaCl 0,85% (BioM¢érieux) a partir de laquelle la moitié des cupules sont ensemencées.
Cette solution sert également d’inoculum pour une seconde suspension dans un milieu

AUX (BioMérieux) contenant un indicateur de pH pour I’inoculation des cupules
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restantes. La galerie est placée dans son support rempli d’eau et incubée a 30°C. La
lecture des résultats se fait aprés 24 heures et apreés 48 heures et ceux-ci sont analysés a

I’aide du logiciel d’identification APILAB Plus (BioMérieux).
2.4.4 Analyse des résultats a I’aide du logiciel APILAB Plus

Lorsque les résultats des tests biochimiques des différentes galeries API sont
entrés dans la base de données APILAB Plus, I’identification fournie par le logiciel est
accompagnée du pourcentage d’identification, de I’indice T, d’un commentaire sur
I’identification qui est déterminé par le pourcentage d’identification et I’indice T, des
tests a I’encontre et d’une note, le cas échéant. Le pourcentage d’identification représente
la proximité relative de la bactérie a I’étude aux différents groupes ou taxons de la base de
données. L’indice T quant a lui, représente la proximité de la bactéries a 1’étude au profil
le plus typique dans un taxon. Un pourcentage d’identification supérieur & 99,9% ainsi
qu’un indice T supérieur & 0,75 méne & une excellente identification. Un pourcentage
d’identification supérieur a 99,0% ainsi qu’un indice T supérieur a 0,5 ou 0,25 ménent
respectivement & une trés bonne identification ou une bonne identification. Si le
pourcentage d’identification est supérieur a 80,0% et que I’indice T est inférieur a 0,25,
I’identification est acceptable. Lorsque les taxons retenus pour I’identification
appartiennent a la méme espece, I’identification est effectuée au niveau de ’espéce tandis
que lorsque ces taxons appartiennent au méme genre, I’identification est seulement au
niveau du genre. Si les taxons retenus appartiennent a différents genres, 1’identification
offre une faible discrimination et est non fiable si la somme des % d’identification est

inférieure & 80% (BioMérieux, 1997).
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2.5 Identification des bactéries par le séquencage du géne de 'ARNr 16S

2.5.1 Extraction et quantification de I'ADN génomique

Des colonies bien isolées sont mises en suspension dans 100 pl d'eau distillée
stérile dans un tube & centrifugation stérile de 0,5 ml. Les tubes sont par la suite placés
dans un bain d'eau bouillante pendant une période de 5 minutes afin de briser les
membranes cellulaires et permettre la libération de I’ADN. Les tubes sont ensuite
refroidis rapidement sur glace et les débris cellulaires sont éliminés par une centrifugation
a 6000 X g pendant 5 minutes dans une centrifugeuse de table (MicroMax, International
Equipment Company). Le surnageant contenant 1’ADN est récupéré et conservé a -20°C

jusqu'a son utilisation.

La quantit¢ d’ADN dans le surnageant est estimée par comparaison avec un
marqueur standard aprés migration sur gel d’agarose 0,8% (Bio-Rad, Hercules,
Californie, E.-U.). Différentes quantités (500 ng, 400 ng, 300 ng, 200 ng, 100 ng, 50 ng et
10 ng) d’un marqueur d’ADN (phage lambda, 0,25 pg/ul) (Roche Ltd., Basel, Suisse)
sont respectivement déposées dans des puits d’un gel d’agarose. Quatre microlitres de
chaque suspension d’ADN microbien sont également déposés dans les puits. Un courant
de 120 volts est appliqué et la migration est conduite durant environ 15 minutes. Le gel
d’agarose est déposé dans un bain contenant 0,5 pg par ml de bromure d’éthidium (Bio-
Rad) pour une période de 30 minutes et ’ADN est visualisé sous UV avec l'appareil Gel
Doc 1000 (Bio-Rad) et a I'aide du logiciel Quantity One Version 4.2.3 (Bio-Rad).

Dans certains cas, lorsqu’aucun ADN n’était visible sur gel d’agarose suite a la
réalisation de la technique décrite précédemment, une seconde méthode d’extraction a été
nécessaire. Des colonies bien isolées sont alors mises en suspension dans 200 pl de
tampon TE (10 mM Tris-HCI (Gibco, Invitrogen), pH de 8,0, 1 mM EDTA (Gibco,
Invitrogen), pH de 8,0) et 8 pl d’une solution de lysozyme (50 mg/ml) (Sigma Chemical

Co.) sont ajoutés. Le tout est placé & 37°C pendant une heure pour permettre au lysozyme
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de briser la paroi cellulaire des bactéries. Suite & cette période, 20 pl d’une solution de
SDS 10% sont ajoutés au mélange et le tout est placé dans un bain d’eau bouillante pour
une période de 5 minutes afin de briser les membranes cellulaires et de permettre la
libération de I’ADN bactérien. Les tubes sont ensuite rapidement refroidis sur glace et les
débris cellulaires sont éliminés par une centrifugation a 6000 X g pendant 5 minutes. Le
surnageant contenant I’ADN est récupéré et purifié par une extraction au phénol :
chloroforme. La concentration de ’ADN bactérien est ensuite estimée de la fagon décrite

précédemment.

Dans certains cas, une troisiéme technique d’extraction de I’ADN bactérien a été
nécessaire. Des colonies bien isolées sont mises en suspension dans 500 pl de tampon
PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl (J.T.Baker chemical Co., Phillipsburg, New Jersey, E.-
U.), 10 mM Na,HPO, (Sigma Chemical Co.), 1,8 mM KH,PO, (Sigma Chemical Co.),
pH 7,4) dans un tube de 1,5 ml a bouchon hermétique, stérile. Cinq cent pl de solution
d’extraction (500mM Tris-HCI pH 8,0, 100mM NaCl, SDS 10%, 100mM EDTA) sont
ajoutés de méme que 1,0 g de billes de verre 0,1 mm (B. Braun Biotech International,
Allemagne). Le tout est homogénéisé pendant 10 minutes a vitesse maximale (Retsch,
Sybron/Brinkmann, Rexdale, Ontario, Canada) afin de briser les membranes cellulaires,
500 pl de chacune des suspensions contenant I’ADN bactérien sont récupérés et celui-ci

est purifi€ au phénol : chloroforme.

2.5.2 Amplification du géne de I'ARNr 16S par PCR

Les amorces universelles pour les eubactéries pA (5'-AGA GTT TGA TCC TGG
CTC AG-3") et pH (5'-AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA-3") (Ulrike et al., 1989),
correspondant respectivement aux positions 19-38 et 1541-1581 du géne de I'ARNr 16S
de Escherichia coli, ont été utilisées pour la réaction de PCR (Réaction de polymérisation
en chaine). La réaction d'amplification est conduite dans un volume de 50 pl contenant 5
pl de tampon de réaction 10X (Stratagene, La Jolla, Californie, E.-U.) (Appendice D), 0,2
mM d’un mélange de déoxynucléotides (Stratagene), 10 pmol de chaque amorce et 2,5 U
de Tag polymérase (Stratagene). La réaction de PCR est effectuée sur I’appareil
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GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Californie, Etats-Unis) et les
paramétres expérimentaux sont les suivants : départ & chaud a 80°C pendant 5 minutes,
période pendant laquelle I'ADN bactérien (100 pg a 10 ng) est ajouté, ensuite,
dénaturation de ’ADN matrice 4 94°C pendant 5 minutes et appariement des amorces a
55°C pendant 5 minutes. Cette séquence est suivie d’une période d’élongation & 72°C
pendant 2 minutes, d’une période de dénaturation & 94°C pendant 40 secondes et d’une
période d’appariement des amorces a 55°C pendant une minute. Le cycle d’élongation,
dénaturation, appariement est effectué 30 fois. Une période d’extension supplémentaire
de 10 minutes a 72°C termine la réaction. Le produit PCR est conservé a -20°C jusqu'a

son utilisation.
2.5.3 Digestion enzymatique de I'amplicon

Suite a la réaction de PCR, une vérification sur gel d’agarose 0,8% est effectuée
pour s’assurer qu’un amplicon unique et d’une taille d’environ 1500 pb a bien été obtenu.
Le produit de PCR est ensuite soumis & trois digestions enzymatiques effectuées
séparément avec HinPll, Rsal et Alul (New England BioLabs Inc., Beverly,
Massachusetts, E.-U.) afin d’obtenir trois profils de digestion pour chaque échantillon.
Cette technique est appelée « Restriction Fragment Length Polymorphism » (RFLP).
Briévement, 10 pl de produit de PCR sont ajoutés dans un tube stérile de 0,6 ml de méme
que 7,5 pl d’eau stérile, 2 pl du tampon 10X spécifique a I’enzyme utilisé (NEBuffer 2
pour HinP1l et Alul et NEBuffer 1 pour Rsal) (New England BioLabs Inc.) (Appendice
D) et 0,5 pul d’enzyme. Le tout est incubé & 37°C pendant une heure avant visualisation du
résultat sur gel d’agarose 2%. Pour chaque profil de digestion différent, un représentant
est choisi pour le clonage et le séquengage du fragment de PCR.

2.5.4 Clonage des fragments de PCR pour le séquengage
Les fragments de PCR sont clonés a I'aide de la trousse TA cloning kit

(Invitrogen). Le vecteur pCR®2.1 inclus dans cette trousse est congu pour le clonage de

fragments PCR puisqu’il présente a chaque extrémité 3’ une base déoxythymidine (T)
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libre qui peut s’apparier lors du clonage avec la déoxyadénosine (A) libre, ajoutée par la

Taq polymérase lors de la réaction de PCR .

2.5.4.1 Ligation du produit de PCR dans pCR®2.1

Chaque fragment de PCR choisi pour le séquengage est utilisé & raison de 20 ng
d’ADN pour chacune des réactions de ligation. Le volume réactionnel final est de 10 pl et
comprend 2 pl du vecteur pPCR®2.1 (25 ng/pl, dans 10mM Tris-HCI, | mM EDTA, pH 8),
1 pl (4U Weiss) de I’enzyme ADN ligase du phage T4 et 1 pl de tampon de ligation 10X
(Appendice D). Le tout est incubé & 14°C pendant 16 heures avant d’étre utilisé pour la

réaction de transformation.

2.5.4.2 Transformation bactérienne

Suite a la réaction de ligation, les plasmides sont insérés dans des cellules E. coli
compétentes INVaF’ One Shot (Invitrogen). Pour ce faire, 2 pl du produit de la ligation
sont ajoutés a 50 pl de cellules compétentes. L’introduction de I’ADN plasmidique dans
les cellules est effectuée a 1’aide d’un choc thermique. Les cellules sont placées dans un
bain de glace pendant 30 minutes, transférées a 42°C pendant une période de 30 secondes
et replacées dans la glace. Aprés I’ajout de 250 pl de milieu de culture SOC (Invitrogen)
(Appendice B) les cellules sont placées & 37°C sous agitation constante & 125 rotations
par minute, pendant une heure afin de régénérer les parois bactériennes endommagées
pendant le choc thermique. Suite a cette étape, différents volumes des produits de
transformation sont étalés sur des milieux de culture 2 x YT (Difco, Becton Dickinson)
(Appendice B) supplémentés avec 1,5% d’agar et 100 mg/ml d’ampicilline (Gibco BRL)
et sur lesquels 40 pl d’une solution de 40 mg/ml de X-gal (bromo-4-chloro-3-indolyl-#-
D-galactopyranoside) ont été étalés. Le tout est incubé pour un minimum de 18 heures a

37°C.
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2.5.4.3 Sélection des colonies recombinantes

Le vecteur pCR®2.1 posséde un géne de résistance 4 I’ampicilline qui permet la
sélection des colonies provenant de cellules recombinantes. La sélection des cellules qui
possédent I’insert, quant & elle, se fait par o-complémentation. Le vecteur pCR®2.1
posséde les fragmentsx et Q du géne lacZ, codant pour la B-galactosidase, qui sont
séparés par le site de clonage. La présence de I’insert interrompt la transcription du géne
lacZ ce qui fait que le substrat chromogéne X-gal ne peut étre dégradé en un produit bleu
par la B-galactosidase. Les cellules ayant le plasmide contenant I’insert présenteront donc
le phénotype de colonies blanches tandis que les cellules ayant le plasmide ne contenant
pas D’insert présenteront le phénotype de colonies bleues. Les colonies présentant le
phénotype désiré sont prélevées a 1’aide d’un fil de platine stérile et mises en culture dans
5 ml de bouillon 2 x YT, contenant 100 mg/ml d’ampicilline, & 37°C sous agitation

constante pendant une période de 18 heures.

2.5.4.4 Mini-préparation des plasmides

L’extraction de I’ADN plasmidique est effectuée avec la trousse QIAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen, Venlo, Pays-Bas). Les cultures préparées la veille sont
centrifugées a vitesse maximale pendant une minute (MicroMax, IEC). Les cellules sont
remises en suspension dans le tampon P1 contenant la Rnase A. La lyse cellulaire est
effectuée en conditions alcalines, en présence de NaOH et de SDS (tampon P2). Le SDS
solubilise les phospholipides et les protéines de la membrane tandis que le pH alcalin
dénature ’ADN chromosomal et plasmidique de méme que les protéines. La réaction est
par la suite neutralisée et ajustée a une concentration élevée de sels par ’ajout du tampon
N3. La haute concentration de sels permet la précipitation des protéines dénaturées, de
I’ADN chromosomique, des débris cellulaires et du SDS. Suite & ces étapes, le mélange
est centrifugé & vitesse maximale (MicroMax, IEC) pendant 10 minutes. Le surnageant
est récupéré et déposé sur la colonne QIAprep contenant une membrane de silica-gel qui
permet ’absorption sélective de I’ADN plasmidique dans un tampon a haute
concentration de sel et I’élution de ’ADN plasmidique dans un tampon a faible

concentration de sels. Les colonnes sont ce trifugées & vitesse maximale pendant une
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minute ce qui permet 1’absorption des plasmides sur la membrane. Les sels sont par la
suite retirés par un lavage avec le tampon PE contenant 80% d’éthanol. L’ADN
plasmidique est par la suite élué par 1’ajout de 50 pl d’eau stérile et par une période de

centrifugation a vitesse maximale pendant une minute.

2.5.4.5 Digestion enzymatique des plasmides

Les plasmides obtenus a I’étape précédente sont digérés avec I’enzyme de
restriction EcoR1 (New England BioLabs Inc.) afin de linéariser le vecteur et de séparer
celui-ci de I’insert grice aux sites EcoR1 situés de part et d’autre du site de clonage. Le
mélange réactionnel a un volume final de 20 pl et contient 5 pl du produit de la mini-
préparation de plasmides, 2 pl du tampon NEBuffer EcoR1 10X (Appendice D), 0,2 ul de
BSA 100X (New England BioLabs Inc.) et 0,5 pl de I’enzyme EcoR1. Le tout est incubé
a 37°C pendant une période d’une heure. La totalité du mélange réactionnel est déposé
dans les puits d’un gel d’agarose 0,8% et un courant de 120 volts est appliqué pendant
une période de 30 minutes. Le gel est visualisé tel que décrit précédemment et les
échantillons contenant le vecteur linéarisé et I’insert de la bonne taille (1500 pb) sont

choisis pour le séquengage.

2.5.5 Séquengage du géne de I’ARNr 16S

Le séquencage de I'ADN plasmidique est réalisé & l'aide d'un séquengeur
automatique (ABI Prism 3700 DNA Analyser) (DNA LandMark inc., Saint-Jean-sur-
Richelieu, Québec, Canada). La méthode utilisée est basée sur celle de Sanger et al.
(1977). Lors d’une réaction de PCR, une petite quantité de quatre ddNTP, chacun couplé
a un fluorochrome différent, est ajoutée 3 un mélange des quatre ANTP. Les ddANTP
peuvent étre incorporés dans la chaine d'ADN par la polymérase mais empéchent
l'incorporation d'un dNTP a leur suite compromettant la poursuite de 1'élongation du brin
d'ADN. Cette technique génére des fragments d'ADN de longueurs différentes qui sont
analysés par électrophorése capillaire. Lorsque 1’échantillon passe a travers le capillaire,

les différents fragments sont séparés et atteignent la fin du capillaire & des temps



différents. La fluorescence émise par chacun des différents dNTP est capturé par un
détecteur et le résultat est exprimé sous la forme d’un chromatogramme ou les différents
pics représentent une base. L'amorce anti-sens M13 (5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3")
et l'amorce sens du promoteur de T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3") sont

utilisées pour le séquencgage.
2.5.6 Comparaison avec les banques de données
Le programme FASTA 3 de I’ « European Bioinformatics Institute » (European

Bioinformatics Institute, 2002) est utilisé pour la comparaison des séquences obtenues

avec les séquences disponibles dans la banque de données EMBL.

2.6 Identification des champignons microscopiques par I’étude des caractéres
culturaux et morphologiques

2.6.1 Isolement et culture des champignons microscopiques

Chaque champignon microscopique ayant une morphologie différente est isolé sur
gélose Sabouraud dans I’enceinte d’une hotte & flux laminaire (Safety Cabinet, Envirco
Corporation, Albuquerque, Nouveau Mexique, E.-U.). Dans certains cas, les isolats ont
été cultivés sur milieu Czapek afin de favoriser D’apparition de structures de
différentiation. Lorsque de telles structures sont visibles a I'oeil, celle-ci sont touchées a
I’aide d’un cure-dent stérile et repiquées ponctuellement. Lorsque de telles structures ne
sont pas visibles, une section de I’agar contenant du mycélium est prélevée et déposée a la
surface du milieu de culture. Les géloses sont incubées & 25°C pour une période de 5

jours et observées quotidiennement pour voir 1’apparition de structures différentiées.
2.6.2 Préparation des lames pour la microscopie

L’observation des structures de reproduction se fait en microscopie optique (Leitz

Laborlux S, Leica) & un grossissement de 400 X ou de 1000 X sous immersion d’huile.
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Une coupe mince du mycélium est faite a I’aide d’un scalpel désinfecté & 1’éthanol 70% et
déposée sur une lame de microscope. Une lamelle est fixée sur la coupe par une mince

couche de silicone.
2.6.3 Clés d’identification

Les clés de détermination utilisées pour 1’identification des mycétes sont celles
retrouvées dans I’ouvrage de Botton et al. (1990). Pour chaque isolat, le groupe, le genre

et I’espéce sont déterminés par D’observation des caractéristiques culturales et

morphologiques.
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Chapitre 3

Résultats

3.1 Décompte viral

Le tableau 3 présente les concentrations virales (granules/ml) obtenues lors de la
production virale in vivo. La production virale sans antibiotique (lots 1 & 6) a permis
d’obtenir des concentrations variant entre 9,77x10° granules/ml et 1,07x10" granules/ml
(moyenne = 5,13x10'"). De méme, la concentration dans les lots avec auréomycine (lots 7
4 10) varie entre 6,30x10'" granules/ml et 1,22x10'* granules/ml (moyenne = 4,47x10"").
Aucune particule virale n’a été détectée chez les insectes qui n’ont pas €té mis en contact

avec le virus (lots 11 et 12).

L'analyse de variance hiérarchisée démontre que la différence de 13%, observée
entre les concentrations virales moyennes des traitements avec et sans auréomycine, n’est
pas significative ( p = 0,4017). Cependant, il existe une différence significative entre les
différents lots ( p < 0,0001). Suite & ce dernier résultat, un test de comparaison multiple
de Tukey-Kramer HSD a été réalisé a I’intérieur des deux traitements afin de partager les
lots qui différent les uns des autres. Ce test a démontré que, dans le cas du traitement avec
antibiotique, le lot 9 est le seul qui différe significativement des autres. Dans le cas du
traitement sans antibiotique, aucune valeur ne peut étre a elle seule responsable de la

variation significative observée.

3.2 Décompte des micro-organismes viables sur milieu gélosé

Les résultats du dénombrement des micro-organismes sur milieu de culture sont
présentés au tableau 4. Les valeurs présentées ont été obtenues en calculant 1a moyenne et
I’écart-type de toutes les concentrations obtenues (UFC/ml) a partir des boites de Pétri sur

lesquelles le nombre de colonies se situait entre 30 et 300. Pour les lots sans
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Tableau 3 : Concentrations de ChfuGYV obtenues lors de la production in vivo chez

les larves de Choristoneura fumiferana élevées sur une diéte artifi-
cielle avec ou sans auréomycine

Traitement Lots Concentration virale Ecart-type
Granules/ml (+/-)
( 1 8,40x10"" 1,19x10"
2 1,07x10" 1,35 x10"
11 11
Sans antibiotique { 3 3’30)(10“ 6,79 XIO“
4 3,34x10 5,69 x10
5 4,93 x10" 6,15 x10"!
\ 6 9.77 x10° 1,23 x10'°
7 9,26 x10'° 1,21 x10"!
o 8 6,30 x10" 1,07 x10"
Avec antibiotique 12 12
9 1,22 x10 1,66 x10
10 4,11 x10" 1,12 x10"
: , 11 0 0
Non infecté { 12 0 0

Pour chacun des lots, n = 60
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antibiotique (1 & 6), la concentration moyenne des micro-organismes viables sur agar
nutritif, Sabouraud et R2A sont respectivement de 6,87x1 0° UFC/ml, 5,09x10° UFC/ml et
6,32x10° UFC/ml. Pour les lots dans lesquels I’auréomycine a été ajoutée (7 a 10), ces
concentrations sont respectivement de 3,30x10° UFC/ml, 3,41x10° UFC/ml et 5,72x10°
UFC/ml ce qui représente une diminution de 99,9% dans tous les cas. Les lots non
infectés (11 et 12) montrent une diminution de 99,7% de la concentration moyenne des
micro-organismes pour les trois milieux de culture utilisés avec des valeurs de 1,47x10’

UFC/ml, 1,50x10” UFC/ml et 1,76x10” UFC/ml.

L'analyse de variance hiérarchisée des résultats du décompte viable fait ressortir
une différence significative entre les différents traitements utilisés (sans antibiotique, avec
antibiotique ou non-infectés) ( p < 0,0001). Suite a ce résultat, un test de comparaison
multiple Tukey-Kramer HSD a été effectué afin de déterminer les traitements qui
différent les uns des autres. Celui-ci a démontré une différence significative entre les
traitements avec et sans auréomycine. Les concentrations de micro-organismes associées
au traitement 3 (non-infectés) ne varient pas significativement avec les valeurs des deux
autres traitements. L’analyse de variance hiérarchisée a également décelé une différence
significative entre les différents milieux de culture et les différents lots ( p = 0,0004 et p <
0,0001, respectivement). Cependant, les milieux de culture différent significativement
uniquement dans les lots avec antibiotique (ANOVA 2 un critére de sélection, p =
0,0070). Le test de comparaison multiple a démontré que seul le milieu R2A différe

significativement avec les autres dans ce cas.

3.3 Isolement et identification des bactéries par le systéme API

3.3.1 Tests préliminaires et galeries API
Dans chacun des lots (le lot initial (i) qui n’a pas été utilisé dans le décompte viral

et microbien et les lots 1 a 12), et pour chacun des 3 milieux de culture utilisés, un

représentant de chaque phénotype, (couleur, forme, texture de la colonie, etc.) a été isolé.
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A partir de tous les lots de production, 123 isolats bactériens ont été cultivés. L'appendice
E présente les résultats des différents tests préliminaires a I'identification qui ont été
effectués sur les souches bactériennes isolées. Les isolats ont été regroupés en 47 groupes
selon les résultats des tests préliminaires et selon I’apparence des colonies sur milieu de
culture. Un représentant de chaque groupe ainsi formé a été identifié par le systtme API.
Parmis ceux-ci, 7 genres et 16 différentes espéces bactériennes ont été identifiés. Ces
identifications sont présentées au tableau 5 avec les pourcentages d'identification, I'indice

T et le commentaire fournis par le logiciel APILAB.

3.3.2 Confirmation de I’identification

Suite aux résultats obtenus avec les galeries API, le logiciel APILAB suggérait
des tests supplémentaires pour la confirmation de I’identification dans le cas de S. aureus
et de K. varians. Ces résultats ont €té pris en compte dans I’identification finale de ces

bactéries.

3.3.2.1 Staphylococcus aureus : test de coagulase

Les groupes 13, 20, 29 et 41 ont tous été identifiés par la galerie API Staph
comme appartenant a l'espéce S. aureus. Les commentaires sur les identifications, fournis
par le logiciel APILAB sont: bonne identification et bonne identification au genre.
Cependant, afin de confirmer cette identification, tous ces isolats ont subi le test de la
coagulase et ont tous obtenu un résultat négatif contredisant I'identification de la galerie
API Staph. Le taxon le plus rapproché suggéré par le logiciel APILAB est S.
saprophyticus dans le cas de 13, S. xylosus dans le cas de 20 et 29 et S. homini dans le cas
de 41.

3.3.2.2 Kocuria varians/rosea : observation de la pigmentation sur milieu de culture

Le groupe 27 est le seul & avoir été identifié comme appartenant au genre Kocuria.
Le pourcentage d'identification est de 79,6% et l'indice T est de 0,64 ce qui fournit une

faible discrimination. L'identification de l'espéce n'est pas fournie par la galerie API

51



Tableau 5 : Identification par le systéme API des bactéries isolées
dans les préparations de ChfuGV produites in vivo

Groupe Identification API Pourcentage Indice T Commentaire*
d'identification
1 Bacillus subtilis 99,0 0,40 c
2 Bacillus subtilis 97,8 0,63 c
3 Staphylococcus warneri 95,0 0,88 c
4 Bacillus subtilis 95,9 0,58 c
5 Bacillus subtilis 98,9 0,50 c
6 Bacillus cereus 66,5 0,98 €
7 Bacillus cereus 66,5 0,98 e
8 Bacillus subtilis 99,5 0,88 b
9  Staphylococcus saprophyticus 88,7 1,00 d
10  Pseudomonas aeruginosa 99,5 1,00 b
11 Pseudomonas aeruginosa 99,5 1,00 b
12 Pseudomonas aeruginosa 99,5 1,00 b
13 Staphylococcus aureus 65,9 0,80 f
14 Bacillus subtilis 95,2 0,60 c
15  Staphylococcus saprophyticus 88,7 0,87 d
16  Pseudomonas aeruginosa 99,5 1,00 a
17 Staphylococcus xylosus 99,8 0,84 b
18  Staphylococcus warneri 95,0 0,88 c
19  Staphylococcus saprophyticus 46,6 0,76 g
20  Staphylococcus aureus 73,7 0,79 f
21  Bacillus pumilus 99,9 0,82 a
22 Bacillus licheniformis 86,4 0,42 d
23 Bacillus cereus 95,5 0,80 c
24  Bacillus subtilis 99,8 0,62 b
25  Bacillus pumilus 99,9 0,77 a
26  Bacillus pumilus 99,9 0,92 a
27  Kocuria varians/rosea 79,6 0,16 h
28  Staphylococcus saprophyticus 88,7 0,87 d
29  Staphylococcus aureus 73,7 0,79 f
30  Bacillus stearothermophilus 99,9 0,77 a

* a = excellente, b = trés bonne, ¢ = bonne, d = acceptable, e = excellente au genre,
f=bonne au genre, g = acceptable au genre et h = faible discrimination
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Tableau 5 : Identification par le syst¢éme API des bactéries isolées
dans les préparations de ChfuGYV produites in vivo (suite)

Groupe Identification API Pourcentage Indice T Commentaire*
d'identification
31  Micrococcus sp. 99,1 0,51 b
32  Pseudomonas fluorescens 99,9 0,97 a
33 Pseudomonas fluorescens 99.9 0,67 b
34  Lactococcus lactis lactis 48,7 0,60 h
35  Bacillus sphaericus 83,0 0,91 h
36  Staphylococcus lugdunensis 85,4 0,88 d
37  Staphylococcus warneri 96,5 0,88 c
38  Pseudomonas aeruginosa 99,1 0,52 b
39  Bacillus stearothermophilus 99,1 0,64 b
40  Staphylococcus warneri 46,8 0,54 g
41  Staphylococcus aureus 94,1 0,86 c
42  Bacillus stearothermophilus 91,5 0,70 h
43 Bacillus pumilus 99,9 0,68 b
44  Bacillus pumilus 99.9 0,64 b
45  Staphylococcus epidermidis 80,8 0,89 f
46  Bacillus cereus 66,5 0,98 e
47  Ralstonia pickettii 95,1 0,64 c

* a = excellente, b = trés bonne, ¢ = bonne, d = acceptable, e = excellente au genre,
f = bonne au genre, g = acceptable au genre et h = faible discrimination
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Staph. Cependant, I'espéce K. rosea produit un pigment rouge contrairement a ce qui est
p P p p pigm g

observé pour le groupe 27, ce qui méne a I’identification de K. varians.

3.4 Identification des bactéries par le séquencage du géne de ' ARNr 16S

3.4.1 Extraction d’ADN génomique

L’extraction d’ADN a partir des colonies isolées selon la premiére technique
décrite dans la méthodologie a permis d’obtenir des concentrations ’ADN génomique
variant de 1 ng/pl a 1 pg/pl. Dans certains cas (isolats 1, 2, 7, 1:1, 1:2), la seconde
technique d’extraction de ’ADN génomique utilisant du SDS et du lysozyme a dii étre
utilisée et a généré des concentrations d’ADN variant entre 10 a4 400 ng/ul. La derniére
technique d’extraction de I’ADN a été nécessaire dans le cas de I’isolat 7 : 5 et a généré
de ’ADN génomique d’une qualité supérieure aux deux autres techniques (moins de

dégradation de I’ADN), avec une concentration de 400 ng/pl.

3.4.2 Amplification du géne de I’ARNr 16S par PCR et analyse de restriction des
fragments obtenus

Les amorces pA et pH ont permis I’amplification de fragments uniques d’environ
1500 paires de bases dont la présence a été vérifiée par électrophorése sur gel d’agarose.
Suite a la digestion de ces fragments par les enzymes HinP1l, Rsal et Alul, trois patrons
de digestion ont été générés pour chaque échantillon (figure 3). La comparaison entre les
différents patrons a permis la séparation des isolats selon le génotype ce qui a conduit &
15 profils différents. Sur la figure 3a, (HinP1I) on remarque que les profils 2 et 6, 5 et 12,
ainsi que 8 et 9 sont similaires. Cependant, ceux-ci sont différents dans la figure 3¢
(Alul). Sur la figure représentant les profils de digestion par Rsal, on remarque que les
profils 1, 5, 8, 9 et 15 ainsi que les profils 4 et 10 sont similaires. Lorsqu’on observe les
profils de digestion HinP1l, les profils 1, 5 et 15 ainsi que les profils 4 et 10 différent
entre eux tandis que les profils 8 et 9 sont toujours similaires. Sur la figure 3¢ (4/u1)

cependant, ces deux profils sont différents. Sur la figure présentant la digestion
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Figure 3 :

Migration sur gel d’agarose du produit des digestions HinP11, Rsal et
Alul du géne de PARNr 16S amplifié par PCR pour les 15 différents
profils isolés

a) Digestion de I’ADNr 168 par HinP11
b) Digestion de I’ADNTr 16S par Rsal
¢) Digestion de I’ADNTr 16S par Alul
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Alul, les profils 1, 4, 9 et 15 ainsi que 6 et 10 sont similaires. Sur la figure 3b, cependant,
ces profils sont différents a I’exception des profils 1 et 9 qui sont différents lorsque

digérés par HinP1I (figure 3a).

3.4.3 Clonage et séquencage de I’ADNr 16S

Un seul représentant pour chacun des profils a été choisi pour le clonage du
produit PCR et le séquengage du géne de I’ARNr 16S a I’exception des profils 5 et 9 out
deux représentants ont été soumis au séquengage. Le séquencage a été effectué a 1’aide
des amorces propres au plasmide utilisé pour le clonage, ce qui a généré des séquences
d’environ 500 pb a chaque extrémité du géne. Dans un seul cas (profil 9b), la séquence
compléte du géne a été obtenue en utilisant les mémes amorces. Le tableau 6 présente les
homologies les plus élevées obtenues par la comparaison de nos séquences dans le
logiciel FASTA. Les trois espéces bactériennes dont la séquence du géne de ’ARNr 16S
a obtenu les plus hauts taux d’identité avec nos deux séquences et qui sont bien
caractérisées dans la littérature sont indiquées en ordre d’homologie décroissant. La
séquence 1 est la séquence contenant les nucléotides de ’amorce pA (positions 19-38 du
géne de I'ARNr 16S de Escherichia coli), et la séquence 2 est celle contenant les
nucléotides de I’amorce pH (positions 1541-1581 du géne de I'ARNr 16S de Escherichia

coli). On y remarque que les pourcentages d’identité varient entre 85,421% et 100%.

Dans chacun des cas, I’identification qui a été retenue est celle qui obtenait le plus
haut pourcentage d’homologie avec notre séquence et qui était la mieux caractérisée dans
la littérature. Celle-ci est représentée en caractére gras dans le tableau 6. Dans les cas ol
les homologies ne permettent pas une identification a I’espéce, seul le genre est en

caractére gras.

Dans le cas du profil 4, les deux espéces ayant la plus haute homologie avec nos
séquences sont P. gessardii et P. libanensis. Cependant, puisque les homologies sont les
mémes pour ces deux espéces, seul le genre a été retenu. Deux représentants pour le profil

5 ont été soumis au séquengage. Dans le cas du profil 5a, les homologies avec B. subtilis
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sont élevées mais puisque ces homologies sont beaucoup moins élevées dans le cas du
profil 5b, ’identification retenue est Bacillus sp.. Dans le cas du profil 7, le plus haut taux
d’homologie obtenu est avec Bacillus litoralis (numéro d’acces : AJ309559). Cependant,
cette séquence ne faisant pas 1I’objet d’une publication et les autres homologies étant trop
faibles pour déterminer une espéce (tableau 6), I’identification retenue est Bacillus sp.. Le
profil 12 obtient des homologies peu élevées (89,583% et moins) avec des espéces
bactériennes identifiées et publiées dans la littérature. C’est pourquoi I’identification de
cette bactérie n’a pas été possible. Dans le cas du profil 15, une des deux séquences
disponibles obtient une homologie de 99,324% avec Staphylococcus succinus. Cependant,
la seconde séquence obtient seulement une homologie de 93,707% avec cette espéce, ce
qui est trop peu élevé pour suggérer une relation au niveau de I’espéce. Dans ce cas, seul

le genre a été retenu.

3.5 Comparaison des deux méthodes d’identification des bactéries et synthése des
résultats

3.5.1 Comparaison des deux méthodes d’identification

Le tableau 7 présente une comparaison des résultats d’identification obtenus avec
les deux techniques utilisées (galeries API et séquengage de I’ADNr 16S). On y remarque
que les identifications au niveau de I’espéce concordent entre les deux techniques pour
deux identifications soient Bacillus cereus (profil 2, regroupant les groupes
phénotypiques 6, 7, 23 et 46) et Pseudomonas aeruginosa (profil 3, regroupant les
groupes phénotypiques 10, 11, 12, 16 et 38). Au niveau du genre seulement, les
identifications sont les mémes dans le cas de 8 profils (4, 5, 6, 7, 8, 9, 11 et 15)
regroupant 34 groupes phénotypiques. Les morphologies sur gélose et en microscopie

optique d’un représentant de chacun des profils sont présentées a la figure 4.

Le profil 1 (isolat 8:2), un coque Gram positif (figure 4a) qui n'avait pu étre
identifié par le systtme API, est identifié comme étant Staphylococcus succinus avec une
certitude élevée lorsque le séquengage de I'ADNr 16S est utilisé. Dans le cas du profil 4

I’identification par le syst¢tme API méne & un pourcentage d’identité élevé (99,9% pour P.
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Figured4:  Bactéries isolées

Photographies prises sur gélose et en microscopie
(agrandissement 1000 X) suite a une coloration Gram.

a)

b)

d)

Staphylococcus succinus
Bacillus cereus
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas sp.

Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus megaterium
Bacillus sp.

Staphylococcus aureus
Staphylococcus sp.
Enterococcus mundtii
Kocuria palustris

Bactérie non identifiée
Dietzia natronolimnae
Streptomyces somaliensis
Staphylococcus sp.
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Profil 1
Isolat 8:2
Staphylococcus succinus

Profil 3, groupe 11
Isolat 3:3
Pseudomonas aeruginosa

Profil 2, groupe 7
Isolat 1
Bacillus cereus

X T
Profil 4, groupe 32

Isolat 7:3
Pseudomonas sp.




Profil 5b, groupe 25 Profil Sa, groupe 2
Isolat 6:15 Isolat 5

Bacillus sp. Bacillus sp.

Profil 6, groupe 22
Isolat 1:1
Bacillus megaterium

Profil 7, groupe 30
Isolat 6:21
Bacillus sp.



Profil 8, groupe 41

Profil 9, groupe 37
Isolat 11:5 Isolat 11:1
Staphylococcus aureus Staphylococcus sp.

Profil 10, groupe 34 Profil 11, groupe 27
Isolat 8:3 Isolat 6:18
Enterococcus mundltii Kocuria palustris
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Profil 12
Isolat 7:5
Non identifiée

Profil 14, groupe 35
Isolat 9:3
Streptomyces somaliensis

Profil 13, groupe 31
Isolat 6:22
Dietzia natronolimnae

Profil 15, groupe 17
Isolat 5:4
Staphylococcus sp.




fluorescens). Cependant, lorsque la séquence de ’ADNr 16S est comparée avec les
séquences de la base de données, il est impossible de déterminer I'espéce. Le genre seul
est donc retenu. Le profils 5, contient 14 groupes phénotypiques identifiés B. subtilis, B.
pumilus ou B. stearothermophilus par le systtme APIL A 1a figue 4b, on voit clairement
que deux des groupes contenus dans ce profil ont des morphologies trés différentes. La
technique de RFLP regroupant tous ces groupes sous le méme profil, et la séquence
d'ADNr 16S menant a l'identification du genre seulement, c'est Bacillus sp. qui a été
retenu pour ce profil. Le profil 9 regroupe quant & lui 13 groupes phénotypiques.
L'identification de ces groupes par le systtme API méne & 5 espéces différentes. La
comparaison de la séquence de deux représentants du profil 9 méne a l'identification de S.
aureus. Cependant, puisque plusieurs isolats identifiés différemment par le syst¢me API
sont regroupés dans ce profil, et que pour certains d'entre eux, un test de coagulase négatif

contredit I'identification de S. aureus, seul le genre a été retenu pour ce profil.

Dans le cas du profil 6, le pourcentage d’identification API étant inférieur au
pourcentage d’homologie de I’ADNr 16S, [I’identification retenue est Bacillus
megaterium. Le méme phénoméne se produit dans le cas des profils 8, 10, 11 et 13 dont
les identifications retenues sont respectivement : Staphylococcus aureus, Enterococcus

mundltii, Kocuria palustris et Dietzia natronolimnae.

Le profil 7 est identifié par le systtme API comme appartenant a 1’espéce B.
stearothermophilus. Bien que la réaction de Gram semble négative, (figure 4b), le test de
KOH est négatif et la production d’endospores est positive ce qui a pu mener 3
I’identification d’un Bacillus. La comparaison de la séquence de ’ADNr 16S avec les
séquences de la littérature n’a pas permis de déterminer une espéce pour cet isolat.
Cependant, puisque l'isolat a pu étre cultivé & 37°C, tandis que B. stearothermophilus
pousse a des températures supérieures a 40°C (Sneath, 1984), et que cette identification

n'a pas été confirmée par des homologies de 'ADNr 168, seul le genre a été retenu.

Le profil 12 quant a lui n’est pas identifié par I'une ou I’autre des deux techniques.

Dans le cas du profil 14, la morphologie cellulaire s’apparente a celle du genre

68



Streptomyces (Figure 4). Cependant, ce genre n’est pas inclus dans la clé d’identification
(figure 2) utilisée pour sélectionner le type de galerie API. Ceci a donc conduit & une
identification erronée par cette approche. L'identification par la comparaison de I'ADNr
16S méne a l'identification de Streptomyces somaliensis, qui a été retenue. Dans le cas du
profil 15 l'identification de S. xylosus par le systtme API n'a pas été confirmée par la

comparaison de I’ADNr 16S. Le genre seul est donc retenu pour ce profil.

3.5.2 Synthése des identifications

Le tableau 8 est une synthése des résultats d’identification obtenus par le systéme
API et le séquencage de I’ADNr 168S. 1l présente les espéces bactériennes identifiées par
catégorie de traitement (sans antibiotique, avec antibiotique et non infectés) ainsi que le
pourcentage des lots dans lesquels celles-ci ont été retrouvées. On remarque que B. cereus
est la seule espéce bactérienne qui se retrouve dans les trois traitements. Cette bactérie est
retrouvée dans 85% des lots étudiés (11 lots sur 13) et n’est pas éliminée par 1’ajout
d’antibiotique dans la nourriture de I’insecte. L’ajout d’auréomycine méne a 1’élimination
de Bacillus sp. et de P. aeruginosa puisque celles-ci sont retrouvées seulement dans les
lots sans antibiotiques (infectés et non-infectés). Les bactéries E. mundltii, S. somaliensis
et S. succinus ont été retrouvées seulement en présence d’auréomycine. La présence du
virus dans la diéte artificielle des larves favorise ’apparition des bactéries suivantes : B.
megaterium, D. natronolimnae et K. palustris, puisque celles-ci ne sont pas retrouvées

dans les lots non-infectés et sont retrouvées dans les lots infectés sans antibiotique.

3.6 Isolement et identification des mycétes

A partir de tous les lots de production, 28 isolats ont été cultivés. Les isolats du lot
initial sont numérotés de Cl1 a C3 et les isolats suivants sont numérotés de la fagon
suivante : numéro de lot C numéro de la souche. Parmi les 28 isolats, 20 ont pu étre

identifiés de sorte que 9 différentes espéces appartenant a trois genres ont été retrouvées.
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Tableau 8 : Fréquence d’apparition des différentes espéces bactériennes
identifiées selon les traitements

Fréquence d’apparition (% des lots)

Espéce
Sans antibiotique Avec antibiotique  Non infectés

n=7 n=4 n=2
Bacillus cereus 85,7 100 50,0
Bacillus megaterium 28,6 0 0
Bacillus sp. 71,4 0 100
Dietzia natronolimnae 14,3 0 0
Enterococcus mundtii 0 25,0 0
Kocuria palustris 14,3 0 0
Pseudomonas aeruginosa 71,4 0 50,0
Pseudomonas sp. 0 25,0 50,0
Staphylococcus aureus 0 0 50,0
Staphylococcus sp. 71,4 25,0 100
Staphylococcus succinus 0 25,0 0
Streptomyces somaliensis 0 25,0 0
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Pour huit mycétes, il a été impossible d’obtenir, sur les milieux de culture utilisés, des

structures de différentiation permettant I’identification.

3.6.1 Détermination du groupe et du genre

A T'aide de la clé de détermination des groupes, il a été établis que le groupe dont
font partie les mycétes identifiés est le groupe des Deuteromycétes. Trois genres ont été
identifiés a l'aide de la clé de détermination, soient Aspergillus, Penicillium et

Cladosporium.

3.6.2 Détermination de l'espéce

Les espéces de champignons microscopiques identifi¢es de méme que le nombre
de lots dans lesquels elles ont été retrouvées sont présentés au tableau 9. L’espéce la plus
fréquemment rencontrée est Aspergillus japonicus (46% des lots). Deux espéces semblent
favorisées par la présence de I’antibiotique soient Cladosporium sphaerospermum et
Penicillium cyclopium. Auncun myceéte n’a été isolé des lots non infectés. La figure 5
présente les thalles sur gélose Sabouraud ainsi que les structures de reproduction

caractéristiques des trois genres identifiés.
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Tableau 9 : Fréquence d’apparition des différentes espéces mycéliennes identifiées
selon les traitement

Fréquence d’apparition (pourcentage des lots)

Espéce

Sans antibiotique Avec antibiotique Non infecté

n= 7 n= 4 n= 2

Aspergillus japonicus 71,4 25,0 0
Aspergillus parasiticus 14,3 0 0
Cladosporium 14,3 0 0
cladosporioides
Cladosporium herbarum 14,7 0 0
Cladosporium 0 25,0 0
sphaerospermum
Penicillium 14,3 0 0
brevicompactum
Penicillium citrinum 14,3 0 0
Penicillium 14,3 0 0
chrysogenum
Penicillium cyclopium 0 50,0 0
Penicillium 14,3 0 0
simplicissimum
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Figure 5:  Structures caractéristiques des trois genres de mycétes identifiés

Photographies prises sur gélose et en microscopie optique (agrandissement
400 X)

Penicillium
Aspergillus
Cladosporium
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Chapitre 4

Discussion

4.1 Décompte viral

La production virale ir vivo est le seul moyen de production du ChfuGV puisqu’
aucune lignée cellulaire permissive n’est disponible pour sa multiplication. Cependant
cette procédure méne a une grande variabilité dans la quantité de virus produits puisque
celle-ci dépend de plusieurs facteurs difficiles & contrdler. Nos résultats supportent cet
énoncé puisqu’une variabilité significative entre les lots (décompte viral) ( p < 0,0001) a
été observée. Cette variabilité peut étre attribuable a 1’état des insectes lors de leur
réception (santé, infection par d’autres micro-organismes), a la rapidité de leur croissance
ou a la quantité de virus utilisée pour I’infection. En effet, la suspension de ChfuGV
utilisée pour I’infection doit étre agitée réguliérement afin de maintenir les granules en
suspension. Puisque cette opération a été effectuée par différents manipulateurs, la
moindre différence dans la fréquence de resuspension peut devenir une source de

variabilité importante.

Une différence de 13% sépare les lots sans antibiotique et avec antibiotique pour
le décompte viral. Les analyses statistiques ont démontré que cette différence n’est pas
significative ( p = 0,4017). Au niveau de la production virale, I'utilisation d’un

antibiotique pour le contr6le des contaminants microbiens n’a donc pas d’effet négatif.

4.2 Décompte des micro-organismes

La production de virus in vivo méne a un haut niveau de contamination par
d’autres micro-organismes. En effet, sur les milieux agar nutritif, agar Sabouraud et agar
R2A, les concentrations des micro-organismes pour les lots sans antibiotique sont de
6,87x10° UFC/ml, 5,09x10° UFC/ml et 6,32x10° UFC/ml, respectivement. Ces valeurs

sont plus élevées que celles retrouvées dans le cas de Spodoptera littoralis (2,49x107

75



UFC/ml) (Grzywacz et al., 1997). La contamination du produit peut étre, entre autres, liée
a la flore microbienne des insectes. Comme I’insecte utilisé par Grzywacz et al. (1997)
n’est pas le méme que celui de la présente étude, la différence rapportée s’avére peu

surprenante.

Nos résultats ont démontré une différence significative du décompte des micro-
organismes sur milieux de culture entre les différents lots ( p < 0,0001). Par exemple,
pour les lots sans antibiotique, les valeurs du décompte des micro-organismes sur agar
nutritif varient de 2,62x10’ UFC/ml a 3,94x10'° UFC/ml. Cette variabilité peut-étre
attribuée a I’état des larves lors de leur arrivée au laboratoire et/ou aux conditions de
I’environnement de travail. Egalement, les manipulateurs peuvent transporter une flore
transitoire qui peut étre une source de variation dans la contamination du produit

(Sikorowski et Lawrence, 1994).

Une différence significative est observée entre les différents milieux de culture
utilisés ( p = 0,0004). Cette différence est attendue puisque ces milieux sont congus pour
la croissance de différents groupes de micro-organismes (Atlas, 1997). Cependant, les
analyses statistiques démontrent que seul le milieu R2A dans les lots avec antibiotiques
varie significativement en comparaison aux deux autres milieux. Dans ce cas, les valeurs
du décompte sont plus élevées sur le milien R2A que sur les deux autres milieux. Ce
milieu, dont le contenu en carbone organique est plus faible que dans le cas de I’agar
nutritif, est congu pour la croissance de bactéries dont les besoins sont moins élevés et qui
sont inhibées par la présence de trop grandes quantités d’éléments nutritifs (Atlas, 1997).
Par exemple, pour les échantillons d’eau, il est reconnu que le milieu R2A permet la
croissance d’un plus grand nombre de bactéries que les milieux plus riches (American
public health association, American water works association et Water environment

federation, 1998).
Ces résultats indiquent également que le nombre de micro-organismes ayant

poussé sur agar nutritif est similaire au nombre de micro-organismes ayant poussé sur

agar Sabouraud. La gélose Sabouraud, congue pour I’isolement des moisissures (Difco
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laboratories, 1985), posséde un pH de 4 ainsi qu’une haute concentration en sucre qui
devraient empécher la croissance de la majorité des bactéries (Atlas, 1997). Cependant,
nos résultats indiquent que certaines bactéries sont capables de croitre sur la gélose
Sabouraud. En effet, la croissance de bactéries, particuliérement Pseudomonas
aeruginosa, a été observée sur cette gélose. Il est reconnu que cette espéce peut croitre a
un pH pouvant atteindre 5,6 (Prescott, Harley et Klein, 1995). Nos résultats démontrent

cependant que certaines souches de P. aeruginosa peuvent croitre a des pH inférieurs.

Nos résultats ont également démontré que le nombre de micro-organismes
diminue d’un méme ordre de grandeur pour les milieux agar nutritif et agar Sabouraud
lorsqu’un antibiotique est ajouté a la nourriture artificielle (Agar nutritif : diminution de
6,87x10° UFC/ml & 3,3x10° UFC/mI ; Agar Sabouraud : diminution de 5,09x10° UFC/ml
a 3,41x10° UFC/ml). En effet, puisque des bactéries ont pu croitre sur la gélose
Sabouraud, il est normal que le nombre de micro-organismes diminue lorsqu’on ajoute un
antibiotique. De plus, bien que ’auréomycine n’ait pas d’effet direct sur la croissance des
moisissures, il est probable qu’il ait un effet indirect. En effet, il est possible qu’un insecte
infecté par plusieurs micro-organismes soit plus susceptible d’étre infecté par d’autres
contaminants comme des moisissures. Il se peut également que la présence des bactéries

accélére la mort des insectes laissant ainsi le champ libre aux moisissures opportunistes.

Les lots non infectés ne varient pas significativement avec les lots infectés (avec et
sans antibiotique) bien qu’une différence de 99,7% soit observée entre les valeurs
moyennes. Ce résultat est probablement dii au petit nombre de lots utilisés (deux lots) et a
la grande variabilité observée entre les lots et entre les milieux de cultures pour ce méme
traitement. S’il fallait expliquer cette diminution des contaminants en absence de virus,
ont pourrait penser que les insectes affaiblis par I’infection virale sont plus susceptibles
d’étre surinfectés par des bactéries ou mycétes. Il est également possible que des micro-
organismes opportunistes se multiplient chez les insectes morts & la suite de I’infection

virale (Ignoffo et Shapiro, 1978).
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4.3 Comparaison des deux techniques d’identification des bactéries

L’identification des bactéries par le systtme API nécessite la croissance de la
souche bactérienne isolée, la réalisation de tests préliminaires, 1’inoculation de la galerie
avec une suspension de la bactérie, la croissance de celle-ci dans la galerie et I’utilisation
de réactifs pour I’identification correcte de la souche. Ces étapes sont effectuées dans une
période de 72 a 144 heures tout dépendant de la souche a identifier. Dans certains cas, des
tests supplémentaires ou la reprise de I’identification sur galerie sont nécessaires,
augmentant le temps d’une période supplémentaire de 24 a 48 heures. Cependant, il faut
noter que les résultats préliminaires ont réduit le nombre de profils de 124 a 47.
L’identification par le séquengage du 16S nécessite ’extraction de I’ADN génomique,
I’amplification par PCR du géne de I’ARNr 168, la digestion des fragments par plusieurs
enzymes de restriction, le clonage et le séquengage du géne. Bien que I’étape du clonage
ne soit pas nécessaire, elle élimine la possibilité d’avoir plusieurs séquences différentes
dans le mélange de PCR suite a une contamination. Ces étapes sont réalisées en 48 heures
a I’exception du séquengage qui a été réalisé par une autre institution. Cette méthode offre
I’avantage de pouvoir réaliser jusqu’a 96 réactions de PCR a la fois ce qui diminue le
délai en comparaison des galeries API. De plus, le criblage par digestion enzymatique a
diminué le nombre d’isolats de 124 a 15 ce qui représente une économie de temps au

niveau du clonage et du séquencage.

Lorsqu’on observe les résultats d’identification par le systtme API et les
identifications par le séquengage (tableau 7) il est possible de remarquer que dans le cas
des profils 4, 5 et 9, plusieurs espéces différentes ont été identifiées par le systeme API
alors que le RFLP décelait un seul profil. Puisque deux représentant des profils 5 et 9 ont
été soumis au séquengage, une comparaison des séquences a été possible dans ces deux
cas. Dans le cas du profil 5, les pourcentages d'homologie entre les séquences de 5a et 5b
sont de 97,69% (pA) et de 94,98% (pH). Dans le cas du profil 9, 'homologie entre 9a et
9b est de 98,14% (pH). Ces résultats suggérent une relation au niveau de l'espéce pour le
profil 9 mais pas dans le cas du profil 5 (homologie inférieure & 97%). Dans ce cas, il est

ossible que malgré I’utilisation de trois e es qui reconnaissent des sites de 4 bases,
P q gr nzymes q
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le criblage n’ait pas été suffisant pour discriminer entre deux espéces rapprochées. En
effet, deux espéces différentes d’'un méme genre peuvent différer de seulement 45 bases
au niveau de I’ADNr 16S regroupées dans des régions hypervariables (Stackebrandt et
Goebel, 1994). Si les enzymes de restriction utilisées ne reconnaissent pas de bases au
niveau des sites de variabilité, les deux isolats sont reconnus comme étant une seule et
méme bactérie. D’autres méthodes pour séparer les isolats auraient pu mener a un
meilleur résultat comme la technique du DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis)
qui sépare des fragments de méme longueur sur la base de leur contenu en acides
nucléiques par un gradient de dénaturation et qui peut détecter une différence d’un seul

nucléotide (Muyzer, 1999).

Parmi les 47 isolats repérés par les tests préliminaires, 34 ont été identifiés a
I’espéce, par différentes galeries API, suite & I’incubation initiale, neuf ont ét¢ identifiés
au genre et quatre ont démontré une faible discrimination. Il est intéressant de noter que
des études ont déja été effectuées pour I’identification de souches types par une galerie
API (20E) et celles-ci ont démontré que cette galerie identifie correctement 74% des
souches aprés la période d’incubation initiale (Robinson, McCarter et Tetreault, 1995).
Parmi les 15 profils dont ’ADNr 16S a été séquencé, 10 profils ont été identifiés a

’espéce, quatre profils ont été identifiés au genre et un seul profil n’a pas été identifié.

Malgré les différences, les deux systémes ont été mis & profit pour I’identification
finale des isolats. Dans la majorité des cas, la technique du séquengage de I’ADNr 16S a

fourni de meilleures indications quant a ’identité des bactéries.

Un des désavantages du systéme API se situe au niveau de la quantité de temps et
de travail nécessaire pour arriver & une identification. Du coté de la technique
moléculaire, le désavantage se situe au niveau de la technique de discrimination entre les
isolats (RFLP). Une autre technique devra étre utilisée si d’autres études de ce genre sont
envisagées. De plus, peu de séquences parmi celles ayant le plus d’homologie avec nos
séquences étaient publiées dans la littérature. Le caractére incomplet de la base de

données représente une faiblesse de cette stratégie d’identification. Il faut cependant
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souligner que la situation est pire dans le cas du systéme API puisque sa base de données
contient principalement des souches cliniques. Peu de souches environnementales
peuvent étre identifiées par ce systéme. Par exemple, les bactéries S. succinus et D.
natronolimnae retrouvées dans nos échantillons ne sont pas incluses dans la base de
donnée API. Cet aspect, en particulier, fait en sorte que le séquengage de I’ADNr 16S est
une méthode plus adaptée a I’identification de bactéries provenant d’échantillons

d’insectes que le systtme APL

4.4 Souches bactériennes isolées

Deux espéces de Bacillus ont été identifiées dans nos produits viraux soient B.
cereus et B. megaterium de méme que certains isolats de Bacillus identifiés au genre
seulement. Bacillus cereus est le micro-organisme le plus fréquemment isolé a partir de
notre produit. Il a également été isolé en grande quantité dans des préparations virales
provenant d’autres insectes (Belkosky, 1994; Grzywacz et al., 1997; Podgwaite, Bruen et
Shapiro, 1983). Cette bactérie, pathogéne de C. fumiferana (Strongman et al., 1997)
pourrait provenir de la flore des insectes utilisés pour la production virale. Cette bactérie
est également retrouvée dans différents environnements comme le sol, le lait, les céréales
et autres aliments séchés (Sneath, 1984). La majorité des autres espéces de Bacillus sont
des habitants du sol (Prescott, Harley et Klein, 1995). Plusieurs espéces de Bacillus ont
également été isolées a partir d’insectes morts ou vivants (Inglis, Lawrence et Davis,
2000). Bacillus subtilis, qui a possiblement été isolé de nos lots (tableau 7, identifications
API) a également été isolé dans des préparations virales produites chez la spongieuse
(Belkosky, 1994; Podgwaite, Bruen et Shapiro, 1983). Puisque certains constituants de la
nourriture artificielle de la spongieuse sont également utilisés pour la tordeuse des
bourgeons de I’épinette (Belkosky, 1994), on peut penser que cette bactérie serait

introduite dans le produit via la nourriture artificielle.

Pseudomonas aeruginosa est ’espéce bactérienne qui vient en second rang quant
a la fréquence de sa présence dans nos lots de production. Elle est retrouvée

particuliérement dans les lots sans antibiotique. Cette bactérie n’a pas été retrouvée dans
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d’autres études sur la contamination de virus produits in vivo ce qui porte a croire qu’elle
proviendrait de I’insecte lui-méme ou des manipulateurs. En effet, P. aeruginosa fait
partie de la flore transitoire de la peau chez I’humain (Swartz, 2000). Elle est aussi
rencontrée comme pathogene facultatif chez plusieurs insectes tant en milieu naturel
qu’en insectarium (Banerjee et Dangar, 1995). Il semble que sa présence ne peut étre
attribuable plus a I’une ou a I’autre de ces sources. D'autre Pseudomonas ont été isolés
dans les lots avec antibiotique et non infectés. Différentes especes de Pseudomonas ont
également été isolées dans des préparations de NPV de la spongieuse (Belkosky, 1994,
Podgwaite, Bruen et Shapiro, 1983) particuliérement du groupe de P. fluorescens.
Comme dans le cas de la production du NPV de la spongieuse (Belkosky, 1994), ces
espéces pourraient provenir de certains constituants de la nourriture artificielle

notamment le germe de blé, I’eau, la caséine et I’agar.

Plusieurs staphylocoques ont été isolés dans différents lots. Parmi ceux-ci, deux
espéces ont été identifiées : S. aureus et S. succinus. La majorité des staphylocoques sont
isolées a la surface de la peau chez les humains (Swartz, 2000). Ceux-ci représentent
également 85-90% des bactéries isolées de I1’air (Stetzenbach et Buttner, 2000).
Staphylococcus succinus pour sa part a été isolée pour la premiére fois en 1998 a partir de
résine de coniféres durcie au cours du temps, nommée ambre, et est biochimiquement le
plus semblable & S. xylosus (Lambert er al., 1998). Aucune autre étude ne mentionne
I’isolement de S. succinus a partir de virus produit in vivo. Staphylococcus epidermidis est
le staphylocoque le plus fréquemment isolé dans les préparations de NPV provenant de la
spongieuse ou du ver du cotonnier (Belkosky, 1994; Grzywacz, 1997; Podgwaite, Bruen
et Shapiro, 1983).

Les autres espéces rencontrées ont été isolées une seule fois dans des lots
différents. Elle comprennent Dietzia natronolimnae, Enterococcus mundtii, Kocuria
palustris, et Streptomyces somaliensis. La bactérie D. natronolimnae a été isolée pour la
premiére fois dans un lac alcalin, qu’on nomme lac de soda, en Afrique. Sa présence dans
un de nos échantillons est inexpliquée bien qu’elle pourrait provenir de I’intestin de

I’insecte ou le pH est alcalin. Enterococcus mundltii a été¢ découverte pour la premiére fois
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en 1988 et depuis a été isolée chez des ruminants, dans les récoltes de fourrage et chez
des patients hospitalisés et non hospitalisés (Cai, 1999; Kaufhold et Ferrieri, 1991;
Laukova et Koniarova, 1995; Van Horn et Rodney, 1998). Cependant cette bactérie n’est
pas reconnue comme ayant causé des épidémies nosocomiales (Van Horn et Rodney,
1998). Bien que cette bactérie n’aie jamais été¢ isolée a partir d’insectes, plusieurs
entérocoques sont retrouvés chez des lépidoptéres particuliérement E. faecalis et E.
Jfaecium (Martin et Mundt, 1972) ce qui porte a croire que cette bactérie proviendrait de la
flore normale des insectes. Kocuria palustris est une bactérie qu’on retrouve chez les
plantes des milieux humides. Des bactéries du genre Kocuria ont déja été retrouvées dans
les aérosols d’environnement intérieurs (Gorny et Dutkiewicz, 2002). Cette bactérie
pourrait s’étre retrouvée dans un de nos lots via l’air du laboratoire. Le genre
Streptomyces compte un seul organisme pathogene : S. somaliensis. Cette espéces, qui a
été retrouvée dans un de nos lots, est responsable des actinomycétomes, une infection des
tissus sous-cutanés responsables de lésions qui provoques des gonflements, des abcés et
parfois une destruction osseuse en absence de traitement. Cependant, S. somaliensis ne
fait pas partie des espéces ciblées par la réglementation de 'ARLA. Sa présence dans un

de nos lots est inexpliquée.

4.5 Identification des mycétes

L’identification des moisissures nécessite beaucoup de travail et représente un défi
que nous avons voulu relever pour augmenter nos connaissances de la microflore de notre
produit. Cependant, huit mycétes qui ont été isolés de nos lots de production virale n’ont
pu étre identifiés. C’est pourquoi la liste présentée au tableau 9 n’est que partielle. La
raison pour laquelle certaines espéces n’ont pu étre identifiées est qu’il a été impossible
d’obtenir des organes de différentiation, nécessaires a ’identification. Bien que différents
milieux de cultures aient été utilisés, le manque de temps a fait en sorte qu'une partie

seulement des moisissures a pu étre correctement identifiées.
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Parmi les espéces retrouvées, deux espéces ont été isolées dans plus d’un lot soit
Aspergillus japonicus dans 6 lots et Penicillium cyclopium dans 2 lots. Les autres espéces

ont été isolées seulement une fois dans différents lots.

Les deux espéces d’Aspergillus identifiées sont A. japonicus et A. parasiticus.
Plusieurs espéces d’Aspergillus sont habituellement retrouvées dans I’environnement
intérieur (Stetzenbach et Buttner, 2000). Aspergillus parasiticus est productrice
d’aflatoxine, une substance cancérogéne pour I’homme (Stetzenbach et Buttner, 2000).
Certaines souches d’A4. japonicus productrices d’aflatoxine ont également été isolées a
partir de grains de riz (Begum et Samajpati, 2000). Aspergillus niger, une espece tres
proche d’4. japonicus a été retrouvée dans des préparations de NPV chez la spongieuse
(Podgwaite, Bruen et Shapiro, 1983). Il se pourrait que A. japonicus provienne du coton
fromage utilisé pour le transport des larves de 2° stade. En effet, des structures similaires
a celles retrouvées chez A. japonicus ont été observées sur le coton a fromage a la
réception des larves. Quant a A. parasiticus, sa présence dans un de nos échantillons est

inexpliquée.

Cinq espéces de Penicillium ont été isolées dans nos échantillons. Celles-ci sont :
P. brevicompactum, P. citrinum, P. chrysogenum, P. cyclopium et P. simplicissimum. Ces
moisissures sont retrouvées dans des endroits trés variables particuliérement dans
I’environnement intérieur et les aliments (Sautour et al., 2002; Verhoeff et al., 1994 ;
Vujanovic, Smoragiewicz et Krzysztyniak, 2001). L’isolement de ces moisissures dans
nos échantillons pourrait étre dii 4 leur présence dans I’environnement du laboratoire ou

dans certains constituants de la nourriture artificielle.

Trois espéces de Cladosporium ont été isolées de nos échantillons. Il s’agit de C.
cladosporioides, C. herbarum et C. sphaerospermum. Le genre Cladosporium est le plus
commun des genres de moisissures retrouvés dans 1’air et dans des systémes de
climatisation (Stetzenbach et Buttner, 2000). II est probable que les différentes espéces de

Cladosporium dans nos échantillons proviennent de I’air ambiant.
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Afin d’identifier les huit isolats restants, des milieux de culture spéciaux
favorisant 1’apparition de structures différentiées et différentes températures de croissance
pourraient étre utilisés. De plus il est possible d’utiliser la méme stratégie que dans le cas
des bactéries c’est-a-dire I’amplification par PCR du géne de la petite sous-unité
ribosomale (ARNr 18S) a I’aide d’amorces universelles pour les eucaryotes suivi du
séquencage et de la comparaison des séquences avec les séquences disponibles dans la

littérature.

4.6 Risques associés a P’utilisation d’un insecticide 2 base de ChfuGV

Le décompte des particules virales nécessite une purification qui passe par
plusieurs étapes de centrifugation. Cependant, ces étapes étant fastidieuses et
dispendieuses, elles sont peu intéressantes dans une optique de production & grande
échelle d’un insecticide. Afin de pouvoir estimer la quantité de virus qui seraient présents
dans un insecticide produit a grande échelle, le résultat du décompte viral doit étre
transformé en tenant compte du fait que 5 ml de virus purifié provient de 1 litre de broyat
larvaire filtré. C’est d’ailleurs a partir de ce broyat larvaire que le décompte des bactéries
a été effectué. Ainsi, le décompte viral dans le produit sans antibiotique a donné une
valeur moyenne de 5,13x10"" granules/ml qu’il convient de transformer pour obtenir la
valeur de 2,56x10° granules/ml. Tel que mentionné plus tot, dans les lots sans
antibiotique, la quantité moyenne de micro-organismes contaminants est de 6,87x10°
UFC/ml. La quantité de virus qui doit étre appliquée dans 1’environnement pour un
contrdle efficace de la tordeuse des bourgeons de 1’épinette est de 10°® granules/hectare
(Guertin, communication personnelle). Ceci signifie que moins d’un millilitre par hectare
de notre broyat doit étre appliqué. La quantité de micro-organismes obtenue par hectare
serait de moins de 7x10° ce qui est bien peu en comparaison avec la quantité de micro-
organismes présents dans 1’environnement. Malgré le petit nombre de micro-organismes
qui serait déposé dans I’environnement lors d’un traitement, il est essentiel de vérifier
qu’aucun micro-organisme pathogéne ne soit présent dans le produit (Agence de

réglementation de la lutte antiparasitaire, 1998).
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Toutes les bactéries isolées au cours de cette étude appartiennent au groupe de
risque 1 de Santé Canada a I’exception de B. cereus, P. areuginosa et S. aureus. Ces
bactéries appartiennent au groupe 2 qui comprend des organismes qui peuvent causer une
maladie mais qui dans des conditions normales ne sont pas susceptibles de constituer un
danger sérieux pour la collectivité et pour I’environnement (Santé Canada, 1996). Ces
trois méme bactéries sont réglementées par ’ARLA dans un produit antiparasitaire

microbien (International commission on microbiological specification for foods, 1978).

Bacillus cereus peut causer des gastro-entérites lorsqu’elle est présente en grandes
quantité dans la nourriture (Sneath, 1984). De plus, cette bactérie n’est pas éliminée de
notre produit lorsque 1’auréomycine est ajoutée a la nourriture artificielle. Une méthode
alternative de contrdle devra étre utilisée pour s’assurer I’absence de cette bactérie dans
un insecticide 2 base de ChfuGV. Parmi les autres espéces de Bacillus, aucune ne
représente un danger pour la santé a I’exception de Bacillus subtilis, qui peut étre
responsable de gastro-entérites, (Turnbull et Kramer, 1995). Cependant, cette espéce n’est
pas réglementée par I’ARLA. Pseudomonas aeruginosa, pour sa part, peut étre
responsable d’infection de la peau, des voies respiratoires et des voies urinaires
particuliérement chez les personnes donc I’immunité est affaiblie (Prescott, Harley et
Klein, 1995). Cette bactérie est éliminée de nos lots par I’utilisation d’antibiotique. Parmi
les espéces de Staphylococcus isolées, seule S. aureus est potentiellement pathogéne. Elle
peut étre responsable d’empoisonnements alimentaires, d’infections de plaies,
d’infections respiratoires, d’endocardite, de méningites et d’autres infections (Prescott,
Harley et Klein, 1995). Cependant, cette bactérie a été retrouvée a une seule reprise dans
nos lots de production et a été testée négativement pour la production de coagulase, une
enzyme qui est responsable du pouvoir pathogéne invasif. Les bactéries ne synthétisant
pas de coagulase ne sont généralement pas considérées comme étant pathogénes
(Prescott, Harley et Klein, 1995). Ceci dit, il faudra malgré cela développer une méthode
pour s’assurer de ’absence de Staphylococcus coagulase positifs dans une production a

grande échelle.
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Certaines espéces d’Aspergillus, de Penicillium et de Cladosporium peuvent
causer des réactions allergiques (Stentzenbach et Buttner, 2000). Il a été également
rapporté dans la littérature que certaines espéce d’Aspergillus et de Penicillium peuvent
produire des toxines néfastes pour I’humain (Sage et al., 2002). Certains Cladosporium
sont également retrouvés dans des cas de nourriture gitée et d’eau embouteillée
contaminée (Cabral et Fernandez, 2002; Sautour ef al., 2002). Cependant, parmi les
espéces de mycéte retrouvées dans nos différents lots, aucune n’est considérée comme
pouvant potentiellement causer une maladie chez ’humain par ’ARLA (International
commission on microbiological specification for foods, 1978). Ils font tous partie du

groupe de risque 1 de Santé Canada (Santé Canada, 1996).

La présente étude dresse un portrait des micro-organismes dominants présents
dans des lots de virus produits in vivo chez la tordeuse des bourgeons de 1’épinette. Avant
I’homologation d’un tel produit comme insecticide biologique, il faudra rechercher
spécifiquement la présence de pathogénes par I’utilisation des méthodes utilisant des
milieux spécifiques pour chacun des micro-organismes pathogeénes recherchés. Ainsi, il
pourra étre prouvé hors de tout doute que ces pathogénes ne sont pas présents dans les

lots de virus.

Bien qu’un grand nombre de bactéries aient été isolées et identifiées, il est
probable que certaines bactéries ne pouvant pas pousser sur les milieux de culture utilisés
aient été ignorées. Afin de dresser un portrait plus complet des espéces microbiennes en
présences, il serait possible d’utiliser une stratégie d’identification qui ne serait pas
dépendante de la croissance sur milieu de culture. Il s’agit d’une stratégie d’identification
utilisant I’ADN total retrouvé dans le broyat larvaire a partir duquel le géne de I’ARNr
16S est amplifié par PCR a 1’aide des amorces universelles. 1l serait par la suite possible
de construire une banque de clones contenant chacun un géne différent correspondant aux
bactéries présentes méme en quantités infimes. Les séquences de ces génes pourraient
fournir de nouvelles indications quant aux espéces présentes mais non viables sur milieux

de culture. Cependant, contrairement a la recherche spécifique de pathogénes sur milieu
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de culture spécifique, ce travail n’est pas requis du point de vue de la réglementation pour

I’homologation d’un produit antiparasitaire microbien.

4.7 Méthodes de contrdle des contaminants

Tel que démontré par nos résultats, il existe des contaminants potentiellement
pathogénes qui peuvent étre présents dans une préparation de ChfuGV produite in vivo.
En plus de ceux-ci, d’autres contaminants, qui ne sont pas pathogenes, sont présents. Les
deux procédures utilisées lors de nos expériences (avec et sans antibiotique) ont entrainé
des variations au niveau de la composition spécifique des bactéries. La présence
d’auréomycine diminue de beaucoup le nombre et la variété de micro-organismes
présents. Elle méne cependant a 1’apparition d’espéces bactériennes qui profitent des
éléments nutritifs rendus disponibles par I’absence des bactéries sensibles a
I’auréomycine. Parmi celles-ci on compte E. mundtii, S. succinus et S. somaliensis. 1l est
important de souligner que I’auréomycine est insuffisant pour le contréle des micro-
organismes pathogénes puisque B. cereus, une des bactéries possiblement pathogéne, est
retrouvée dans les lots contenant de 1’auréomycine. De plus, dans le contexte actuel ou la
résistance aux antibiotiques devient de plus en plus préoccupante, il convient de se
questionner sur le bien fondé de I’utilisation d’un tel produit dans une production a

grande échelle.

Une des stratégies a privilégier dans I’élimination des micro-organismes
indésirables est le contrdle a la source de ces contaminants. En effet, si leur provenance
est découverte, il pourrait étre aisé de les éliminer par une simple étape de stérilisation ou
par un changement dans la procédure de production in vivo. Une étude devrait donc €tre
entreprise pour identifier la provenance de certains des micro-organismes indésirables

afin de pouvoir les éliminer de cette fagon.

Dans ce sens, des bactéries appartenant a I’espéce B. cereus ont été isolées a partir
du coton 4 fromage utilisé pour la filtration du broyat larvaire (résultats non présentés).

Sans prétendre éliminer complétement B. cereus, une simple stérilisation de ce matériel
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pourrait diminuer la quantité de cette bactérie a un niveau acceptable. Des constituants de
la nourriture artificielle qui peuvent contenir un certain niveau de contamination
pourraient étre stérilisés avant leur utilisation, diminuant ainsi les risques de
contamination par les micro-organismes dans le processus de production virale. Afin de
diminuer la contamination lors des manipulations, le port d’équipement approprié ainsi

que le travail dans un environnement contrdlé pourrait étre envisagés.

Malgré des efforts pour contrdler a la source la présence de micro-organismes
dans le produit, il est possible que certains contaminants pathogénes provenant par
exemple de la microflore de I’insecte soit tout de méme présents. Dans un tel cas, il
faudra penser a utiliser des méthodes alternatives pour éliminer ces micro-organismes.
Des résultats ont démontré qu’une simple centrifugation des préparations virales était
inefficace pour éliminer certains contaminants (Grzywacz, 1997). Cette méthode ne peut
donc pas étre envisagée. Une étape de filtration a travers un filtre de porosité laissant
passer le virus mais retenant une certaine partie des contaminants pourrait étre envisagée.
Une telle procédure pourrait étre envisageable a grande échelle mais pourrait également

entrainer des pertes de virus.
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Conclusion

Le manque d’informations sur les contaminants microbiens associés a une
production virale in vivo chez Choristoneura fumiferana représente un sérieux probléme
pour le processus d’homologation de ce produit. En effet, cette information est essentielle
afin de vérifier que I'utilisation d’un tel produit n’entrainera pas de problémes de santé
chez les humains, les animaux et I’environnement. Pour pallier 4 ce manque
d’information, notre étude portait sur le dénombrement et I’identification des

contaminants dominants présents dans différents lots de ChfuGV produits in vivo.

Nos résultats ont démontré une contamination importante des différents lots de
ChfuGV. De plus, trois bactéries potentiellement pathogénes pour I’homme ont été
isolées de nos échantillons soient: Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus. 1l est probable que les sources de contamination par ces trois
micro-organismes soient le matériel utilisé lors de la production virale, les manipulateurs
ou I’insecte lui-méme. L’utilisation d’un antibiotique, ’auréomycine, communément
utilisé dans 1’élevage d’insectes en laboratoire méne a une diminution de la quantité et de
la variété des contaminants présents sans affecter significativement la production virale.
Cet antibiotique méne a I’élimination de Pseudomonas aeruginosa. Cependant, cet
antibiotique ne parvient pas a éliminer Bacillus cereus. Pour cette raison et a cause de la
possibilité que cette pratique méne a I’apparition de souches résistantes aux antibiotiques,
nous ne recommandons pas I’utilisation d’auréomycine afin de diminuer la présence de

contaminants dans les lots de virus.

Dans les lots non infectés qui ont été utilisés comme témoins, une bactérie
potentiellement pathogéne a été retrouvée soit Staphylococcus aureus. Comme cette
bactérie a été isolée 4 une seule reprise dans les lots non infectés, sa présence est moins
préoccupante. Cependant, il faudra veiller & ne pas retrouver 1’un ou I’autre de ces trois
contaminants dans des préparations de virus provenant de larves infectées. Aucun mycéte

pathogéne n’a été retrouvé dans nos lots de virus.
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Deux méthodes ont été utilisées pour I’identification des bactéries : le systéme des
galeries API de BioMérieux et le séquengage du géne de I’ARNr 16S amplifié par PCR.
Nos résultats ont démontré que le séquengage de ’ADNr 16S est mieux adapté a
I’identification de bactéries ne provenant pas d’échantillons cliniques. Le systéme API est

limité par le manque de souches non cliniques dans la base de données.

Pour éliminer les contaminants retrouvés, il serait important d’identifier leur
source afin de contrdler leur entrée au début du processus d’amplification virale. Par
exemple, la stérilisation du matériel utilisé dans le processus de production virale, le port
d’équipement adéquat par les manipulateurs et le travail dans un environnement contr6lé
pourraient suffire 4 éliminer plusieurs contaminants indésirables. Si de telles techniques
n’étaient pas suffisantes, il faudrait se tourner vers d’autre méthodes de purification

comme par exemple, la filtration du produit.

Suite a ce projet, il sera important d’effectuer un dépistage des principaux
pathogénes humains & ’aide de milieux de culture sélectifs. De plus, une vue plus
compléte des contaminants présents pourrait ére fournie par I’utilisation d’une stratégie
qui n’est pas dépendante de la croissance sur milieu de culture telle que I’amplification de
1I’ADNr 168 a partir de I’ADN total. Ces informations pourraient s’ajouter a nos résultats

dans le but final de mener 4 I’homologation du ChfuGV comme insecticide biologique.
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Appendice A

Ingrédients entrant dans la composition de la nourriture artificielle pour I’élevage des
larves de Choristoneura fumiferana

103



Ingrédients entrant dans la composition de la nourriture artificielle pour I’élevage
des larves de Choristoneura fumiferana (Grisdale-Wilson, 1993)

Ingrédient Compagnie Numéro de Numéro de lot Quantité
catalogue

Solution d’agar
agar Sigma A-9915 49H02471 60g
eau distillée 2201ml
Solide
caséine BioServ 1100 3489.09 126g
cellulose BioServ 3425 3276.04 18¢g
mélange de sels BioServ E8680 43050 36g
saccharose épicerie 126¢g
germe de blé épicerie 108g
choline chloridrique Aldrich C7,970-0 05930 Y 3.6g
acide ascorbique Sigma A-0278 79H1131 14.4g
éthyl paraben Sigma H-2128 62H3467 54g
auréomycine* BioServ 7120 1870.02 20g
Solution de 36.0ml
vitamines
acide nicotinique Aldrich N 785-0 08002MZ 0.1g
pantothénate de Aldrich 25,972-1 06326KY 0.1g
calcium
riboflavine Aldrich R170-6 09419MZ 0.05g
thiamine Aldrich 10,917-7 13131AZ 0.025¢g
hydrochloride
pyridoxine Aldrich 11,280-1 05230CZ 0.025¢g
hydrochloridrique
acide folique Sigma F-7876 13H0408 0.025¢g
biotine Sigma B-4501 83H1095 0.002g
vitamine B-12 Sigma V-2876 83H0186 0.0002g
eau distillée 100ml
Solution de KOH 18ml
4M
KOH Sigma P-6310 35H0249 22.4g
eau distillée 100ml
eau distillée 791ml
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Appendice B

Ingrédients entrant dans la composition des milieux de cultures utilisés pour le
dénombrement et I’identification des micro-organismes
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Ingrédients entrant dans la composition des milieux de cultures utilisés pour
I’isolement et I’identification des micro-organismes

Milieu de culture Compagnie Ingrédients Concentration
Agar nutritif Becton Digestion pancréatique de 5,0g/L
Dickinson gélatine
Extrait de beeuf 3,0g/L
Agar 15,0g/L
Agar R2A Difco Extrait de levure 0,5g/L
Protéose peptone 0,5g/L
Acides casaminés 0,5¢g/L
Dextrose 0,5g/L
Amidon soluble 0,5g/LL
Pyruvate de sodium 0,3g/L
Phosphate de potassium 0,3g/L
dibasique
Sulfate de magnésium 0,05g/L
Agar 15,0g/L
Agar Sabouraud Becton Digestion pancréatique de 5,0g/L
dextrose Dickinson caséine
Digestion peptique de tissus 5,0g/L
animaux
Dextrose 40,0g/L
Agar 15,0g/L
Bouillon BHI Becton Infusion de coeur de boeuf 250g/L
(Brain Heart Dickinson Infusion de cerveau de veau 200g/L
Infusion) Protéose peptone 10g/L
NaCl 5,0g/L
Na,HPO,.12H,0 2,5g/L
Glucose 2,0g/L
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Ingrédients entrant dans la composition des milieux de cultures utilisés pour
’isolement et I’identification des micro-organismes

Milieu de culture Compagnie Ingrédients Concentration
Agar MacConkey Becton Digestion pancréatique de 17,0g/L
Dickinson gélatine
Digestion pancréatique de 1,5¢/L
caséine
Digestion peptique de tissus 1,5¢/L
animaux
Lactose 10,0g/L
Sels biliaires 1,5g/L
Chlorure de sodium 5,0g/L
Rouge neutre 0,03g/L
Crystal violet 0,001g/L
Agar 13,5g/L
Bouillon nutritif Becton Digestion pancréatique de 5,0g/L
Dickinson gélatine
Extrait de boeuf 3,0g/L
Milieu 2xYT Difco Digestion pancréatique de 16,0g/L
caséine
Extrait de levure 10,0g/L
Chlorure de sodium 5,0g/L
Milieu SOC Invitrogen tryptone 2%
Extrait de levure 0,5%
NaCl 10 Mm
KCl1 2,5 Mm
MgCl, 10 Mm
MgSO4 10 Mm
Glucose 20 Mm
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Appendice C

Galerie API : Tests disponibles et réactifs nécessaires
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Tests disponibles et réactifs nécessaires pour Pidentification des Staphylococcus et

Micrococcus par la galerie API Staph (BioMérieux)

Test

Réactifs (BioMérieux)

Acidification a partir du

D-Glucose
D-fructose
D-Mannose
Maltose
Lactose
D-Trehalose
D-Mannitol
Xylitol
D-Mélibiose

Réduction des nitrates en nitrites

Mise en évidence de la phosphatase alcaline
Production d’acétyl méthyl-carbinol
Acidification a partir du

Raffinose

Xylose

Saccharose
a-méthyl-D-glucoside
N-acétyl-glucosamine

Mise en évidence de I’arginine dihydrolase

Mise en évidence de ’uréase

Aucun

NIT 1 et NIT 2

ZYMAetZYMB

VP1letVP2

Aucun

Aucun

Aucun
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Tests disponibles et réactifs nécessaires pour Pidentification des Streptococcus par la

galerie API Strep (BioMérieux)

Test

Réactifs (BioMérieux)

Production d’acétoine

Hydrolyse

Mise en évidence de la B-glucosidase

Mise en évidence de la pirrolidonyl arylamidase
Mise en évidence de 1’a-galactosidase

Mise en évidence de la B-glucoronidase
Mise en évidence de la B-galactosidase
Mise en évidence de la phosphatase alcaline
Mise en évidence de la leucine arylamidase
Mise en évidence de I’arginine dihydrolase
Acidification a partir du

Ribose
L-Arabinose
Mannitol
Sorbitol
Lactose
Trehalose
Inulin
Raffinose
Amidon
Glycogene

VP 1etVP2

NIN

Aucun

ZYMaetZYMB

Aucun

Aucun

Aucun

Aucun

Aucun

Aucun

Aucun
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Composition de la galerie API 50 CH (BioMérieux) servant i Pidentification des

bactéries du genre Bacillus

Cupule 0-24

Cupules 25-49

Témoin

Glycérol

Erythriol

D-Arabinose
L-Arabinose

Ribose

D-Xylose

L-Xylose

Adonitol
B-Méthyl-D-Xyloside
Galactose

Glucose

Fructose

Mannose

Sorbose

Rhamnose

Dulcitol

Inositol

Mannitol

Sorbitol
a-Méthyl-D-Mannoside
a-Méthyl-D-Glucoside
N-Acétyl-Glucosamine
Amygdaline

Arbutine

Esculine
Salicine
Cellobiose
Maltose
Lactose
Melibiose
Saccharose
Trehalose
Inuline
Mélézitose
Raffinose
Amidon
Glycogéne
Xylitol
Gentiobiose
D-Turanose
D-Lyxose
D-Tagatose
D-Fucose
L-Fucose
D-Arabitol
L-Arabitol
Gluconate
2-Céto-Gluconate
5-Céto-Gluconate
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Tests disponibles et réactifs nécessaires pour P’identification des bactéries du genre
Bacillus par la galerie API 20E (BioMérieux)

Test Réactifs (BioMérieux)

Mise en évidence de la B-galactosidase Aucun
Mise en évidence de I’arginine dihydrolase Aucun
Mise en évidence de la lysine décarboxylase Aucun
Mise en évidence de I’ornithine décarboxylase Aucun
Utilisation du citrate Aucun
Production d’H,S Aucun
Mise en évidence de I’uréase Aucun
Mise en évidence de la triptophane désaminase TDA
Production d’indole JAMES
Production d’acétoine VP 1letVP2
Mise en évidence de la gélatinase Aucun
Fermentation du glucose Aucun
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Tests disponibles et réactifs nécessaires pour identification des bacilles Gram
négatifs non entérobactéries par la galerie API 20 NE (BioMérieux)

Test Réactifs (BioMérieux)

Réduction des nitrates en nitrites NIT 1 et NIT 2
Réduction des nitrates en azote Zn
Formation d’indole JAMES
Fermentation du glucose Aucun
Mise en évidence de I’arginine dihydrolase Aucun
Mise en évidence de I’uréase Aucun
Hydrolyse de I’esculine Aucun
Hydrolyse de la gélatine Aucun
Mise en évidence de la B-galactosidase Aucun
Assimilation du

Glucose

Arabinose

Mannose

Mannitol

N-acétyl-glucosamine

Maltose Aucun

Gluconate

Caprate

Adipate

Malate

Citrate

Phenyl-acétate
Mise en évidence de la cytochrome-oxydase (0).¢
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Appendice D

Composition des tampons utilisés lors de I’identification des bactéries par séquengage de
I’ADNr16S
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Composition des tampons utilisés pour [I'identification des bactéries par
I'amplification et le séquencgage du géne de I'ARNr 16S.

Tampon Compagnie Composition

Tampon Taq polymerase 10X  Stratagene Tris-HCI 100 mM
KCl1 500 mM
MgCl; 15 mM

NEBuffer 1 10X New England BioLabs  Bis Tris Propane HCI 10 mM
(Rsa 1) MgCl, 10 mM

dithiothreitol 1 mM

pHde 7,5

NEBuffer 2 10X New England BioLabs NaCl 50 mM

(Hinpll et Alu 1) Tris-HC1 10 mM
MgCl; 10 mM
dithiothreitol 1 mM
pHde 7,9

NEBuffer EcoR1 10X New England BioLabs = NaCl 50 mM
Tris-HCI 100 mM
MgCl; 10 mM
Triton X-100 0,025%
pH de 7,5

Tampon de ligation 10X Invitrogen Tris-HC1 60 mM pH de 7,5
MgCl; 60 mM
NaCl 50 mM
BSA 1mg/ml
B-mercaptoethanol 70 mM
ATP 1 mM
dithiothreitol 20 mM
spermidine 10 mM

115



Appendice E

Résultats des tests préliminaires a I'identification par le systéme API des bactéries isolées
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