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RESUME

L'ostréiculture,; depuis une dizaine 4°années, subit de

graves crises dues 3 des épizooties successives.

La premiére,causée par Marteilia refringens (1969 a 1975),
n'a pas atteint les centres vitaux de l'ostréiculture. La deuxiéme,
due & Bonamia ostreage, mise en évidence on juin 1979 3 1'Ile Tudy.
touche presque tous les centres ostréicoles bretons (cactage,
élevage, affinage), réduisant considérablement la production (- de

3 000 t en 1981).

Dans leo cadre de 1'Stude de cette maladie, nous avons réalisé
des essais d'infestations. Les trois technifgues de contamination
employées sont : la néthode de juxtaposition (proximity method), la
méthode des broyazts (feeding method) et l'intervention d'un héte

intermédiaire,

Pour cela, nous avons réparti des huitres et des crabes
(Careinus meenas) de différentes origines dans 18 aguariums. Cet élevage
est couplé avec unc culture de phytoplancton pour l'alimentation des

huitres.

Ce n'est gqu'au terme du sacrifice final que nous avons
constaté macroscopigquement (observation de lésions branchiales) et
microscopiquement la contamination des huitres saines par des huitres

de zonesparasitées (méthode de juxtaposition).

L'&valuation des mortalités, relevées qgquotidiennement, a
permis aussi de metire effectivement en cause Donamic ostreae dans les
mortalités observées sur parcs. Le rble de la températurs et celui du

crabe n'ont cependant pas pu étre dégagés.



1. Introduction

L'aguaculture marine est composée actuellement de deux branches :

- l'aquaculture nouvellez (salmoniculture, pectiniculture;

vénériculture, =stc.) -

- l7aguaculture traditionnelle,

Coette derniére concerne uniguement la conchyliculture classigue
avec l'ostréiculture et la mytiliculture. Ces deux cultures sont pratiquées
de longue date (PLINE rapporte dans ses essais les premiéres formes de
culture et d'affinage d'huitres) et sont égaleMent connues pour &tre
rentables. Toutefois depuis une dizaine dfannées, l'ostréiculture subit

de graves crises succescives dues 3 des épizooties.

Cclles-ci ont affecté L'huitre creuse Crassostrea angulata
(COMPS, 1969 : CoOMPS et DUTHOIT, 1976 : CoMPS =t 2l., 1976) et l'huitre
plate Ostrea edulizs (COMPS, 1970 : HERRBACH, 1971 ; GRIZEL et al., 1974)

les deux espéces cultivées sur les cOtes frangaises.

Le remplacement d'une espéce par unc autre, dans le cas de
l'huitre creuse. a permis rapidement & la profession ostréicole d'atteindre
las productions d'avant 1970* (60 000 t) voir de les dépasser (100 000 t
en 1979) (fig. 1). Il n'en eost pas de méme de la culture de l'huitre plate
(fig. 2). En cffet, la progression de la premiére épizootie, due &
Marteilia refringens (GRIZEL et TIGE, 1973 ; GRIZEL et al,, 1976) s'est
faite au cours des années 1969 3 1975 . sans jamais atteindre les centres
vitaux de production ct d'élevage (baies de Tuiberon, de St Brieuc et de
Cancale). Cette situation a2 entrainé une baisse de la nroduction (15 000 t
ab a7 000 t) compensée au niveau des entreprises var une productien
d'huitres creuses, culture antérieurement non pratiquée dans les centres
touchés.

*Toutes les statistigques sont de la Marine Marchande et de 1'ISTPM.
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La situation depuis 1978 s'améliorait dans de nombreux secteurs
et la culture de cette espéce allait reprendre son plein essor lorsqu’une
deuxiéme épizootie dve A Bonamia cstreae (PICHOT et coll., 1979) s'est
développéc.

L'extensior brutale de la maladie et le fort pouvoir pathogéne
du parasite ont remis en question toute l'déconomie ostréicole intéressse
par cette espéce. En 1880 la production a 3té Svaluée zntre 3 000 et

5 000 t. Elle sera certainemcnt infirisure en 1981.

Pour résoudre cette crise ot éviter si possible gue de tels
pPhénonménes se reproduisent, l'analyse de toutes les composantes du

probladme (professicnnelle, administrative. scientifique) est a faire.

Sur un plan scientifique, 1l étude du parasite reste un

facteur important pour l'interpritation et la compréhension des épizooties.

Le sujet sur lequel j'ai travaillZ durant mon stage au laboratoire
conchylicole de La Trinité-sur-mer est un élZment do cette étude. 2Zu cours
des mois de mai a septembre, j’a2i réalisé des expériences d'infestations
expérimentales pour connaitre le mécanisme de contamination de Bonamia

ostreae.

Dane l2 présent mémolre, afin de mieux comprendre l'importanco
Sconomique de la maladie, nous rappellerons bridvement les principalczs
phases de culture de 1'huitre plate et leur localisation et nous ferons un
point des connaissances sux le parasite H. ostrege. Nous décrirons ensuite
notre travail comprenant quatre parties : méthodologie, suivi expérimental .

résultats et discussion. conclusion.

Nous noterons enfin ¢ue ce stage a pu étre effzctué grice a
1'attribution exceptionnelle d’une bourse d’'stude versée par la section
régionale du CIC dec Bretagnc sud et par la Chambre dee Commerce de Lorient,

montrant ainsi 1'intérét particulier gue porte la profession a ce travail.




2. La culture de 1l'huitre plate en Bretagne (fig. 3,4,5)

La culture de l7huitre plate comvrend essentiellement trois

phases distinctes : le captage, l'élevage et 1 affinage.

2.1, Ca e

Les parcs do captage sont localisés dans des secteurs riches en
gisement naturel, admninistrativement classé ou amodis. De plus; il est
nécessaire que les conditions physico-chimiques minimales favorables & 1a

reproduction de 1'huitre soient rzguises.

Ce sont traditiomnellement le département du Morbihan avec la
baie de Quiberon et les rividres attenantes et potentiellement & ce jour

la rade de Brest.

Le collecteur tuiles chaulée reste le plus utllisé, mais sont
Sgalement employés avec succees des collecteurs en matiére plastique et la
coguille de moule selon deux techniques (sur sol et en suspension). D'autres

matériaux sont actuellsment a4 1'é&tude.

2.2, Elevage

Los jeunss huitres, naissain et 18 mois. produites par les centres
de captage. sont mises en Clevage sur des parcs s:ituds en zone intertidala
ou en zone subtidale. Cette derniére technigue date des annéess 1950 et a
permis 1 essor de la culture de 1l'huite plate. Les principaux centres
d'élevage sont les baies de St Brieuc avec Binic et Paimpol, de Cancale et
de Quiberon, la riviére de lMorlaix et la rade de Brest ainsi que d'autre

riviéres d'importance moindre.

L'ostréiculture s'est ainsi développée sur les parcs en eau
vrofonde de Binic. Flle s'est également accrue dons des centres indemnes

en zone intertidale grice & l'utilisation de la technicgue de culture en

surdlévation avec les poches sur table.



Tes huitres de deux ans et trois ans peuvent pour partie &tre

affindes pendant l'année précédant leur commercialisation & la conscmmation.

Cette opération s’effectue dans des rivisres ot la productivité
primaire et la production phytoplanctonique sont généralement trés élevées.
Les huitres trouvent ici des conditions idéales pour finir de croitre et

surtout acguérir une bonne gualité de chair.

Les plus connues de ces viviéres sont la Penzé. les abers Benoit

et Wrac'het i moindre degré maintenant le Belon.
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2. Rappel des connaissances sur Bonamiz ostreae %
Pichot et coll., 1579

Le parasite X fut décelé en 1279 chez des hultres subissant
des mortalités & 1'Ile Tudy =t i Paimpol (CO!PS et al, 1979). Son
ultrastructure devrait &tre raoidenent précisse par PICHOT et al,

1979, qui le nonérent Bonamic ostreae.

2arallalement le laboratoire de La Trinité-sur-mer suivait
l'évolution de la situation épidémiclogicque (TIZE et al., 1920 ; TIGE
et al., 1281 (sous pressz)) et réalisait des expériences de contamination
in situ (CR3EEL, comrwnication personnelle). Cz parasite était Sgalement

décelé par CRHOUR et al,, 1964,

3. 1. Zescription du norasdte

2.1.1. En microscopie photonigue

Dans le cas de la maladie, des lésions sont chiservées au niveau
des filaments hranchiaux, du tissu cenjonctif et plus rarement de
1'épithéliun stomacal. Zlles forment trés souvent un facids particulier;
caractérizé par la présence anormale de cellules sanguines et de petites
cellules sphéroides de 2 3 3 u. Ces dernidres peuvent étre libres dans

les tissus ou situdes 2 l'intérieur de cellules sancuines.

3.1.2. En microscorie €lectronique

Les ohservations en microscopie £lectronigue ont permis de

préciser la structure des cellules parasites de 1l'huitre.

Trois types peuvent étre différenciés - les cellules denses,

claires et en division.

Elles présentent un cytocplasme dense. riche en ribosomes oa se

~

trouvent écalement des mitochondries & cradtes peu nombreuses et des

* Ce ragpel est imnortant car la bonne connaissance du parasite conditionne
en partie la praticue d'un bon diagnostic.




particules denses structurées (PpS) de 130 3 170 nm. Le noyau limité par
deux membranes unitaires est trés opaque aux électirons. Ces formes sont
les plus couramment observées et correspondent aux cellules décrites

antérieurement.

. Cellules claires

De taille plus grande que les précsScdentes (2,5 p a 7 ) et de

forme amoeboidz, elles sont peu basophiles ¢t sont caractérisdes par :

- un noyau contenant un volumineux nucléole pariétal,
- des mitochondrics & nombreusss critos,

- des Tormations membranaires ou saccules assimilables & un

golyi.

Ces cellulss renfermernt €galement des PDS décrits ci-dessus. Ils

sont assimilables aux haplosporosomes décrits par PERKIVS (1379).

-~ Eeilules en division

Différents stades de division cellulaire ont pu Etre cbservés.
Les microtubules de 20 nrm visibles dans le nucldcplasme et formant un
faisceau a partir d'un corps polalre sont & rapprocher des spindle pole body
{5PB) décrits par PERKINS (1275 ) au cours des divisions cellulaires de

Minchinia nelsont.

La division nucléaire . au cours de laguells la membrane unitaire
persiste, est suivie dfune division cytoplasmique par fcrmation dfune
membrane plasmigue internz. La multiplication dans la cellule hdéte semble

donc se faire suivant un modc schizogonique par division binairs sinmple.

3.1.3. Cycle de développement dans 1'huitre

D'aprés PICHST nt al.; 1979, les cellules claires représenteraient
les formes vagétatives, sc multipliant par division schizogonigue. Les
cellules denses seraient les formes résistantes servant & assurer la
dissémination du parasite. Ces auteurs n'excluent toutefois pas la présencs
d'un c¢ycls 4 phase sporogonigue qui se développerait s~hez l'huitre ou chez

un héte intermédiaire.



3.2. Spéedidcide parasidoine

Dés qu'une maladie se déclare c:ez un cogquillace, des opérations
de diagnostic sont aussitdSt envisagées sur au moins toutes les espéces

cultivéas dans le secteur atteint.

~insi, ces contr3les avaient permis, lors de 1'Spizootie due &
Marteilia refringens. Ge ratrouver ce parasite chez Mytilus edulis et
Crassostrea gigas. Il n‘a toutefois jamais entrainé de mortalité chez

ces deux especes.

Concernant 2. ostrece, des examens identigues ont été rdalisés
dans les principaux iovers infecticux décslés & ce jour. Les coupes
histologiques pratiquées notamment sur M. edulis provenant du Vivier-sur-mer
et de Cancale et de (. gigas cultivéc A& Paimpol, Cancale ct en riviére
d'Etel n'ont pas permis de déceley ce parasite (Cormunication personnelle -

laboratoire de pathologie - ISTPM La Trinits-sur-merj,

3.3, Epidemiofogiec

3.3.1. Signes cliniques

Les signes cliniques retenus sont normalement décelables a
1'examen macroscopigus. D'zapréds TIGE ot al.. 1530, les huitres ds=s parcs
atteints par la maladic restent trés souvent antrcuvertes. La fermeture des
valves est lente lorsqu'on les touche. La cogquille; & 1lfexception parfeois
d'un mangue de “"pousse”. signe non spécifigue, ne présente aucun caractéres

particulier.

Le "poisson” a rlnéralement une glande digestive normalement
colorée et peut contenir des produits de réserve (glycogéne). Les signes
les plus caractéristiques sont aa niveav des branchies. In effet, elles
peuvent étre aifectées do lésions & différents stades (fig. 5 d'aprés

TICE et al., 1980}, Le pourtour de <es lEsions prasente une teinte

jeundtre, généralement significative de la preéscnce de Bonamia.
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Nous retiendrons toutefois, comme cos auteurs, que ces signes
ne sont pas spécifiques car. d'une purt, de nombreuses huitres ont été
trouvées parasitées sans pour autant présenter ces caractéristiques et,
d'autre part, la maladic des branchies chez (rassostrea angulata
présentait également des lésions trés similaires mais dues & 1'action dfun

virus (COMPS <t al.; 1976).

3.3.2. Cycle d'infestation in situ

Les expéricnces ri3alisées 3 1'Il2 Tudy et & Paimpol (CRIZEL,
communication personnelle) montrent que la contamination de lots supposés
eains, peuvent s'effectuer ponctuellement (mars, avril, mai) mais qu'zslle
a surtout lieu en pfriode estivale (infestations massives juillet, aoit,
septembre) . Ces infestations se poursuivent & degré moindre pendant les

2

derniers mois de 17année.

Ces essals praticués avec des huitres originaires de la baie de
Quiberon oi les témoins n'cont jamais reévéElé de parasite du mois de janvier
& octobre posent un certain nombre da gquestions et permettent 4'énettre

trois hypothéses :

- lors de 1la mise en essai, les huitres utilisées sont d2ii

contaminéas 3 un taux trés bas, difficilement décelatle,
- un stade non décrit est déja prédsent chez les huiltres,

- enfin, la contamination a bien lizu dans le site expérimental.

3.3.3. Sitwation épidémiclogigue

Le parasite a 6t2 décels 3 l'orxigine en juin 1979 sur des huitres
subiissant des mortalitds 3 1°'Ile Tudy. Sans pour autant pouvoir l'incriminer,
il a été retrouvé associé, m cours du meois de novemnbirc de la méme année, &
dos mortalités trés ponctuelles sur certains parcs do Paimpol (Fors Evens).
Par la suite, il a €té mis an dvidence dans les différents centres
mentionnés dans les tableaux 1 et 2. Ce diagnostic concerne soit des huitres

dlevées dans le site,soit des huitres transférées danz is2 site.
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Actuellemant 1a maladie sévit dans quasiment tous les centres de
captage et d'élevage bretons & l'exception, sous réserve de rdsultats
négatifs des analyses en cours. du golfe du Morbihan, de la riviére d'RAuray

et d'une partins de la rade de Brest (gisement de Loumergat) (fig. 7).

3.3.4. Mortalités

Les expériences réalisdes par le transfert dfhuitres non
contaminées (huitres Agées) sur des parcs =ituds en zone atteinte par

Bonamia ostrece ont permiz de montrer que :

- les mortalités importantes surviennent deux 3& trois mois
aprés l'observation des premiéres contaminations massives,

- elles s'dchelonnent pendant la pSriode automnale et
hivernalo,

- glles sont de 190 % au bout d'une période maximale de 13 &

15 mois.
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4. Expériences d'infestations expérimentales

4.1. But de L'expénience of hypotheses de travail

Des observations réalisées sur Lonamia. il ressort que :
1°) les huitres baillantes sont la proie des prédateurs,

2°) la viricde maximale d'infestation parait avoir lieu

durant 1°‘€été, pendant ies mois les plus chauds,

1°) il est possible que le parasite soit présent danu
1l hufitre sous unc forme non décelable cu décelée & ce

iour,

4°) la waladie s'est souvent déplacée var taches sur les
narcs. affectant & un temps donné qu'une partie 4'un
parc, et surtout gu'une ou plusieurs parties d'un

centre.

Partant des constatations 1 et 4 nous avons €mis 1'hypothaése d'unc
possibilité de cycle de développemaent de la maladie par un hdéte vecteur ou
secondaire gui serait préférentiellement un prédateur de l'huitre ou un

nécrophage.

Le crabe vert Coreinus maenas étant présent dans toutes les

réglions ostréicoles Lretonnes. notre choix s'‘est porté sur cet animal pour

réaliser les expéricncos.

Se basant sur le point 2, nous pensons qu'il est possibkle que la
températurc, comme dans le cas du développement de Marietlia refringens
(LEIBOVITS et GRIZEL (sous presse)) soit un facteur déterminant dans la

contamination ou l'évolution du parasite.

Znfin. tenant compte du peint 3, nous avons congu cet essai de

maniére & éliminer indirzsctoment l'inconnue présenta,
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Les hypothéses posécs, leé but de ces expériences est donc, comme
nous l'avens indigué précédemment; d'étudier le nécanisme d'infestaticon de

Bonamia ostpeae. en vérifiant au cours de celles-ci :

-~ l'incidence du parasite sur les mortalités (relation

présence parasite - mortalité),

1'influence de la température
- le rd6le éventuel de Carcinus maenas,

- la possibilité d'une contamination buftrye 3 huitre, le

parasite étant véhiculé par le milieu.

4.2, Prodocoie de 2'expérdience

Plusieurs autzurs ont 423a proc3dé a des escais d'infestation
expérimentale . notamment de Perkinsus marinum (RAY 1954), Marteilia
refringens (BALOUET ot all.), Nematopsis sp. (GRIZEL et all.) en employant

des protocoles et des technicques assez similaires.

Dans notre cas, nous avons utilisé deux sséries de bacs, dont
le dstail des caractiristiyues est cdonné ultérieurement.
. La premidre série, tenpérature ambiaite comprend 11 bacs

1
composés selon le schéma suivant

Chaine témoin Chaine active

1 HIP 6 HNP + HP X 2

2 HP 7 HNP + CZP X 2

3 CZHT B HNP + CZNP

4 cZe 9 HMP + 5P

5 EN? + CZNP
HMP = huitres non parasitées CZNE = crakes de zone non parasitée
HP = huitres parasitdes CT® = crabes de zone parasitée

SP = suspension parasites



. La deuxiéme série, & température de 20°C, comprend 7 bacs

répartis selon le schéma ci-dessous :

Chaine témoin Chaine active

1 HNP 3 BP + BE 6 HN? 4+ HPF + CZP

2 HP 4 HUP + CZP 7 HANP + HP + CZNP
5 HNP 4+ &7

Ce modéle, complats par une analyse de témoins initiaux (huitres
et crabes provenant de différents secteurs) et un: analyse de témoins
finaux (huitres de zone non narasitée) ,devrait permettre de contrdler si
la maladic s'est développés "natursllement” sur les hultres de la zone non

parasitée et de révondre au probléme posé.

4.3. Methodes et maiiniels

4.3.1. Origine des animaux

Les hultres de zone non parasitéa, sont deg hultres atlantiques,
draguées sur wun banc naturel dans le —ort de la Palice. Huitres “tout venant”.
elles sont dgées de 1% mols a4 4 ou 5 ans. Elles sont détroguées, brossées et

lavées avant d’étre introduites dans les bacs.

Les huitres parasitées sont collectées sur les parcs ostréicoles
bretons des secteurs infestés : Ile Tudy et Feimpel. Cc sont des huitres
de 2 et 3 ans qui n'ontsubit gu'un simple lavage zvant d'étre introduites

dans les bacs.

Les crabes de zone indemne proviennent aussi de La Fochelle. Ils

ont une taille allarnt de 4 2 10 em de largeur céphalothoracigue.

Les crabes de zones parasitées sont fournis par des ostréiculteurs
du Morbihan (riviére de S5t Philibert) d'une part et d’autre part, nous
avone moulillé une nasse appdtée dans le port de La Trinité-sur-mer.

Ce sont les crakas A'une taille de 4 & 5 cm de larveur qui ont

i

&té retenus, taille paraissant 1z nlus propice pour un bon maintien en

it

élavage.
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4.3.2. Les aguariums

Les 1£ bacs sont disposés dans deux salles d'dlevage (fig. €).
Dans la premiére salle. la série A température ambiante et dans la seconde
salle,; la série, dont l'eau est thermostatée a 20°C. ainsi que les ballons

et gaines plastigues pour la culture de phytoplancton

Les aguariums utilisés sont des bacs kblancs en plastique de

contenance 60 1.

Au fond de chague bac est déposée une couche de 2 & 2 cm de
sactle pour recréer le biotope des crabes et pour assurer le développement
d*un film bactériesn au fond du bac. Ca dernier facilite la décomposition

des matiéres en suspension,

Chaque bac est rempli de 45 1 & 50 1 dieau de mer filtrée. Cette
eau de mer est pompée eon riviére de La Trinit: et filtrde sur filtre
"Millipore™ comprenant en série un premier préfiltre grossier 3 la sortie
de la pompe moteur, puis un second »Hréfiltre a4 0.45 y, enfin un filtre a
0,2 U, L'eau de mer n'a jamais été renouvelée au cours de l'expérience.

Chague bac est rempli de 45 1 a 50 1 d'eau de mer filtrée.

L*adration des bacs est assurée par des petits moteurs bulleurs
"Rena® et “Hvkro". Chague moteur assure le bullage de 3 bacs et dispense

l'air & un débit d'environ 200 & 270 1/h. Dans chaque hac, il n'y a gu'un

seul sucre diffuscur.

La tempgrature de 20°C des bacs de la seconde salle est maintenue
a4 1'aide de résistances thermostatées "Hykro" pour aguarium {100 7 - 220 W).
Elle représente approximativement la moyenns des tempsSratures d'eau relevés

dans les milieux ostréicoles bretons.,

Charge des bacs : chaque bac regoit entre 50 et 80 huitres

auxquelles s'ajoutent 15 crabes pour 5 des 18 bacs st 30 crabes pour un sesul
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des bacs. Cette répartition est donnéesur la figure 8. Dans les bacs ol
cohabitent des individus de provenance différente, un marguace distinctif

est emplové :

~ deux traits de scie & métaux sur la valve droite des

huftres parasitées,

- une marque de peinture blanche sur la carapace des crabes

de zone narasitée,

4.3.3. Techniques d'infestations

lNous avens repris les techniques utilisdes par SaMMY M. RAY en
1954 pour réaliser l'infestation d'huitres nar Dercrocystidium marinum

selon deux méthodes

-~ méthode d'infestation hultre a huitra

{(proximity method)

- méthods pax broyats de tissus d'huitrez infestées

(feeding method) (branchies de 2 huitres, 2 fois par semaine)

(SRMY M, WAV, 1954)

?lus récemment, la technigqne des broyats d'huitres avait &té
suivie par BALOUET pour 1'infestation d'huitre par Marteilia (BALOUET,
CHASTEL, QUILLARD, CRHOUR. 1975).

Nous avons employd une troisiéme technique : l'intervention d'un

hote intermédiaire. En ¢ffiet, le cvecle du parasite. aprés sa libération par

voie digestive ou aprés ls mort de 1'huitbtre, peut se poursuivre dang un ou

plusieurs hétes intermédiaires.

De tels cycleg se rencontrent chez Nematopsis ostrearum qui a pour
héte Brachvoure, Pancopeus hcrbstii ou Eurypanopeus depressus et hdte

mollusque Ostrea virginics (PRYTHERCH, 1540 in vivarés 1969).

KORRIGAN (1968) a trouvé plusieurs hdtes potentiels pour Mytilizola

intestinalis.



Dans cette expérience, nous avons testé le rdle de Careinus

maenas dans le cycle de Bonamia onstreac.

4.3.4. Production de phytcplancton

Des essals compzararvles 3 celui-ci ont 4€3j3 été nenés en
alimentant les huitres avec da lait en noudre (TIGE, 1279, rapport ISTPM).
Les algues nous ont paru &tre un meilleur aliment pour les huitres, notre

expArience devant durer plusieurs mois,

Les souchos utilisées

Deux espéces, courmuniment emplovées par différents laboratoires
ont été retenues pour leur taills qui s'assimile & z£lle des cellules
nlanctoniques ingérdes pay les huitres dans la nature (2 & 12, PAULMIER,
1372). Ce sont :

- Tetraselmis suesiea : algue unicellulaire flagellée verte

- Monocheryzis Tutheri : algue unicellulaire flagellée brune

I.es souches de départ, contenues dans deux erlenmeyers de 500 ml.

m'ont £t¢ fourniespar 1'ISTPM de Hlantes,

J'ai utilisé les technigques pratiquées par LASEUS (communication
personnelle) et par la SATHAF (LE BORGNE et col., collogue 1%78). Les
souches sont repicudes et maintenues pour notre expérience dans des
erlenmeyvers de 800 4 1 C00 ml, contenant au 3/<4 de lieau de mer filtrée

2 0,2 et 2 mM1/1 de milicu de Provasoli (composition annexe 2).

Les flacons; bouchés par du coton cardé et de la gaze, sont
préalablement stdrilisss & 120°C pendant 10 minuvtes. Une feuille d'aluminium
individuelle assure la orotection des lbouchons au cours de la stérilisation.

Lz contenu des arlenmeyers est quotidicnnoement agiteé.

Le nréélevage est réalisé dans des bonhonnes de 10 1, également
stérilisées et contenant au milicu identique au précédent. La culture est

aérée par bullacge.
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Les repiquages entres erlenmayers sont pratiqués aseptiquement

selon la technique classiguc utilisde en bactériologiz,

Le repiguace des erlenmeyers on bonbonnes se fait par simple

transvidage, les risqgues de contamination étant faibles.

La fréguence des premiers est de 8 jours celle des seconds de

10 jours.

Erienmeyers et bontonnes sont disnosés sur une étagére basse de
la deuxiéme salle d'élevage. L'ensemble st protdgé par des plagues de
polystyréne qui assurent un maintien de la température aux alentours de
20°C. L'éclairacs ast rdalisé par 9 tubes fluorescents ordinaires Philips

horizontaux de 30 cm de long =2t d'une puissancz de 40 W chacun.

Production ds masse de phytoplancton

Tes installations correspondant a la prodiction de masse sont
reportées dans la figure 8. Zlles sont constituées de gquatre gaines
plastigques polyéthvléne chacune mesurant 15/10C d'épaisseur, 380 mm de large
et 2,5 m de long. Chanque Taine replife en U ot suspendue par les deux
extrdmités; est ramplic d'ean de mer uniguement filtrde & 0,2 y et
enrichie en milieu Z2c Frovasoli., La mise en cultares des deux espéces
dtalgues est faite altern-~tivement sur deur gaines de maniére 4 obtenir

une production régquliére.

La production de Tetraselmis est assuré: par une simple
remultiplication in situ des cellules et un réajustement d'eau et de milieu
de culturz. Le genre Monochrysis est réensemencé tous les 10 jours dans une

gaine plastique neuve.

ILa production est controlée par des comptages réalisés a l'aide
d'une cellule ds Mallasszz. En production

- 520 000 & 1 000 090 cellules/ml pour Tetraselmis
- 800 000 & 2 223 000 cellules/ml pour Merochrysis



Le bullage @¢st assuré par des bullecurs "Hykro™ et de longs

1

tubes pyrex légérement recourlds 3 leur extrémité.
L'éclairage est fourni par 5 tubes blancs brillantsPhillips de
1,2 m de long et 40 W de puissance intercalés avec 5 tuhkes gros lux

(lumiére violctte) de méme longueur et de méue puissance que les précédents.

4.3.5. Techniques de contrdle

Tes olservations de contrdle sont iacroscopiques et mi croscopiguas.

Les examens macroscopicues des huitras portent sur la croissance
de la coquille, l'Ztat d'encgraissement de 1lanimal et surtout sur la présence
ou l'absence de lésions brawnchiales. Ces derniéres, comme nous l’avons

rapoelé o»rdcédemment, sont un sign: intéressant de 1a présence de Bonamia.

Les examens macryoscopiques uss organes d= crabes se font aprés
une dissection de la carapace, Cette dernidr: peut £tre incisSe dorsalement
suivant 1a marge latérale du céphalothorax comme le décrit TIRIER, 1957, ou
ventralement seleon les lirmes de suture. Nous avons retenu la premiéres qui

permet de garder tous les oryanes en nlace (fiz. 9 et 10).

Les examens scnt rdalisds 4 l'oeil nu pour la cavité coeloaigue
et & la loupe binoculair. ~our les différentes partias au tube digestif.
Comme l'ont decrit BAUCHAU (1966) et TIXIER (1957) . ce¢ sont l'estomac,
1l’intestin moven et postirieur (rectum),; les cnecxa digestifs (deux antérieurs

2t un postérieur) et 1'hépztorancréas.

Examens microscoriques

T.es examens microscopiques se font sur des frottis et sur des
préparations hisuologiguas. Les techniques de frottis ont &té surtout
employses pour les parasites des crabes pour permetire de compléter

rapidement un diagnostic macroscopigue.






Nous développerons préférentiellement les techniques histologigues
qui ont &t2 utilisées systématiguement pour tous les contrdles d'huitres et

de crabes.,

Chez 1’hultre, le prélévencnt consiste en une coupe antéro-
postérieure ou dorso-ventrale d'une tranche e chair comprenant du manteau;
des palpes. des filaments branchiaux, de la masse digestive et des gonades

(fig. 11 et 12).

Chez le crabe,; les fixations concernent le coeur, prélevd dés
l'ouverture de l'znimal, puils 2Dpr§s examen macroscopigue, une partie
de l'oesophage, de l'intestin moyen, du cazcur intestinzl postérieur et

du rectum.

Pour chague animal . toutcs les piéces prélevéss sont mises dans
un pillulier numéroté et cnregistrd, et fixdes géndralement par le liguide
agueux de Bouin. Dans jucligucs cas. nous avons utiliss le Carnoy 2 pour
réaliser ultérieurcment des colorations spécifiques (ex : Feulgen). Les
opsrations et les compositions des produits employds sont données en

annexes (2 a 8).

Apris déshydratation et imprégnation & la paraffine (60°C); les
échantillons sont inclus dans cette derniére, tout en étant convenablerent

orientés afin d'obtenir ultérieurer.nt l= plan de coupe désiré,

Lez blogs de paraffine contenant les piéces sont délitss a 1'aide
d'un microtome =n coupes fines d'dpaisscur de 6 p. ¥n diagnostic de routine
seulement deux coupes sdrifes sont traltéss ot observées, car les

échantillons sont trés nombreux.

Dans notre expérizncs ol l=os lots comportent relativement peu
d'huitres (max. 50), nous avons préférc travailler sur trois coupes
pratiquies 3 des niveaux différents des piéces, pour diminuer les risgues
d'errecur. En effet, une Stude de statistiaque 2 8té Ffaite portant sur trois
niveaux de coupe d'un lot d'huitres parasitdes (TIGE et col., 1980, sous
presse) . Les résultats ont donng 10, il =t 12 hmitres parasitées sur 32
huitres exaninées. Les intervalles ont €té de 5 huiltres au risque 0,05 et

11.4 huitres au risque 0,01.
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Préalablement & la ceoloration, on réhydrate lés coupes. La
coloration de PPENANT (variznte do GARE) a &té utilisde pour les huitres.
Pour les crabes; deux colorations ont servi : 1l'hémalun picro-indigocarmin

(le plus utilisé) et 1'izoan de Heindenhain.

4.4, Suivd de L'expinionce

Au cours de cette expérience d'urc durde dec 3 mois (du 19 mai au
20 aoidt), nous avons relevw” guotidiconnement pour chague bac les mortalités

survenues sur les huitres et les crabes, 2t la température de l'eau.

I1 a fallu &galement assurer la surveillance de la salinité,. de

l'aération et maintenir une production phytoplanctonigu:.

4.4.1. Les aguariums

Salinite

La salinité initiale del'e=u de mer pompds en riviére de La
Trinitd est de 25,2 g/l (mesurs effectude au densim@tre de nrécision,
d =19218 £ 15°7). Cette salinité a rapidement &volué : assentiellement

dans les bacs thermostatds du fait de 1'évaporation. pour atteindre dans

~

Jquelgques cas un maximum de 42 %o {densité : 1 0285,7 & 21°C).

tous avons donc proccdé par guatre foils & un réajustement
progressif de ce facteur par addition d'eau distillée, de fagon & obtenir
une salinitd de 23 %,. Il faut noter gue ces variations progressives ne
semblent pas avoir affecté lzs hultres. Celles-ci peuvaent en effet
supporter des salinités de 45 %,, les salinités optimales se situant entre

32 et 37 %, (MARTEIL, 1976).

]

jus

Dans la preniére salle. tous les bhacs sont température
ambiante. Cette dernidre a varid au cours de lfexnérience entre 15°6 et

231°5 €%




T%

211

9L

8L

]7-

focs Thermostatds

'
Bac non Thermastates
1' . T Ll i L] bl Il s

| 13 1 JUILLET 5 1 AQUT 15
1P MA) ¥ 20 AQUT
Fige 13 : loyennes des Sempiratures de 1! ies bacs non thar es
e 1'exndriarce,

‘

21



La fluctuntion des temriratwres de l'eau des bacs est similaire
a celle de 1l'zir, l'écart thermique Stant de 5° (mind 15°, maxi 20°)

(€15, 13).

Dans 1a seconde wpiéce, la temmératura de 1= sdries de bacs
thermostatss numdrotis ds 11 3 17, est srogramée a4 70°%, Elle a en fait
fluctué lsoirezent au-densous et l3girsement au dessus de ce point. Les

maximuis (22°) sont notis 2endant la »Hériods chaude du mois 4" andt.

™

Er~tion et salissure des bacs

tnitialerment, l'acration au niveau 3u bac ¢st assurfe par un
seul diffuseur. Czpendsnt, au cours de 1l'ewndérisnce  le davelovnement de

salissurcgdans certains zZz2cs nous a concuit & Joubler. woir trizler. ces

Jdilfuseurs.

Les szlicsures sont surtout conctatees cans les bacs contenant
des gros crakes, provenant de zones non Tarasitées. illes sonit composees
de matiéres organigues diverses en Jdécomposition (féces. morceaux d'hultres
2t de craies) rul entrainent un accroissenent ¢c la consommation en oxyuiane
et rrovoouent uns augmentation notoire de turbidits, Cas deux actions
coniusudes sont certzinerment la cause de mortalites constatdes. Le rdla
du oremicr facteur o5t kien connu celui au deuridme intervient sur
l'activits valvaire (MBLY54. 1221 ¢ ZI5, 12377) et sur la filtration,

aonvant entrainer un colmatage du filtre branchial.

4.4.2. Lz pourrliture

En rovtine 4'Slevacge deus litres de chacune des soucles
({Tetraselmis et rnochrysis) sont versdesc dans chaque hac deux fois par

semaine.

La densité gaoe cultures utilisdee est de 570 900 &4 10 000 009

cellules/nl -our Tetraselmis et 5600 000 & 2 230 00 cellules/ml pour

Monochrysia.

Tos craes deg bacs contenant les huitres de 1 expérience, sont

livrés A4 leur rdle natursl de —riédateur et ae nécrophage.



Les crabas des bacs témoins,. sont nourris une fois par semaine
avec des huitres Cracsostrea gigas prélevées en riviére d'Auray (2 huitres

par bac).

4.4.3.; Mortalités

“u cours d'une premiére mise en place de 1 essai d'infestation,
nous avons constatd trag rapidement d'importantas mortalités particuliérement

chez les huitres nrovenant de La Rochelle.

L'analvse de ces mortalités nous conduit i penser gqufelles
résultent

- du stress subit lors du voyage (huitres d'eau profonde,
mauvals conditionnement, présence & l'arrivée de beaucoup

de salissures et JSpinhytes en Jdécomposition) .

de la densits d'huitres mises en présence dans les hacs

—

aessai de 120 huitres/bac initialement).

Devant ce fait nous avong remis en place de nouveaux bacs avec
les hultres restantes ayant supporté cette période transitoire. De plus;
nous sommes convenus de diminuer le nowmbre d'huitres et de crabes par bac

(cf. annexe 1).

D'autre part, des mortalitis massives sont survenues au cours
du mois de juin dans le bac 2 (moins &'un mois aprés le dsbut de 1'assai)
dues & la trop forte charge de 9fpart et le défaut d'asration. De plus,

la lecture histologicque Jdes crakes fixis

% I3

S1¢ mne septicémie généralisse.

L'étude ultérieure rapportée dans les rasultats concernent donc

les animaux de ces nouveaux bacs & l'exception du bac n® 2

4.4.4. Prélevements

Initialement un zacrifice intermédiaire avait &t prévu mais

Stant donné le contexte do l'expérience et le

peuw d'huitres (relatif) de
chague bhac. nous avons fait quiun sacrifice final ie 20 et 21 aolt.



Cependant. au cours de l'expérience. les huitres baillantes

&taient retirses et fixdes,

4.4.5. Analyse critique

Les opérations rjuotidiennes de routine renrésentent une part
importante du temps de travail. Afin de limiter cette période, et maluré
l'aide d'une personne pour rdaliser les diffdrentes tdches, j'ai di
réduire sciemment le nombre de bacs ot d'huitres prévus pour réaliser ces

expériences dans le temps imparti.

Ces nombres, certes insuffisants pour mener une étude compléte
basée sur des vérifications statistigues utilisant des méthodes performantes
(moyenne variance),nous ont néanmoins permis, comme nous le verrons,
d'intcrpréter l'expérience en s'appuyant sur la présznce ou l'absence de
parasite sur coupes histologiques et sur des méthodes statistiques moins

poussées (intervalles de confiancz < un pourcentage).

Ce travail a demandé également du tewps pour £liminer certaines
difficultés rencontrées lors de la mise en place de l'essai. Une période
de préadaptation dcs cogquillages nous parait maintenant nécessajre pour
déterminer au mieux les conditions ewpérimentales, Celles-ci comme nous
l'avons constaté dévendent du bon conditionnement des animaux lors du
transport, mais également du "biotope expérimental®” (densité, température,

salinit3, aération. nourriturs, etc.).

Parmi les factzurs de ce biotope, il ne faut pas négliger
la salinité. En effet, celle-ci peut provoquer des réactions d'adaptation
surtout lors de transferts d'huitres plates dans des milisux de salinité

différente.

D'aprés SCHLILFEER (1955) et RICCI (1957), la durée
d'acclimatation est provortionnelie i 1l'amplitude de la variation. Pour
Ostrea edulis, elle peaut demander de deux 31 trois semaines, au-deld la
croissance reprend ou la mortalité apparait. Ainsi. un tel phénoméne a
pu intervenir lors des mortz=lités initiales constatées, se greffant aux

causes que nous avons &vocuces.
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L'aération est &galement un facteur orimordial surtout lorsdue
les anirmaux se trouvent dans dJes situations critigquss résultant soit d'une
forte densitd, soit d'une ean chargfée en matiére organique. Les deux cas
se traduisecnt par une consormation dlevie d'oxygénc. lous avons dil pallier
3 ces inconvénients 4 deux revrises. en diminuant initialenent le nombre
d'animaux et en multipliant au cours de l'expdrience Iles arrivées d'air

dans les bacs les plus sensibles.

La »roduction d'une nourriture adhoc. nous a paru nécessaire,
va la durée de l'essai. Lo choix d'algues nous a posé le probléme de leurs
cultures.Celles - ci, rialicdes dans Jdes conditions d'asepsie pas toujours
idéales,se sont dans 1'ensembls bien déroulées. Tretraselmis s'est trés
bien comports. Monochrysis pose des problémes lors des repiquages. Elle
paralt étre trés sensible 3 la qualité d'eau, or nous n'en avons pas
toujours disposé en période estivale (forte turbidité et nombreuses

pollutions bactériennes).

Enfin, si lz production a pu étre assurée sur un rlan gualitatif,
nous somnes limités sur le plan gquantitatif. Cette restriction se traduit
au niveau du choix de la guantit® de nourriturz gui dépend donc plus de nos

posesibilités de production gue des besoins réels dass huiltres,

Ce mangque vrohable de nourriture 1ié au constat dune croissance
de la coguille. peut permettre 4 exnliquer iz maigreur de certains animaux

en fin d'expérience.

Liutilisation <’algues lyophilisdes {W0BLI, communication
personnelle) aurait peut Stre <£té plus rationnella <Fans le contexte de
notre expérience nous dégageant <u temps libre ¢t nous parmettant

d'accroitre l= rythre dfalimentation.
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5. R&sultats

5.1. Evaluation des rortcii_ Es

Toutes les morteiitds sont reportées dane les tableaux par

cquinzaine.

5.1.1. Essai 4 température anbiante

Comparaison des témoins hultres

Mois| Mai Juin Juillet |5°ﬁt % global |n° du
i d i
at;fre es 1 31lt 1sl1s 2001 15116 311 1 20|de mortalitsd| lot
ots |
- - 1 I
;‘emén HAP . i : 2% 2% 5
Bac
: | =
Pt} | | (1) (1)
® ! 1
g:go;“ B 234 |15 s 5 % gs | 138! 5% 70 % 5
) (14) | (9) (3) | (5) | (8) (3) (42)
{50) i
Témoin HWUP ‘ 3
13 % 3w (12 % | S5 % 5 % 38 %
S&7 o e I1T
acti el e (2) 2) | (7 i (3 | (3 (23)
(60) |

Ce sont surtout les nourcentages vlobaux des tableaux qui ont

retenu notre attention,

Un test du ¥? ne peut pas &tre utilisZ car les données sur la
mortalité théorigque & huitre due uniguement & l'expérience sont

insuffisantes.
Cepandant. il parait intéressant de calculer les intervalles

de confiance des pourcuntaces observés pour les comvarer ultérieurement aux

pourcentages de mortalitifs des séries actives.

¥ (x) = efiectif rdel observé.
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Intervalle de confiancc de I

iy 1 B o
Selon LAMOTTE q = o~ leg limites infériecures et
44
supérieures sont alors : 0,004 < g < 0,039 0,02 < xr € 5,34

Q% <T’I< 10 s

Intervalle de confiance de 1L

q==§=0,70=¢11%ﬂl=ogma
I,p =0,72 8,12 598 < B, <82 ¥

Les mortalités de (I) et (II) sont tris significativement
différentes. Ces risultats s'accordent avec les relations de cause &
effets (présence Bonaiia - mortalité d'huitres) notdes apris deux ans
dobservations sur le terrain, Danc les conditiong expérimentales ol
l'huitre est soustraite 3 tout praidateur, il est raisonnable de penser

que les mortalités sent effectivement dues & Bonamia ostreae.

Dfautre part, les six pourcentages de II différent

significativerent (test d'indédoendance du X2, X% = 14 06 au seuil 5%.

xz5 thZorique
la mortalité a &té plus forte en début d'essai. C'est en fait iirnutable

= 11,07) (SCHEVARTZ. 1963). Il v a donc un facteur temps

soit 3 l'expérience soit & la forte pathogénie du r-arasite.

Intexvalle de confiance de IIT

rt
AV
(8

0,261 < q < 0.518

2
n
|

) |
=

]

<P <52 %
13T

s

o
(&

Enfin la comharaison des intervalles ds confiance des lots
(I) et (III) montre éyalemant une di’férence significative. imputable

4 la présence de crabes.




Comparaison des témoins crabes

¥ #ai Jui Jui t A
Mature du oo i e WS oht % olobal n® du
19 31|l 15 [16 30|1 15[15 31|1 20|de mortalité| lot

lot LY
Térmoi Zitea
g B 159 |303 |5 | 108|258 85 % -
- @ | lw ] @ | o (17)
= o ®
Témoin CZP » e ’
i 20 5 2 25 3 g

it (4) (1) (5)

Le comportement cannibale et nécrophage du crabe nous a amené

& traiter a part ce tableazu de témoins.,

Intervalle de confisnce de IV

~ = £ == }',_?_ i Vgi_’) (1 = .!. & S
- g n - 2(} ¢ = n ] O,U?J..
i, =0:35 £0,16 59 % <P <100 %

n

La formule du ¥ ¢&e IAMOTIE donne le méme ré&sultat : ces
deux pourcentaces sont siqnificativeaent différents. On devrait pouvoir
conclure i une association nositive entre la mortalité et 1'appartenance
au groupe C7Z?. ¥n fait il n'en est rien car, pour appricier la notion
d‘indépendance et d'association, 1l auvrait fallu disposer de crabes de

méme taille, avant supi les mémes traitements.

Lecs conditions d expirience peuvent permettre d'expliquer ce
résultat. En effet, les crabes utilisés sont de taille différente, ceux

de zone parasitée (CFE7) étaient beaucoup plus cetits gue ceux de zone non




parasitée (CZUP). L'activit¢ supérieure des ;ros crabes a engendré des
problémes de maintien dJdans les bacs (adration,turhidité) qui ont abouti
a des mortalités pracoces de crabes et d'huitres (bacs 2, 10 et 14).

facune perturbation notoire n'a Sté observée avec les petits crabes.

fussi, lesg nortalités de crabes des différents bacs ne seront
2lus discutses ici. Elles sont reportées au niveau du tableau global

des mortalités en annexes (7, 3 et 9).

Comparaison des hulitres dela série active

T
E 0i dai Juin Juill Mot
oLk} MRS b g = % global N° des
Nature des s talits! lot
lots 19 311 1slie 1__15l16 | et et ! B
e 5 3 5
Bac 1 (3) e VI
(60) (3)
i
2 % 3% & o
3ac 9 ST VII
"
(50) (1) (2) (3)
10TE
S‘uspgnsion 2% 3 % 5-9: 10 3 VIII
Bac 8 (1) (2) (3} (6)
(60)
Hido
Léjour avec CZT 22 '% 33 25 % ¥
nac 3 (13) (2) (13) ’
(60)
HP
S&jour avec CZP 2 % 2% 13 '% £7 % i5 % 7€ % X
Bac 10 (1) {1} (8 (28) (=) (47)
(60)
I
2ac 1 15 % 15 % 5 % 35 dek
(20) () (3) (1) (7)
HE
20 % 30 % 5 2 75 %
Dac 9 o o pu XiT
(20) (4) (2) () (15)
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Dans le tablean 3 sont reportées les mortalités de lots
dfindividus différents. Par comparaisen entre zlles d'une part et aux
témoins 47autre nart. nous allons essayer de di3gager quelques points

marcuants.

Les couples (VI), (VIII) et (XI), (¥II) sont resnectivement

identivues dans les conditions d'expérience.

Mlors que les premiers ont eu un cornortement globalement
identigue. s'apparant & celui du témoin #NP? (I)., les lots EI et XII différent

significativenment.

Le lot (¥IY) se comrorte comme le lot témoin parasité (II).
Il est possible de penser que le lot XI a présents une proportion

anormalerment peu élevée d'huitres infestédes au départ.

Cenandant un »oint commun subsiste entre ces trois lots (II),
(¥I et X1I) : les mortalités les plus 8levies de ces hultres parasitées

sont apparues surtout en début 4d'eupdrience.

Le rourcentace global 10 2 du lot (VIII) est compris entre
llintervalle de confiance de (I) (borne sunirieure). lous avons cependant
tester ce résultat "limite” »e2r une mithode exacte qui est le calcul de
la probabilité dobtenir dans deux nroupes une différence dans 1 hypothése
d'égquivalencs. Ui cette probatilité est trés Faible, on rejette 1'hynothase

d'égquivalence : la différence est sicnificative (LANOTTZ, 1871)

oo i uares p 6ol
"4 1 5 ) 58 1 541 120 ¢
S s
27215158 %55 1 1200

nJ

I
-
b
(=
Lol 175




¥ = 0,453, Or 2 £ P est supérieur au seuil 0,05 (5 %)
généralement adopté, c'est-a-dire cue la différence ohservie ne doit

pas étre considérde comme significative mais simplement due au hasard.

Les lots (IX)et (X)d'hultres ayant séjourné avec des crabes,
expérimentalerment identiques, dif{férent & la fois entre eux de fagon tréds
significative et du témoin (TII) (256 % < PIII < 52 %). Le comportement des
crabes est trop différent d'un bac & l'autre (IV at V) pour pouvoir
comparer celui des huitres dans ces méres hacs. Les hultres de La Rochelle,
dont la coguille &tait trés fragile, Ztailent attaguées par les plus gros
crabes alors gu'elles ne subiscsaient pas de mortalité par prédation dans
les bacs 3 petits crabes. Dans le méme temps, elles s'asphyxiaient par
colmatage des branchies. Mnus ne reviendrons pas sur les séries od les
huitres et les crabes sont melangés. Nous nous contenterons de reporter

les mortalités ohkservées dans le tableau glcbal (annexes 7, B et 92).

5.1.2. Essai a 20°C

Comparaison des témoins huitres

\ tois| ai Juin Juillet Eofit
iature deE\\\\ —pr—i—t §  global N° du
lots < |19 311X 15116 30}1 1515 311 20 |de mortalité| lot
Témoin I p =
Bac 16 ik - B 2R |
(50) S5 k2 v
ng‘:‘o’l“’; i 5% | 103 | 23| 10s| 88| 3% 18 % -
(50) (2) {s) (1) (%) (5) (2) (29) *

En se basant toujours sur les pourcentages globaux, nous comnarons

entre elles les séries a 20°C; =muis celles 3 temnérature ambiante.

Intervalle de confiance de XIII

= Somee (00018 € g € D, 152
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Intervalle de confiance de XIV

Q
§ == wek 0,352 < g < 0,612

<D < 153 %
35 % etV 5 %

Les ténoins (¥III) et (XIV) restent significativerent
différents et confirment la différence entre (I) et (II) (teémoin HEP

et HP 3 température ambiante).

Les mortalités de témoins !INP & température ambiante et &
20°C sont similaires. Par contre les cowmnortements des lots (XIV) et
(II) ne =sont pas comparables, mais s'assimilent & la différence de

corportement déja obsexvée entre les lots (¥I) et (¥II).

Comparaison des huitres des séries actives

N S L1 I U S L s 8 R 8 S Y R 7 9 T Bt ST 00 B o S e o G T 8+

~ SO i, Juin Juillet Poiit % global |[N° du
Nature des de mortalité| lot
lots 19 311 15]16 3c|1 15|16 21|1 20| " i
HIP 5 =
Bac 12 1,6% > 3 640 % X
(60) (1) 3 (4)
A 1,6% 1,6 % 3,3 %
Suspension (1) (1) (2) e
rac 15
(60)
15 %] 5% E& | 5% 0 &
Bac 12 5 i
B it 3 | | o (6) i

L*analyse de ce tableau, comwarse 3 celle de la série active

& température ambiante, conduit aux mémes cbservations

- le comportement des huitres de La Rochbelle ne différe
Das des 2 témoins FAP. Ces deuw nethodes d'infestation par juxtaposition et
par broyats ne font donc pas apparaitre de mortalités anormales & 20°C

comme & tempSvature ambiante,




-~ un comporterent identigue & tous les lots parasités
(20°C et température ambiante) : les mortalités apoaraissent en début

d'expérience.

5.1.3. Discussion - ccnclusion

Les mortalitds observées sur les huitres parasitées semblent

elfectivement &tre duez & Bonamia ostreae.

fucune différence significative n'est apparue entre les séries

A terpérature ambiants et celles & 20°C.

avec huitres parasitdes sans crabes) ont orisentéd un comportement semblable.

Deux hynotliéses sont alors possibles -

- les deux techniques d'infestation (juxtaposition et
boyats) n'ont pas permis la contamination des huitres saines par Bonamia

ostreae

ia contamination a eu lieu mais la durde dz l'expérience
n'a pas été suffisante pour gu'apparaissent des mortalités d'huitres HID
imputables a la maladie.

Cette seconde hypothése sera vérifisde par 1l'examen

histologique.

La Sonction prédatrice ot de nécrophage du crabe ne neut &tre
directement mise en cause dans le constat des mortalités. Il nous semble,
cependant, quielle s'est exercée notoirement dans 1l=s bacs contenant des

crabes de csrande taille.

A cele. il faut ajouter 1'influence de 1z turbiditd et de la

baisse d'cxycéne dans cartains hacs, comme nous 1l avons souligné précéderment.
i

Chez les huitres parasitées, deux niveaux de mortalité sont
constatés (mortalitsé movenne forte : 70 % ; rnortalité moyenne Taible

35 %). Cette différence pent s'expliquer par les constats réalisés sur




le terrain. %n effet, les pourcentages d'huitres parasitées varient; en
cours dfannée . au sein d'un wméne parc et l'infestation se dénlace par

taches.

Cependant, l'apparition de la mortalité en debut dfexpérience

reste un point commun Z tous les lots d'huitres varasitées.

5.2, Contnole doa £droins indiiaux el {inaux

5.2.1. Huitres

Anatorie normale des tissus sains

Les rapnels suivants sont effectusgs dans le but de pouvoir

comparer des tissus sains ct des tissus affectés de lésions.

L'appareil respiratoire de l'huitre est composs de quatre
branchies, chague lame branchiale étant formse de deux feuillets reliés
entre eux par la douttisre ~arginale et par les jonctionsinterioliaires.
Chacue feuillet comprend une série de filaments. Chez l'huitre plate, leur
nombre par pli peut varier entre 9 et 12 (YONUE., 1580). Le filament en
section transversale se conpese selon ATVING (1238) de cinc groupes de

cils, de cellules A mucus, de filwres musculaires transversales et de

haguettes chitineuses constituant le scuelette.

Parmi les différentes parties de l'appereil digestif, nous
retiendrons surtout l°estomac et les diverticules dinestifs (YOinRE, 15286).
L'épitnélium stomacal est caractdrisé par des cellules hautes et cilides &
noyaux fusiformes. Les diverticules digestifs sont formés d'un grand nombre
dfacinies, composés de cellules larces 3 gros noyaux sohériques situés prés

¢z la basale de 1" nithéliun.

Le tissu conjonctif d'emwballage corprend une trame fibrillaire
liche avec des noyaux Tusiformes, de nombreuses csllules sanguinss et des

cellules de réserve ou cellules de Leydig.
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Résultats de 1'anaiyse microscopique

% leur réception une partie des hultres de La iochelle a di
subir un séjour de quelgues jours dans de l'eau de mer non filtrée. Wous
avons alors fixé deux lots téwmoins initiaux de 30 huitres,. un premiexr

4 la récention et un second pris parmi les huitres du bassin d'attente.

La lectur=s histoleogique de ces Jdeux lots a confimmé 1fhypothése
pDremiére . les huitres de la "ochelle étaient au ler mai indemnes de
Bonamia ostrece (0/30 et 0/30) %,

I cette méma &rodue  les taux 4'infestation des huitres parasitées
de l'Ile Tudy et Faimpol &taient resrectivement 2/25 (lot glanéd sur parc) et

10/21 (lot semé & 1% mois sur sol Paimpol) . Les huitres Jue nous avons

utilisdges nroviennent de ces lots.

Le contrdle final réalisé sur les huitres de T.a Rochelle (30
individus) ; prélevies le 17 septembre n'a. lul aussi, pas permis de déceler
la présence de Bonamia ostreae. 1. examen s’ est effectué sur les bhranchies et
la masse viscdrale. Cette okservation confirme que le parasite 0. ostreae

est toujours absent de ce secteur.

5.2.2. Crabes

Localicsation des carasites chez les Brachyoures

VIVARES (156%) = mis en &évidence lea localisation précise des

parasites danes 1'liSte,

Le tube digestif et ses annexes sont le lieu de prédilection de
nembreux Parasites. On les trouve 2ussi an niveau ¢es branchies, des

nuscles, dans le sanc 2t daus la cavité coslomique.

La fiuure 14 wappelle la localisation des parasitesdes drachyoures
de l&diterrande. Cette liste détablie par VIVLEDS (1859) n'est pas

exihiaustive.

* y ; - ;
Tout au long des résultats la notation (%x/y) aura pour signification
x huitres infestdes par Bonamia ostreae trouvées dans un lots de y hultres.
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Contrdéle des lots témq;pg

Un lot de 25 crabes de zone non narasitée (CZNP, La Rochelle)
a €té sacrifigd 3 leur réceontion. Vingt cralbes de zone parasité (CZP) . péchés

dans le port de La Trinité-sur rner. ont servi de tamoins départ.

Le tableau ci-desscus risume les observations macroscopidues et

microscopigues sur ces deux lots,

Lots Lot témoins Lot tEmoins

Parasites 25 CZND 20 CgE
Lystes de Trématodes 4 cas U cas
Kystes de cocoidies 2 1
Sacculine 1 1
Cregarines V) g
Hematodes B " g
Haplosporidies 1 2
Tactéries L 1

La localisation des parasites rue nous avons trouvés sur le
crake vert Careinug imaenas (fic. 15) s'accorde avec celle des crabes de

t'8diterranée (VIVARSES, 1953),

5.3. rnalyse des aindes expinimentales

5.3.1. Hultres

Le suiwi histologigue des huitres fixées au conurs de llessai
(en particulier celles du bac 2) n'a fait spoaraitre aucun résultat
intéressant (duxde trop courte dans l2 bac et trop petit nombre 4'hultres

Fixées) .
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Analyse macroscopigue (planche 1 : photos 1 et 2)

o e T e e e e et 0 B

Ceuls les lots qui présentent des indentations ou des perforations

des branchies sont reportés dans le tableau ci-dessous.

Cas ;
Indentation Terforation FPranchie erodée

Lots
Lot VI
HNP Dac 1 1 orimaire 1 secondaire

{57}
ot 1L 2 primaires
HE Bac 5 AN 1 cas

1 secondaire

(18)
Lot XV
HWF Bac 12 2 primaires

(43)
Lot XVII
EP® Bac 12 1 cas

(19)
Sl 3 primaires
HP Bac 13 = -
Lot XXVITT 3
HN® Bac 13 3 secondaires 1 cas
SOt BE 2 primaires
HNP? Bac 14 =

le diagnostic des branchies est; comsze nowsl'avons déja dit,
reu fiable, surtout pour les lésions lecsdres. Sur les huitres HWP, nous
avons uniguement observé des stades primaires d'indentation et une
verforation secondaire. Ce Zait peut traduire une infestation peu avancée

de ces lots, comparée aux lésions profondes des huitres uv.




Pnalyse microscopique cquantitative

Huitres témoins
Témoin R Témoin HP Téroin ENP
2 5] Ix ITY
TREDEEabIYe %;c 5 fac)S ;ac l
ambiante % y S
0/5% 2/18 3/37
Témoin KNP Téroin HP
(RXIT (XIV)
20°C Sac 15 Bac 17
0/55 2/24

L'analyse du tableau ci-dessus confirme 1'hypothése de départ :
les huitres de La Yochelle sont indemnes de Honamia ostreae et le sont
restdes au cours de l'ex;érience,; aussi bien au laboratoire que sur le

gisement naturel,

Huitres IP (avec huitres »arasitées et susipensions)

HNY HE END suso.,
3 vI JiT VIII
Tenpecainre B;c)l LZZ l I(‘acJ 1
ambiante s E g i
2/57 5/55 0/55
2 P ESe 4 il susp., B XYVI HND OIX
Bac 12 ¥vI (CZ2) (Cz)
20°C Bac 15 Bac 13 Dac 14
L/42 Q/55 5/13 0/24

Dans ce tableau. nous avone @ssavé de mettre en regard les
bacs présentant une composition analogue, a température ambiante et &

20°cC.



Fhoto 1

Photo 2

Photo 3

Thoto 4

Photo 5

Phote 6

.
H

Flanche 1

vue macroscopigue d°indentation branchiale.

vue macroscopirue de lésions branchiales: indentation et

perforation.

vue microscopigue d'une indentation branchiale. Notez la

concentration cellulaire (Gr. ¥ 4).
coure au niveau d‘une perforation branchiale (Gr. X 4).
détail 4°'un filament branchial 1ésé (Gr. X 40).

cellules sanguines parasitées par Bonamia ostreae (Gr. X 100).






Il ressort nettement gue les huitres HNP gui ont séjourné avec

des huitres parasitées se sont infestées.

Le rxésultat négatif du lot (#XX) du bac 14 peut s'expliquer par
la mortalité massive des huitres varasitées de ce bac,d@s la premiére

gquinzaine (annexe 9), faisant intervenir la notion de dilution minimale.

L'infestation par broyats semble ne pas avoir donné de résultat.

Deux hypothéses sont alors possibles :

- l'infestation par broyats n'est effactivement pas possible
dans ce cas-1la : les parasites situds au niveau des branchies (tissus

utilisés pour les broyats) ne sont pas suffisamment matures

1'infestaticn est possible mais les quantités de parasite

introduites dans nos bacs sont insuffisantes.

Huitrres BNP avec crabe uniguement

SNE IX W ¥
Température Bac 3 Bac 10
ambiante 6/45 B
BT XAIX
20° Bac 11
0/56

Dans le tableau ci-dessus sont rzoroupses les huitres HNP
n'ayant séjourné qufavec des crabes de zone parasitée (CZP). Liinfestation

ne s'y est pas réalisée.



Lultres parasitées

5 HP XI HP XIX
Température S Bac O
ambiante N X
0/13 0/5
AP XVII | BP XZXVIII EF XXXI
207 Bac 12 Zac 13 nac 14
2/1¢ 1/13 0/2

gy

Ce dernier tableau est & raporocher des résultats témoins T
(II) et (XIV). Le taux d'iniestation au moment du sacrifice final est

faible; woir nul.

Ce résultat peut paralitre paradoxal. Bn Fait, il peut s'expliguer
nar plusieurs ohservations en accord notamment avec celles réalisées sur

le terrain et au labhoratoire (TIZ, communication personnelle).

Le pourcentage des lots d'huitres parasitées n'a jamais pu &tre
relié directement avec les pourcentages de mortalitZ constatée, contrairement
& l'épizootie due & Marteilia refringens. Ceci suppose gue la mortalitsé
survient trés rapidement aprés l'infestation du coguillage. Les essais

d*infestation in situ, ont corroboré ce point. Lz maiadie se déplace par

tache et nfaffecte pas toute une zone ostréicole dans un temps déterminé.

Dans le cas de notre expérience, les mortalités massives notées
au début 3e 1l'essai sur las huitres de lots provernant de zone parasitée

doivent corrxesnondre eifectivement aux individus initialement contaminés.
Tar 1l: suite, les huitres rastantes de ces lots,; qui ne devaient nas étre
infestées, ont subi le méne régime qgue les huiltres HUP, 1'infestation se

faisant selon les lois du hasaxd.

Enfin lf'analyse ylohale de ces quatre tableaux laisse supposer

gue la temoérature n'a pas e rdle majeur dans le développement de la
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maladie. En fait on ne pa2ut pas 1l affirmer. Il aurait fallu compareyr ., par
des sacrifices intermédiaires dans les deux séries. les ‘lurées nécessaires

pour oltenir dzs infestations 3 temperature amhiante et a 2)°C.

Analyse gualitative

Les cellules parasitairee sont décelées dans les cellules
sanguines au niveau des Lranchies, de 1'&pithéliun stomacal, du manteau

at du tissu conjonctif dfemballage (planches 1 et 2).

D'autre rart, nous avons relevé la présence de spores de

Nematopsis sur Qeur huitres dans la tissu conjonctif.
Enfin plusisurs leucocytoses sont notses.

i.3.2. Crabes

Le tableau ci-aprés risume les observaicions macroscopiques et
microscopiques réalisées sur leas crale~ fixds en cours d'escai et au
moment du sacrifice final., Zucune différence n'apparaissant entre la
série a températurz armhiante et & 20°, nous avons regrouct les résultats

des différentes =éries.

B Iots ceabat bansing Crabes avec|Crakes avec|Crabes avec
SORESS, il AR HEP 4 LGP |GTDHHDHCEIRHCE
Tarasites et e - —
micro-organismes™| ozip CEP |CTr Cop | c2re [aiAnd Hevdte czp
Stade
S, 1 1
- intest.
Bactérics
Sept.** 2 1 1 5
Hanlosporidies 3 2 ;3 1 1
iwvctes coccidiens 2 2 1 1 1
frstes trematode 3 1 2 <
Sacculines 1 1 1

1}

*Stade intestinal **gepticénie




Planche 2

“hoto 1 : vue cénérale des tissus sains de la jlands digestive de
1'huitre plate (Vxr. X 2).

% ]

Photo d3tail du tissu conjonctiy sain 2 1'huitre plate, "ecmarcue:

la fail:le densité d¢ celleles (G, X 40).

Yhoto 3

I

inflammation Au niwveau de 17énithélium stomacal (Gr. X 10).

g
g
Gl
2
Y

inflammation au niveau du tissu conjonctif (Tr. X 10).
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Dfanrés ce tableau, nous remardquarons que

- 1l'éventail dz la parasitofaune est le .réme rcour les cszux
prosenancesde crabes
l'imnortance nundrique des farasites est 1lus dleviée chez

les crahes <%0 que chaz les crabes CEI:.

agites 1

barmi o

0
s
W

8 D sous-—erdbrancinenent des” soorozoaires est
le plus rerrdsentd avec 8 cas d'daplosporidies sp. et 7 cas de Coccidies

du genre Agiregata.

D2 nombreuses infastations aactdriennes (septicémie) sont. notées

5
fu
e ]
L
(w

le bac 2, ol des mortalitds »nricoces sont sSurvinues.

Aucune Figure narasiiaire ne semlle se rapprocher du parasite
Ponamia. Le seul parasite, i systématique mal définie (Zlanlosporidies) qui
pourrait Aventuellarent jouer un r8le dans 1z cycle de Honamia est priésent,

dans les znalyses des ténoins initiaux. chez les crabas dec deux origines,

Analyse rtualitative

Hotre attention sera retenue uniquerent par les micro-orjanismes
de tipe bactérien et oar les soorczomires (Haplosooridies =t Coccidies).
~

Jactsries (pl. 3, photos 1; 2 3)

q

Par deux forc, lors de la dissection de crabes . nous avons

rerarcué 1l'dcoulement dfune laitance au niveau des rlassures engendries.
L'obsarvation en wicroscopnie photonivue a permis de noter la nrésence
de tris norbreuces netifes narticules acities de mouverarnt brownien.
Cellss-ci ont £té retrouviass sur counss alstolonicues Gans tous les
tiszus (septicémie génsralizae) soit sous forms libre. soit regroudées

dans des enveloppes 1 encore dans des cellules,

L'3tudé Ze ces varticules au microscope 3luctronicue a pernis
Ge mettre en &vidence 1la vrasence de micro--orgarnismes structurds de tyre

bactzirien (photo 1).



Thoto

“hoto

“hoto

“hoto

(=

ta)

Tlanche 2

‘tissus de crale envaini Dar des midcro-organismes de type

bactirien (micros. Slect. Cr. Sinal - 7 D-D).

détnil des bactiries (Micros. Slect. Tr. rinal . 40 50C).

détail d'une {irure cde riaction e 1'hdte (iHicros: élect.

€inal . 12 390).

vue en microscooie photonizue 2e schizoroites didggresata

dans le tissa conjonctif odéri intestinal (Cx. X 40).

X







-y

S B

Ceoux-ci sont composds de deux membranes unitaires sévardes nar
un espace clair, délimitant une trame de matériel reticulé (photo 2). Ces
nicro- orcanismes de forme ovoide resurent ¢inéralement de 0,50 p 2

P78 1y

bDans certains cas, on remarque des amas tris denses (photo 2)
compesss de membranss unitaives allongéez enveloppant des bactéries. Ces
ensenhles peuvent €tre assimilis I des Tigures deo défense de 1'hdte

(action ces lysosomes).

Haplosporidie sp.

Des kystes sont olservés dans iz tissu conijonctil sous
1'épithélinm du tube digestif, =n particulier au nivesau de l'intestin et
du rectw . dans la lumiiryrz du rectum nmais Sgalerent dans l'hépatopancréas.,
Ils renferment de 572 A& &) petites cellulsas srhérigues mesurant généralement

de 2 4 3.5 Yy de diamétre avec un noyau de 1 p.

Seule une Stude lus Tine devrait nermettre de migux les situer

dans la systimaticque,

Coceidies

Des kystes blanchitrse accolés - 1l'intestin moyen sont visibles

8 la biroculaire; dans lz cevitE coeloniue.

Leur examen sur cow es histolorigues réwvile Ll priésence de trés
nombreux schizozoites inclues dans une envelomns membrenaire. Leur tallle
et leur forme laissent rmenser ¢ue nous sommes en »résence de deur espéces

d' Aggregata.

¥lles sont &4'=zilleurs okbservées chez des individus différents.
Les vlus gros de forme allonuée resurent 7 3 10 p de lon: sur 2 & 3
de large. La taille du novau, en position centrale a2st de 2 Y. Les plus
petits, de forme alionde, concide &n vn pHle. m:esurent 2« u de long sur
1.5 p de larce. T.es novaux en position -wolaire sont petits (0,3 ¥ de

diamétre) .




5., Conclusion

Cette €tude nous a permis d'aborder la nratigue &'élevage :
maintenance d"huitres et de crabes en bacs 2t culture de phytoplancton.
Mlous nous sormes Familiarisés avec les technigues de cytolodie et
d'hictologie. Iinfin, ont Até abordées deux discinlincs nouvelles pour
nous. la parasitologis et la pathologies (observations de diacnostics
macroscopicques et microsconiques, découverte de ~uelgues familles de

narasites).

M1 cours de llexpérience. des oroblénaes se sont nosés, surtout
au niveau des lacs contenant cdes crabes, Leuyr taille et lenr orovenance
étant diffdrentes, leur comportement n'a as 5té homogdne <'un bac A
l'autre. Les comnaraisons et les interprsdtations 2 leur sujet sont

rendues de ce Tait guasiment impossilles.

Lig]
27
4]
[
o
mn
0]
o
ol

Le suivi histologique des hultres fixses au cour

n*a fait apparaitre asucun résultat intéressant.

C'ect au terrme du sacrifice Final que; sur des huitres de
zone non parasitde nous avons constaté macrosconicuenent des lésions
(indentation et perforations} au niveau des branchies et microscopiquement

des cellules parasituaires de Donamic ostrece sur 17 haitree.

Cet essai a perzis aussi de lier effectivement ler mortalités
ooservées sur parce denuis 1376 A Honamia ostrece et de vérifier la

forte pathocénie Au varasite.

ur mn plan pratigue au vu de ces résultats, il est évident
gue tous transierts d'huitres d'un centre 4'dlevage contaminé vers un

centre irdemne ast i oroscrire.

“i appsramment. les autres essais n'ont pas donné de résultats
nositifs; les constatations wui en sont retirées peuvent servir de

bases 3 de nouvelles expsriences ;

le stade de maturation du parasite et la dilution minimale

veuvent étre étudiés soit en augmentanc la densic® Jde kroyats dans la
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technicue de “feeding method ;, soit par l'injection de quantités connues,

directement sur 1l-huitre.

~ le ¥5le de lz température s'aborde aissément par des

sacrifices intermédiaires des seiries a difidrentes températures,

en“in le réle du crabe sut de nouveau Stre envisageé
soit par des maintenances d'huitres et de crabes en zguariums avec des
critéres stricts Ge taille zt de charge, soit par dss culturcs de
parasites (Havlosporidies) gue l'on dourrait injecter directement aux

huitres.
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rnnexe 1

répartition et nature des lots
différents bacs, & température

et & 20°C.
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COMPOSITION U MILIEU ES de FROVASBULI SDAPTE

TN Bl s rr A W (e

Ce milieu comrorte 1
coire suit

SOLUTION I

'a (iTHI‘})g(SO{,) 2, 5 HAB)' imans

By B e s wnnwiismny

Eo0 distillée g s p

e

SOLUTION IX
By BDj.

B e R R R

Fe Cly, 6 H0

L T

¥n £0y, H,0
B 80y T BY0 rmamirpuns
o 80, 7 1,0 ou Cocly, 6
Na, EDIR

Es0 distilléa ¢ 5 p
—

SCLUTION IIX

la Si‘.')r_j, 5 Hod naan

EZC Aistillée « s »

Ceg trois solutiong

z prévaration de trois solutions composies

el e s e el et By g
T e = 1 -
e e Wl - (e R = T

579 -t
e R A 73

.................... S 2.45 g
R e B e Al Mg 3,2 a
....... O U 1.1 g

Bl newes e L 0;24 g on 4,20
R O S S S .« 2
e i s E i

B AR S G R i e | (S R

-

sexvent 3 la préparation du milieu cde

rroprement dit anrés adionction de nouveaw: produite.

S0LUTICH DEFINITIVL

ba 3103, et

Ha, glycérophosthate . .u.ccecuwveunn - ot e we J00
Lk g v ) o A ) ST WS SO ST S 0.02 ¢

TRYAREIE oo i i v s it g i s s S i e 1g

IR PHENNES  oits waanos s oo oo antbaha e w45 win ) s s i o e i s 5w v J,_)‘j_ el
e el i 15 |5 -
SOLBEION [ 4.4 e e e e e e o = 5 1
BOEREL O TE o iwnstmmiasabis ws e goiis v o re asias s s ko o s 7 5 1
SOTRELoN: TIX cupansmumams S R i 20 el
1,0 GEERINAEE T 8 3 cis.8 80t e e S e Sl w s 20 1

cul ture

Lz oH est ajustsd & pH 7.4 aves WCL fumant. Tatte solution est

autoclaveée 20 mn 8 120°70.

L"'eau de mexr zst enr

ichie & raison de 2 ml Ze¢ cette solution par 1.

Le milien de culture ainsi obtznu peout étre autoclavé a 120° : 10 3

suivant les volumes ; le ligui
et il peut se foxmer un liger
(YPOVRASOLI et MAC LRUCHRIN, 19

de prend alors une légire coloration J
sréoinité sicnalé par certains auteurs
57 ¢ BERLAM, 1566).

20 mn
aunétre



DECHYDRATATION

Annexe

Opération suivant la fixation et précédant 1'inclusion

bain
bain
bain

bhain

B N e e s

C'est une opération gui suit 13 coupe et

coloration

d’une
d'une

o une

d’une

demi- heure
demi~heure
demi-heure

demi~heure

dans 1l'éthanol

dans 1'éthanol

dans

dans

REEVDRLTATION

-~ 2 bains de toluéne de 10 mn

- 1 ringace & 1 éthanol absolu

1'éthanol
1l é€thancl

sains d'une heure dans le butancl

il

=
(24

-~

a

a

bains d'une heure dans 1'éthanol absolu

70°

80°

Jgui précéde la

- 1 bain de guelques instants & l’é&thanol a 495°

- 1 réhydratation & 1'eau courante pendant 15 mn

3



Annexe 4

TRIPLE COLORATION DE 2. ZRENANT, VARIANTE DE GABRE
(i4artoia, 1967)

Réactifs
Hematoxyline de Croat
-~ Eosine vert--lumidre

~ Solution aguause i 0,5 % d'acide acétique

ode opératoire

1 -~ Déparaffiner, hydrater

2 - Colorer par l'hématoxvline pendant 2 4 5 mn

3 -~ Laver & l'eau courante

& -~ Colorer par le m3lange d°'éosine vert-lumidre pendant 5 & 10 mn

5 - Rincer rapidement ou mettre en attente dans 1'eau acétique

o

- Déshydrater
7 - Monter

C'est une bonne coloration nour les noyauy, les cvtoplasmes, les
secrétions, le tissu conjonctif et ses Aérivis.

-

Hemalum - Ficro-indigocarmin

Réactifsg
- Hemalum de liasson

Picro-indigocarmin de Calleja

Mode opératoire

1 - Déoara‘finer
2 ~ Colorer pendant 2 3 5 mn par l'henalum

3 - Lavexr 3 l'eau courante jusqu'i obtention d'un virage au
bleu-noir (2 & 5 mn)

et
1]

Colorer pendant 30 secondes par lie picro-indigocarmin

wu
§

- Monter



Annexe 5

LZAE DI HEIDENHAIN

B E e Ly A e e

Réactifs

- Azan de G

- Bleu de Heidenhain

~ Solution d'aniline 2 1 2 dans l'alcool & 70°

-~ Bolution d'acide acetique & 1 % dans l'alcool & 95°

- Solution agueuse i 5 % dfacide phosphotungstigue

Mode ownératoire

1 -~ Déparaffiner., hydrater

2 - Duand les couvces proviennent de matériel fixé par un mélange
renfermant de 1l'acide picrique, Sliminer celui-ci par un
séjour de 30 mn dans l1l'alcool aniliné : laver & l°eau
distillée

3 - Colorer pendant une heure 3 60°C dans la solution 4'azocarmin
nréalablement portée A4 60°C

4 - Sans laisser refroidir. laver 3 l'eau distillée

5 - Différencier, sous le contfdle du microscope. par l'alcool
aniliné jusqu’d coloration nucléaire presgue pure. La vitesse
de différenciation est proportionnelle 3 la teneur en aniline
et & la teneur en eau de 1l'alcool

6 - Arréter la différenciation par un ringage de 30 secondes &
1*alcool acétijue. Le séjour des coupes peut y étre
considératilement prolongé.

7 - Laver a lieau distillée

8 + Traiter par 1°acide phosphotungstigue pendant 1/4 d'heure &
1 heure. Ce mordangage prénare la coloraticn par le bleu de
Beidenhain, mais en outre, continue & différencier 1'azocarmin.
Dong, la différenciation par l'alcool aniliné sera dfautant

moins wousse gue le temns de morcancage choisi sera plus long.
9 - Laver & 1l's=au distillde

16 - Colorer par le !leu de ieidenhain pendant 1/2 heure i 2
heures

11 - Suivant lc résultat d8siré, éliminer du bleu en traitant par

1l'alcool i 95° ou déshy@rater directement par l'alcool absolu

12 - Monter



PIXETEUR

. Liguide de %ouin agueux

- solution acueuse saturée d'acide picrique ....

-~ acide acétique

. Liguide de Carnoy

-~ alcool zhsolu

2
£

chloroforme .....

-~ acide acétique

COLORANTE ET
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. Azocarmin G : préparation & chaud

-~ azocarmin G cocaww.

. Bleu

H

i

eau distillée

de Heidenhain

bleu d‘aniline

orangd 6 .awew

eau distillée
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»

réparation 3

acide acétique . ..

Cette solution est utilisée anrds dilution

solution mére

can distillée

. BEosine wvert-lumiére

- 2osine jaunitre

- acide phosphotungstiqgue

Agiter

vert lumiére

eau distillée

et ajouter

e

e e kI

: prénaration & froid

~ acide acétique

Annexe 6

75 ml
20 ml
5 ml

50 ml
30 ml
10 ml

1 vol.

2 vol.




fHémalum de Iiasson : préparation A chaud
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Fairas bouillir, laisser refroifir et filtrer, ajouter :

= ACTAE BCEETEIE & o e v i 6w oo i o 76755 5 o o s

Solution cui doit &tres “mirie’ neandant 3 mois

2 ml
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‘mnexe 7 : tablean récapitvlstif Su constat dAes 1oritalités dans les

hace & torwdrature srhiants.



3 =
Juillet
dature % lobzl des | *° des
-f._i:g's___llot:, 151~ mortalitss lots
de Y
3ac 1 35 % =
(7) e
-':ﬂ.c Z "1'_% 75 3 4p
P (33 (15) XIT
TP B
Bac 3 100 % RTLTE
s s (60)
ap e
Bac 2 100 & -
(20) XIX
L PR
fac 2 D % -
(%) "
CZnr
Pac = £E %
Mt (13) XXI
A X L
dac 3 13 % 83 %
(2) (2) (14) XXII
CZ.52 —y
3ac 20 - 72 % SRIT
( (11) PRI
# o

Al S 73 & ”
e (1) {G) (11) ¥¥IV
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