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Le diagnostic du parasite Bonanmisg ostreas a

d!

dté effectué sur plusieurs

lots d'hultres plates de Bretagne Sud, & partir empreintes de filaments bran-

chigux colordes au Mzy=-GCrunwald-Giemass et de coupes histologigques des glandes

digestives correspondantes,

La comparaison des résultats obtenus par ces deux technigues montre des

g
différences, quantitatives t

ta
portant sur le¢ tzux d'hultres parasitées et quali-
tatives, relatives & laz mise en évidence précoce du parasite lors de débuts
d'infestation., La technique d'empreintes & partir du tissu branchial nous est

gpparue plus performante pour le seul dépistage de Bonamia ostreze,

Absgtract

The parasite, Bonamia ostreaeg, was diagnoged in several South Brittany

flat oyster's samples, from gills tissue's prints, stained in May-Grunwald-

Giemga and from corregponding digestive glands sections.
The comparaison of results shows quantitative differences relating to

diff

the infested oyster's rate, and gqualitative
stages of infestation. Gill's print technic

1y Bonamia cgtrege dizsgnosis.

erences relating to the early

seaems more interesting for the on—
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1. Introduction

Le parasite de 1l'hultre plafé, Bonamisg ostrese (Pichot et coll., 1979 :

Comps et coll., 1980), décelé en 1979 a 1'Ile Tudy, sévit actuellement dans

tous les centres ostréicoles bretons,

Cette édpizocotie setradult par wne mortalité importante, les animaux
présentant parfois des 1lésions branchiales. D'une taille de 2 a 5 microns, les
formes unicellulaires de Bonamia ostreae se développent essgentiellement dans les

hémocytes 5 cecl nous a condult & utiliser la méthode hgmdtologique classique

z I

des frottis ou empreintes colorées. Un suivi épiddmiologique mensuel étant assu-
ré a partir de coupes histologiques de glandes digestives, nous avons oomparé
les deux méthodes de diagnostic, en tenant compie de l'aspect macroscopique

des hultres, signe pathologique externe,

2. Matériel et méthodes

Divers lots d'hultres plates, Ostrea edulis, de 2, 3 et 4 ans ont &té

prélevés dans la2s secteurs ostréicoles de la Bale de OGuiberon et 1'Ile Tudy.

Des observstions macroscopiques sont préalablement effectuées pour no-~
ter la présence ou l'absence de lésions branchiszles. Celles—ci se traduisent
par des indentations ou des perforations des feulllets branchiazux. Elles sont
classées, d'apres les propeositions de Tigé et coll, (1980), selon leur impor-

tance en stade 1, 2 2t 3 ou multiples lorsqu'elles sont nombreuses.

Les empreintes branchiales sont réalisdées par apposition sur lame d'un
. . L 2 o
fragment de feuille® branchisux, de taille constante (0,25 c¢n” environ). Les

préparations séchées sont colorées selon 1la méthode du Mav«Grunwaldeiemsa;:

Les glandes digestives des huitres corre%pnnﬁant > sont prnlevces et |
fixées dans du liquide aqueux de Bouin, une & uns ou en vrac, selon les lots.
Aprés déshydratation, imprégnation =t inclusion dans la paraffine, elles sont

f

débitées au microtome en coupes fines de 7 microns d'épaisseur. Les coupes sont

nr

colorées par la triple coloration de PRENANT, variante de Gabe.

Les deux types de préparations sont observées au microscope. Le degré

d'infestation est apprécié d'aprds 1'échelle suivante que nous avons &tablie :

'

pas d'infestation
I : début d'infestation 3 de rares hémocytes présentent dans leur cy=-

toplasme 1 & 2 cellules de Bongmia ostrese

IT : infestation 3 les hémocytés parasités sont en nombre appréciable,
les parasites se multiplient dans les cytoplasmes
JIIT : bonne infestation.; les- parasites sont facilement repérés de par
leur nombre o . .

IV : trés forte infestation



Tes degrés ITI et IV sont regroupds et correspondent & une pullulation
du parasite., Les hémocytes pesuvent renfermer plus de 20 cellules de Bonamia og-
treae., A ce stade, les parzsites sont généralement libérés dans les tissus, sul-

te & la lyse des hémocytes morts.

Lz comparaison des taux de parasitisme obtenu porte sur 11 lots soit

210 hultres,

3, Résultats

Le nombre d'hultres trouvées parasitées est plus imporiant quand le diag-
nostic est effectud & partir des empreintes branchiales. Cette observation a

ét¢ constatée pour les 11 lots nés (tablesu 1).

3.7. Quantification de la différence des taux observés

Les 11 lots, dlorigine différente, présentent des taux de parasitisme
variables (de 11 % & 50 % pour les diagnostics effectuds 4 partir des coupes

histologiques).

Une analyse mathéustique des donndes montre gue une droite de Téssier
peut représenter 1'évolution des taux “empreintes® (Y) en fonction des divers
taux "coupes" (X). La relstion est de la forme Y = 1,173 + 0,106. La pente,
supérieure & 1, indique gue la différence observic entre les deux méthodes
(D =Y - X) crolt, trés faiblement, avec le taux de parasitisme X, Te rdsultat
est corroboré par le calcul des parametres de la regression entre D et X, pour

VE 4+ U avec ¥V = 0,43 -~ O 31 ¢t U = 0,04, Cette pente

I
il
1

une éguation du type T

V est différente de 0, ce gui confirme 1'sugmentation de D en fonction de X,

En utilisant la variance d'une estimation de D par droite de Tessier, 1la
valeur du teux de différence entre les deux méthodes, pour X = p donné, ainsi
que son intervalle de confiance, peut Stre caleulée par la formule Dp = Vp + U

¥ Do, avec IDp = 0,025 + 0,008 (p - 0925)2.

3.2, Aspects qualitatifs

3 L

Ls différence constante D des taux de parasitisme semble correspondre aux
stades de début d'infestation, stades ol le parasite est décelable dans le cyto-
plasme de quelgues rares hdmocytes, Alnsi; pour 10 hultres observies en dédout
d'infestation (degré I) sur les empreintes de branchies, 2 cas seulement de pa-
rasitisme sont dépistds sur coupes histologiques de glandes digestives (tableau
2). avec 1'augmentation du degré d'infestation, les diffdrences de disgnostic
empreintes—coupes diminusnt (pour degré II) et finissent par s'annuler (pour

degré IIT ot IV).




D'autre part, sur 226 hultres, 53 Erbsentent dvs uloﬁratlons s01t
23,5 % (tableau 3). L'examen des ennrelnte° branchlale" de ces H3 hultres don~
ne un taux de parasitisme de 77,4 % pour SLulpm°Dt 25,4 % des 173 hultres in-

tactes. La présence de Bonamisa ostreae est donc fortement lide & l'existence

de lésions branchiales,

n outre, en début d'infestation (degré I), la majoritd des hultres pré-
sente des branchies intactes (6 sur 8) 5 1'évolution du degré d’lnfestqtlon
semble s'accompagner d'une augmentation des cas de lésions branchlﬂles, d gra—

vité croissante (tableau 2).

4, Discussion - Conclusion

Les résultats montrent que le dépistage précoce de Bonamia ostreae est
plus performant par les techniques d'empreintes de branchies que par celles de
coupes histologiques de glandes digestives,

€

Cette observation peut 3tre expliquée par les fzits suivants ¢

a) La technique des empreintes de branchies permet de recueillir et
d'observer un plus grand nombre d'hémocytes que ne le permcttent les ébupgs
histologiques de glandes digestives., fn effet, comme lé signale Galtsoff P.s.
(1964), chez les hultres, les cellules sanguines ne sont pas confindecs aux
vaisseaux sanguins, mais circulent a travers les tissus par d'importants sinus
qu'elles peuvent quittcor, un grand nombre d'hdmocytes tapissant la surface du

manteau et des branchies.

b) Vu lz taille du parasite (2 & 5 mioroné) et lorsque peu d'hémocytes

sont parasités, laz probabilité de déceler Bonamia ostreaze est faible sur des

coupes de 7 microns d'épaisseur gqui ne correspondent gu'ad une infime partle

de 10 masse digestive.

¢) Les cellules de 1'huftre et du parasite subissent, lors de la confec-—

tion des empreintes sur lame, un dtalement mettant en évidenceleurs .structures.

Sur coupes, les cellules, =u contraire, par les traitements du'elles
pesy : 9 9 I .

subissent (fixation et déshydratation> se rétractent ¢t apparaissent d'une

taille plus faible que sur empreintes colorées (Planche 1).

Par ailleurs, la réalisation d'empreintes permet d'obtenir des résultats
tres rapidement, contrairement aux coupes histologiques qui demandent plusieurs
jours dc prépmrntion, Toutefois, cette méthode ne peut remplacer totalement
les tcchnlques hl stologiques pour des contrdles zoosanitaires des hut tres ou
autres coquillages, destindes a mettre en évidence divers microorgahismes et

parasites.



Sthodes corres—

hultres, Flle

La difference de digsnostic D obgervie entr

pend & des stades de début d'infestation du paraei

gemble creitre, toutefo faiviement, en fonction des taux de parasitisme

3

obhtenus gur les lots. e d'hultres en déhut d'infestation serait donc

fonctlon du taurx d'animaux déjd atteints dans le milieu.
Une étude ultérieure, incluant des taux de parasgitisme supdrieurs & 50 %

de confirmer ou d'infirwer ces premidres constatzbions,

Cette méthode des empreintes de b?iuuh s 5 permig de vérifier les obser-
vations faites sur ls présence de 1@ sions branchizles comme ifidi

. e o ; - 0 . . o : s g
ladie (Tigé et coll., 1960). De plus, nous avons mis en dvidence
-l 9 p 9

d'évolution de 1'infes

Cette infestation gui peut 8tre loca-

ligde aux lésions des d'un bourrelet jaunitre, ou étendue sux tissus

[

Toutefois, 22,06 % des cas d'hultres & branchies ulc nlent pas ét€ trouvdes

parasi b sznce des technigues de dépistage ou élimination du protozo-

aire ot cicatrisation des lésions 7. Une étude plus dévaillée et plus compléte

est nécessaire pour vérifier cette hypothese ei pour appréhender les micanismes
d'infestsation de Honsnias cstrese chez 1'huitre plate.

La technique des empreintes colerdes, fighle eb rapide, sers ubtilisde pour
LG § g 1 7

les recherches do base concernant 1'épizgootic due aa psrasite ia ostreae.
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Frpreintes de branchies(Y): Coupes glandes(X) )
3/6 : 2/6 )
2/9 : 1/9 )

12/30 : 9/30 )
£/15 : 3/15 )
7/10 : 5/10 )
5/13 : 3/13 )
5/13 : 4/13 )

15/35 : 8/35 )
5/20 : 3/20 )
9/30 : 4/30 )

13/29 : 7/29 )

Tablean 1 : Comparaiscn dés taux de parasitisme obienus
d'empreintes de branchies et de coupes his~

tologiques de glandes digestives.,



4 dti i : gré d'infe i :
( Degré d'infestation Degré d'infestaticn Aspect macroscopique )
( observé sur les : observé sur les : des Putires )
( empreintes de branchies :coupes de glandes digestives )
: : non obs. 2 huitres )
) . : ) e : br, int. @ 21 )
0 : 28 nuftres ©0: 27 huftres S - )
: 1 : L. 2 ;1 )
: : L. 3 : 0 )
: : L. m, 2 1 )
( : : non obs., : 2 )
( : : br. int. & 6 )
110 : 8 : L. 1 : 1 )
: : 2 s L. 2 : 0 )
: : L. 3 : 0 )
: : L. m. 2 1 )
: : non obs, + 0 )
IT: 7 s 0 : br, int. : 5 )
: 3 s L. 1 : 0 )
: : L. 2 : 1 )
IT : O : L. 3 : 0 )
. : L. m. ¢ 1 )
: : non obs., 1 2 )
ITT et TV : 10 f 0: 0 ; Er.jlnt. : g g
, L2 : L. 2 : )
g : II : 3 : L. 3 : 2 )
fOIIT et IV 1 5 L. 3 )
( “ : )
TOTAL ¢ 55 hultres : non obs. aspect macroscopique non observé )
¢ br. int. branchies intactes )
: L. 1 Lésions stade 1 )
: L, 2 Lésions stade 2 )
: L. 3 Lésions stade 3 )
: L. m. Lésions multiples )

Tableau 2 : Comparaison des degrés d'infestation observés

a4 partir des deux méthodes de diagnostic.
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LEGENDE DES PHOTOS DB Lo PLANCHE 1

Figure n° 1

Coupe histologlque de glande digestive (tissu conjonctif) chez une hul—

tre plate paraszitée pas reae (infestation desrd IV)

Figure n® 2

N

IV observiée 4 partir dtewpreintes de

-

Infestation degré

GR X 1 600

branchiaux

Forts infestation obgarvée z2u niveau de coupe histologique de tissu conjonc-—
tif de glande digestive

R X 4 000

e s e e T e
Gice OLEEIVAS gur empreine

tes de feuillets branchiaux

GR X 4 006

Figure n® 7
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