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INTRODUCTION



La consommation annuelle de poisson en Cb6te ddvaireté estimée a
243.581 tonnes en 20BNONYME, 2000). Ceci représente environ 70% des
protéines animales consommé&NETD, 2003. Environ 70% des besoins
nationaux en poissons sont importés. La produatiationale de poissons est
presque exclusivement assurée par la pécANONYME, 2000. La
pisciculture ne fournit par conséquent qu'une iefopiantité de poissons. Elle a
débuté en Cbéte d'lvoire dans les années 1975. lahent le cycle de
reproduction de plusieurs especes a savoirCieidae comme Oreochromis
niloticus, les Bagridae comme Chrysichthys nigrodigitatuset les Clariidae
comme Heterobranchus longifiliset Heterobranchus bidorsalissont bien
maitrisés.

La zone du Delta du Saloum au Sénégal présente tiea biodiversités les
plus riches des milieux estuariens tropicaux. @royve une faune tres riche qui
constitue un abri pour plusieurs especes en dabgetinction. Son écosysteme
de mangrove joue un rble important pour les animagxatiques, surtout les
poissons, en leur fournissant des habitats prddustidiversifiés et des apports
nutritifs pour leur croissance et leur développem¢BLABER, 1986).
Cependant, ces milieux sont en train de se déglgour en jour du fait des
pollutions d’origine et d'ampleur variées, naturedsi anthropiques. Ces
altérations ont des impacts écologiques au niveausdurces d’énergie et de la
nourriture ou encore de la qualité de I'eKARR, 1991).

L'étude des pathologies des poissons se justifie Ipar réle dans
I'alimentation et 'économie des populations afiiees mais aussi par le fait que
les poissons, de part, leur mode de vie aquatiqaestituent un indicateur
biologique non négligeable de la qualité de I'eAinsi, les poissons peuvent
étre vus comme un outil d’étude et de conservatemmilieux aquatiques

Chez les Poissons, la finesse des lamelles destbearet leur large contact

avec I'eau permettent de surmonter le handicala deneur en oxygene de ce



milieu mais les aménent inexorablement a rencommemaximum d’agents de
maladies présents dans le milieu (bio-agresseursjupis toxiques). Toute
altération branchiale se répercutera alors suedairation et les performances
du poisson. Les branchies sont donc la force qirémier point faible du
poisson KINKELIN et al, 1985).

BYUKUSENGE (2008) a rapporté des lésions d'épithéliocytosezch
Mugil cephalusau cours de son étude sur la pathologie des bemndes
poissons de 'estuaire du Sine Saloum. Ces léstaient caractérisées par des
kystes dont le contenu forme une substance graseileamogéene et basophile.
Ces kystes étaient de taille variable (20 a 40 iendidmeétre) et délimités par
une membrane simple. lls adhéraient a I'épithéliprimaire des filaments
branchiaux, dans les espaces séparant deux larnedieshiales.

L’objectif général de notre étude est de faireukie de I'épithéliocytose
chez les poissons d'élevage (Cote d’lvoire) et miva I'état naturel dans
I'estuaire du Sine — Saloum (Sénégal).

De maniere spécifique, il s’agira de :

o realiser I'étude de I'incidence de la maladie evage et en milieu
naturel ;

» préciser les Iésions d’épithéliocytose.

Notre étude comporte deux parties.

 Une premiere partie bibliographique consacrée l@dgie et aux
maladies du Poisson de maniére générale et ecyiatil’étude de
I'épithéliocytose chez les Poissons,

 Une deuxiéme partie consacrée a I'étude expérireegtatraite du
matériel et des méthodes utilisés ainsi que ledteds obtenus et

leur discussion.
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Chapitre | :
GENERALITES SUR LA BIOLOGIE
DES POISSONS



|.1. Biologie du Poisson

[.1.1. Classification

Jusqu’a la fin du XIXsiecle, les poissons étaient considérés comme une
vaste classe de Vertébrés au méme titre que lesilieps, les reptiles, les
oiseaux et les mammiféres. Mais, les progres g¢ml@ontologie ont montré le
caractéere hétérogéne faisant de cet ensemble upar@ntparaphylétique ce
qui fait que beaucoup de zoologistes renoncent anafo au terme de
« poissons » un sens scientifiqBEAUMONT et al, 2000).

Les poissons sont alors démembrés en deux grasdmbles : les Agnathes et
les Gnathostomes.
= Les Agnathes lls sont caractérisés par I'absence de machostes
différents autres traits primitifs. lls ne sont megentés dans la nature
actuelle que par deux groupes bien distincts laleproieset lesmyxines
autrefois réunies sous le terme deyglostomes, qui ne désigne en
réalité qu’'un ensemble polyphylétique. On leur @iy de nombreuses
formes fossiles d’agnathes cuirasseés.
= Les Gnathostomes Leur apomorphie principale est la possession de
machoires articulées. Outre la possession de mashaes vertébrés sont
caractérisés par la présence d'un troisieme camahi-&irculaire
horizontal, celle de myéline autour des axoneqrésence d’'un tractus
uro-génital et de deux paires de nageoires paipectdrales et
pelviennes). Les gnathostomes sont représentédalaature actuelle par
deux classes : les poissons cartilagineux (Chomithiyers) et les poissons
osseux (Ostéichthyens).
v Les condrichthyens constituent une classe monophylétique ; ils sont

caractérisés par un squelette cartilagineux. Es gbs Sélaciens (requins



et raies) et des Holocéphales (Chimeres), deuwesgioupes fossiles se
rattachent aux condrichthyens : les Edestidesd®&talodontides.

v’ Les ostéichthyensconstituent quant a eux, une classe paraphylétitsue
ont été démembrés en deux grands groupes monaphgetactuels : les
Actinoptérygiens (Chondrostéens, Brachyoptérygiens, Holostéens et
Téléostéens) et |ekarcoptérygiens(Dipneustest Crossoptérygiens). lls

sont caractérises par l'ossification du squelette.

1.1.2. Caractéres généraux des poissons

[.1.2.1. Téguments

La particularité des téguments des Poissons @séfence d’écailles.

1.1.2.1.1. Epiderme
L’épiderme des poissons n’est pas stratifie. Ldfules épidermiques

restent vivantes dans toute I'épaisseur de I'épidest sont éliminées sans subir
de transformation particuliére. Les cellules supmttes des poissons possedent
des microvillosités courtes et trapues, revétuesn dmanteau de nature
glycoprotéique (interprété comme une « cuticulen»necroscope photonique)
qui ne serait normalement pas formé par le mucesése par les cellules
glandulaires spécialisées, mais directement par deBules épithéliales
superficielles BEAUMONT et al, 2000).

.1.2.1.2. Derme

Le derme est constitué par un feutrage de fibresolagene superposées
a un réseau de fibres élastiques. Cette struaiuoehfere une grande résistance
mécanique et donne a la peau son rble protecteudekme est pénétré par de

nombreux vaisseaux sanguins, des terminaisons usmseet des cellules



pigmentaires. Ces derniéres encore appel@esnatophoressont généralement
situées sous I'épiderme et sont responsables deolaation du tégument
(BEAUMONT et al, 2000 ;GRASSE, 1996).

[.1.2.1.3. Phaneres

Les phanéres ne sont connus que chez un trespetiire de téléostéens.
lls sont représentés par lesercules de reproductioou organegerliformes
qui se difféerencient juste avant la reproductiomaeau de la téte, du dos et des
nageoires des males de certaines especes. Ceesaithjples épaississements
épidermiques recouverts d’'une coiffe de cellulesatidisées. lls permettraient
de maintenir le contact entre partenaires pentastduplementBEAUMONT
et al, 2000).

[.1.2.1.4. Glandes cutanées

L’épiderme non kératinisé des poissons contienhal@breuses cellules
glandulaires isolées, différenciées a partir desise germinative. L’activité
continue de cette derniére les déplace progressiwemers la surface de
I'épiderme ou elles crevent, déversent leurs s@oeet meurent. La plupart de
cellules élaborent du mucus qui forme un film pctear contre les micro-
organismes (Champignons, Bactéries...). Certainesdgta cutanées chez les
téléostéens cypriniformes, sécretent gnbstance d’alarmeui est détectée par
I'organe olfactif d’autres individus de la méme e&sp.

Les pseudoglandewvenimeuses des poissons sont des groupements de
cellules glandulaires sans canal excréteur prdgles sont annexées aux épines
operculaires ou aux rayons épineux des nageoirmssalds, anales et pelviennes.
Lesorganes lumineuxles poissons marins sont soit des formations glamds
abritant des photobactéries symbiotes, soit plusédement des organes

d’origine épidermique possédant dgshotocytes cellules capables de



transformer en lumiere I'énergie chimique libér&e Poxydation enzymatique
d’'un substrat, la luciferineBEAUMONT et al, 2000).

[.1.2.1.5. Ecalilles

= Les écailles des Ostéichthyens

Ce sont des plaques exosquelettiques permanemtiesyégs ou
imbriquées, a croissance continue, constituées des tissus
exosquelettiques variés, parmi lesquels le tissewsest toujours
présent. Deux grands types d’écailles caractérisdes
Ostéichthyens et correspondent a leurs deux gratiages
évolutives : les écaillesosmoide®t leurs dérivés sont propres a la
lignée desSarcoptérygiensles écaillegganoideset leurs dérivés a

la lignée deg\ctinoptérygiens

= Les écailles placoides des Chondrichtyens :
Les écailles des Chondrichtyens different de celldss
ostéichthyens par leur remplacement illimité, lewuption par
percement de I'épiderme, leur cavité pulpaire et Budure a un
socle acellulaireBEAUMONT et al, 2000).

[.1.2.2. Squelette

1.1.2.2.1. Squelette céphalique ou cranien

Du point de vue anatomique, le crane des poissomsne celui de tous les
vertébrés, se compose de deux parties :
- Un neurocraneorganisé autour de I'encéphale et des organe®rselss
pairs (olfactifs, visuels et stato-acoustiques) ;

- Un splanchnocrane organisé autour des cavités leuecpharyngienne.



[.1.2.2.2. Squelette axial

= Squelette axial primaire
Le squelette primaire des embryons de vertébrésoastitué par la
corde dorsale tige élastique faite de cellules vacuolisées,
polyédriques par pression réciproque.
Chez les chondrichtyens et les téléostéens la cdoisale est
étranglée par le développement des vertébres atadiime ne reste
normal que dans les espaces intervertébraux.

= Squelette axial secondaire
Le squelette axial secondaire @olonne vertébrale propre au
vertébrés, s'organise autour de la corde a paatimgsenchyme
sclérotomien. Il est fait d’'une succession de EeT@&tamérisées,
cartilagineuses ou ossifiées, lesrtebres(BEAUMONT et al,
2000 ;GRASSE, 1996).

[.1.2.2.3. Squelette appendiculaire (membres)

Les membres des poissons sont de tyggeoiresou ptérygium Ce sont
des replis cutanés en forme de palettes, souterudeg rayons squelettiques. Il
existe des nageoir@mpairessituées dans le plan sagittal et liées plus ou snoin
directement a la colonne vertébrale. Suivant laasgitpn, elles sont qualifiées
de dorsale (s), caudale, anale (s). Les nagepdtiess sont situées au niveau du
tronc de part et d'autre du plan sagittal, ellestsarticulées sur les arcs
squelettiques transversaux, les ceintures : latureinantérieure ou pectorale
porte une paire de nageoires pectorales, la ceitastérieure (pré-cloacale),

une paire de nageoires pelviennes.
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[.1.2.3. Systeme nerveux et organes sensoriels

[.1.2.3.1. Systéme nerveux

Le systeme nerveux des poissons est construie plan commun a tous
les vertébrés. Il comporte d'une part le systemeloé-spinal (encéphale,
moelle épiniere, ganglions, nerfs craniens et gpipaet le systeme autonome
(ganglions sympathiques, nerfs sympathiques etpamaathiques).

L’encéphale des poissons, de petite dimension gggort a la boite cranienne
émetdix paires de nerfs craniens. Il comporte les mémasialins que chez les
vertébrés supérieurs mais présente un développesiatitement différent :
v' Le télencéphale est réduit aux lobes olfactifsrigués et postérieurs ;
v' Le diencéphale comporte I'épithalamus, le thalarfiagpothalamus et, a
sa partie antérieure, le chiasma optique ;
v Le mésencéphale constitue les lobes optiques ;
v' Le métencéphale vient ensuite, suivi du myélendéplizou partent
plusieurs nerfs craniens.
Enfin, la moelle épiniere chemine a la partie siguge de la colonne vertébrale
en émettant des nerfs spinaux en nombre variablen skes espéces
(KINKELIN etal, 1985)

[.1.2.3.2. Organes sensoriels

Les organes sensoriels fondamentaux des vertélxiéterd chez les
poissons. La sensibilité chimique (olfaction et fyast bien développée chez la
plupart d’entre eux. Iddorat est localisé aux sacs nasaux Situés en avant-ou au
dessus de la bouche, ouverts par un étroit orifom importance est variable,
mais il joue généralement un réle important dansrditypes de comportement
comme la recherche des aliments ou le phénoménéodeng chez les

migrateurs.
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Chez quelques téléostéens, les sacs olfactifsmisigaine régression et peuvent
disparaitre.

Les bourgeons gustatifsont abondants dans la muqueuse buccale et
pharyngienne. lls peuvent se rencontrer autouad®uche, sur la téte et, dans
certaines especes de silures et de loches, sedrépanr toute la surface du
corps. Lesyeuxont la méme organisation que dans les autreshrégéll faut
noter cependant, que le cristallin sphérigue edéformable et que
I'accommodation se réalise alors par divers méoaassqui le déplacent par
rapport a la rétine ou se forme l'image. La réductde I'ceil jusqu’a la
disparition s’est réalisée plus souvent que chezalgres vertébrés, et I'on a
dénombré ainsi une centaine d’espéces de poissopsitalmes vivant dans des
milieux non éclairés, grands fonds marins et eaukesraines.

L’ appareil stato-acoustiquest représenté par I'oreille interne constituée
comme chez les tétrapodes. La partie supérieureug et canaux circulaires)
est un organe d’équilibration sensible a la pasitilu corps par rapport a la
pesanteur, mais aussi aux variations des vitessesléplacement et aux
changements de direction. La posture normale daisspn parait déterminée a
la fois par la pesanteur agissant sur l'oreilleliné et par I'éclairement vertical
agissant sur le systéme optique. L'ouie est soufahle chez les poissons.
Cependant, chez certains téléostéens, il existecanaexion entre la vessie
natatoire (vessie gazeuse) et l'oreille internggti@n qui favorise la réception
des sons dans l'eau.

L’'appareil sensoriel le plus caractéristique dasgmms (bien qu’il se
rencontre aussi, plus ou moins dégradé, cheznesslaquatiques des
amphibiens et chez I'adulte pour les espéces ggatge qui menent une vie
aguatique permanente) esslstéme latéralC’est un systéme mécano-
sensoriel, sensible aux mouvements d’eau dandiluneinvironnant, ce qui

permet a I'animal
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d’éviter les obstacles, de détecter ses proiesesupsedateurs et de nager en
bancs sans visibilité : il s’agit veéritablement mkéu forme de «toucher a
distance». Beaucoup de poissons, comme la truitseptent une ligne
particulierement visible qui s’étend latéralemeiet|a téte a la queue, et a donné
son nom a I'ensemble du systeme.

Les cellules de ce systeme sont groupées en stetdsourgeons, les
neuromastesdisposés superficiellement dans I'épiderme olohg des canaux
épidermiques enfoncés dans le derme mais commurtigaa des pores avec la
surface. Un canal du systeme latéral apjpghe latéralecourt sur chaque flanc
et se prolonge sur la téte suivant un plan bieerdéhé. La stimulation des
neuromastes est assurée par les courants d’easuefdae du corps de I'animal,
et le systeme latéral rend ainsi compte des mounvenake I'eau au voisinage du
poisson et sans doute aussi des vibrations de so&espiencesGHYSEN et
al., 2003).

1.1.2.4. Appareil uro-génital

1.1.2.4.1. Appareil urinaire

Chaque rein est essentiellement formé d’'une séritildes omnéphrons
métamérisés a lorigine, qui partent du ccelome etmmuniquent avec
I'extérieur par un canal commun,danal de Wolff

Sur leur trajet, ces tubes présentent un renflemeabhambre néphritique
qui vient coiffer un peloton de vaisseaux capidairdépendant de l'aorte et
forme le glomérule de Malpighi. Ce rein primitif quonephrosn’apparait que
dans les myotomes les plus antérieurs, ceux guistues immédiatement en
arriere de la téte. Le pronephros se forme dans tes embryons, mais,
précocement, il est remplacé par wpisthonephrosfonctionnel qui se
différencie dans les segments mésodermiques sénéarriere de ceux qui

donnent le rein primitif. Tres tot, la portion rémae sépare de la plaque latérale
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et du myotome ; elle devient un tubule qui entadbdrd en communication avec
le canal de Wolff, puis avec le ccelome ; elle bearmme une ou plusieurs
chambres néphritiques qui donnent autant de gldewde Malpighi. Autour de

ces tubules urinaires s’amasse un tissu conjoidi$pect lymphoide. Les

canaux de Wolff débouchent au cloagG&RASSE, 1996).

1.1.2.4.2. Appareil génital

Chez les poissons, I'anatomie des organes repreahsctles testicules
chez les méles et les ovaires chez les femelleasssz semblable. lls sont de
forme allongée et en contact avec la paroi inféeede la vessie natatoire
(KOUA, 2003).

= Les testicules lls se présentent sous la forme de deux langgiett
allongées et lobées d'aspect lisse et de couleiteuse. lis
s’étendent dorsalement, tout le long et larriere k& cavité
abdominale. lls sont associés a des vésicules a@miqui sont plus
ou moins développées et ramifiées, localisées elatrgapille
génitale et les testiculd® TEME et al.,1996). De chaque testicule
part un canal déférent. Les deux canaux déféremsunissent pour
aboutir a urorifice ano-génito-urinairdKOUA , 2003).

= Les ovaires: Les ovaires ont un aspect granuleux et de teogée.
Chacun d’eux posséde une cavité ovarienne débouchanun
oviducte qui aboutit #orifice génito-urinaire Les ovaires sont tres
riches en vaisseaux sanguins et surtout en vasdgauphatiques.
Ces derniers sont les principaux intervenants darngnsfert des
substances telles que les hormones, les lipidesadi&les aminés,
I'oxygéne et le gaz carbonique entre le tissu @vaét les ovocytes
(OTEME et al.,1996) .
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1.1.2.5. Appareil digestif et Vessie natatoire

1.1.2.5.1. Appareil digestif

L’'appareil digestif comprend 'ensemble des orgageisparticipent a la
digestion des aliments, c'est-a-dire a leur transhtion en substances
chimigues simples capables de pénétrer dans le sangla lymphe
(BEAUMONT et al,, 2000).

Les dents des sélaciens ont la structure des exaillacoides. Dans
certaines especes, elles sont répandues sur uteidqueuse buccale ; mais,
généralement elles sont localisées au pourtour adebduche. Chez les
actinoptérygiens, les dents se soudent a certains@choires, palais...

Sur les arcs branchiaux®(Baire) de beaucoup de téléostéens apparaissent
des dents bien développées, formant de véritableéchores dites
pharyngiennes.

Le canal alimentaire n'a rien de bien particuliex ;'cesophage fait
ordinairement suite une dilatation ou estomac, d&sthélium duquel se
trouvent des glandes a pepsine. L'estomac ainsilgsieglandes a pepsine
manquent chez beaucoup de téléostéens, ce quiarguerces organes ne sont
pas indispensables a toutes les especes ou qusiplphgiquement, d’autres
visceres suppléent a leur absence. L'intestin maies) chondricthyens et des
ostéicthyens primitifs présente un repli interndlasg qui décrit une spire a
tours nombreux, comparable a un escalier de cobmdépourvu d’axe.

Les glandes annexes du tube digestif sontfoie tres volumineux et
riche en huile qui contient en abondance I'ergast@itamine D) provenant en
particulier des diatomées prises dans le planditepancréasmassif ou diffus
(GRASSE, 1996).

[.1.2.5.2. Vessie natatoire
Chez la plupart des actinoptérygiens, la paroialerde I'oesophage émet

un diverticule impair qui se développe au plafoedalcavité générale, entre les
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reins, immédiatement sous la colonne vertébralejolummineux sac rempli de
gaz, de forme trés variable : c’estviassie natatoir@u encore vessie aérienne
ou vessie gazeusBEAUMONT et al, 2000). Elle contient de I'oxygene
mélangé a un peu d’azote et de gaz carboniques Awséaces externe et interne,
les capillaires artériels forment des réseaux alrt@s, connus sous le nom de
corps rouge. En outre, chez diverses espécesfagdainterne de I'organe, on
observe des amas de cellules d’aspect glandulaifermment la glande gazeuse.
Les chondricthyens mais aussi certains téléostéens pas de vessie natatoire.
Chez les sarcoptérygiens, ce diverticule hydragiatidevient un poumon
(GRASSE, 1996).

1.1.2.6. Appareil circulatoire

Le coeur, composé de deux chambres contraabitesdlette et ventricule
est situé sur la ligne médio-ventrale en arriereddrnier arc branchial. Il est
enveloppé d'urpéricarde d’origine ccelomique. Le ventricule se continue en
avant par un renflement qui se prolonge par I'art#anchiale d’ou se détachent
lesartéres branchiales afférent@sraison d’'une paire par arc branchial. Dans la
branchie, ces vaisseaux se résolvent en un réseaupdrtent lesartéres
branchiales efférentegui se jettent dans les racines de l'aorte dorsajeelle
distribue le sang aux divers organes et se confiamd’artére caudale jusqu’a
I'extrémité de la queue. Les vaisseaux qui pénettens un méme arc branchial
constituent un arc aortiquBEAUMONT et al, 2000; GRASSE, 1996).

Le sang revient au cceur par un systeme veineux legmpPlusieurs des
veines de la queue se jettent dans les reins esi & capillarisent et forment un
systéme porte-rénal elles en sortent par deux gros vaisseaux :vkises
cardinales postérieuregui aboutissent au cceur par un large sinussylseeme
porte-hépatiguecomprend la veine porte qui se déverse dans éedoielle se

résout en capillaires ; le sang s’échappe par iaevhépatique qui se jette
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directement dans le sinus veineux. De grogse®s latéralesamenent au cceur
le sang superficiel de la partie postérieure dyosole sang de la partie
antérieure revient au sinus veineux par demes cardinales antérieureke
cceur, en définitive, n’est donc traversé que pasahg veineux : on parle de
circulation sanguine a «sens unique ». Les hémadies poissons sont
ellipsoides et nucléée&RASSE, 1996).

[.1.2.7. Apparell respiratoire

Les organes respiratoires des poissons sont typieptedes branchies.
C'est-a-dire des systemes de lamelles épithélidtasement vascularisées,
situées au niveau des perforations latérales duypka qui mettent en
communication la cavité pharyngienne et I'extérieur

Les échanges gazeux se font a travers le mincbéfpin limitant des
lamelles branchiales. Le poisson avale de I'eaup@uietre dans le pharynx et
ressort directement par des fentes branchialeg, lels Chondrichthyens, ou par
les fentes operculaires, chez les ostéichthyengrise d’eau se fait selon un
rythme régulier GRASSE, 1996).

Quelgues poissons osseux possedent divers dispamiatomiques qui
leur permettent de respirer lair atmosphérique,it squ'ils puissent
provisoirement quitter I'eau et se déplacer a (eyoé que, la teneur en oxygene

dans I'eau étant trop faible, ils viennent pipairlen surface.

[.1.2.7.1 Aspect normal des branchies

[.1.2.7.1.1 Définition

Les branchies sont des organes a fonctions mudtgpieé en plus d’étre le

siege de la respiration aquatique, assurent eégatedes fonctions excrétrices
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(élimination de 'ammoniaque issue du catabolism@égique), ionorégulatrices
et de contrble de I'équilibre acido-basiq&/ANS et al, 2003).

Les branchies externes cutanées, pennées, si wsnchez les
invertébrés, ne se rencontre qu’a titre transitoirez les larves d’amphibiens et
de certains Poissons. Les branchies définitived smujours des branchies
internes, lamellaires, caractéristiques des oomi@seloppées sur les parois de
diverticules latéraux pairs du pharynx, les pochbgnchiales, en
communication avec le milieu extérieur par les dentbranchiales
(BEAUMONT et al, 2000).

[.1.2.7.1.2 Structure anatomique

1.1.2.7.1.2.1 Topographie
La structure anatomique générale des branchie®mdamentalement la

méme dans toutes les lignées des poissons. Elgster®n une double série de
lames branchialesuperposées, développées de part et d'autre sBptum
interbranchial et portant elles-mémes, deux rangéedaieelles branchiales
vasculariséeffigure 1) (BEAUMONT et al, 2000).
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Source : EVANSet al. (2003).

1.1.2.7.1.2.1.1. Branchies septales des Elasmobhessc

Le septum interbranchial, sur lequel les lamessstient sur la quasi-
totalité de leur longueur, est une cloison aplgtieconfere une forme allongée
aux poches et aux fentes branchiales. Il est soytan les rayons branchiaux
cartilagineux articulés sur l'arc branchial corrasgant situé dans sa partie

interne, auxquels peuvent s’ajouter des cartil@y&mbranchiaux dans sa partie

externe.

L’'appareil branchial d'un élasmobranche est compdgéchaque coté,
d’'une hémibranchie mandibulaire vestigiale ou pséuahchie,
hémibranchie hyoidienne et de quatre holobrandiraschialesEEAUMONT

et al, 2000; EVANS et al, 2003 ;WRIGHT , 1973).
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Chez les élasmobranches, I'eau entre au niveatnatymx par la bouche
ou spiracle, passe entre les filaments branchidaxlong du septum

interbranchial pour sortir par les fentes bran@sdVANS et al, 2003).

1.1.2.7.1.2.1.2 Branchies operculées des Ostéicattsy
Elles dérivent probablement des branchies septadgsréduction du

septum qui devient plus court que les lames brafehiet n’atteint plus la paroi
du corps(Fig. 1H). Les lames branchiales deviennent alors libreslasynlus
grande partie de leur longueur. Deux structureveites viennent suppléer a la
réduction du septum en tant que support des lameascluales : lesarétes
branchialeset I'opercule(Fig. 1D) (BEAUMONT et al, 2000 ;EVANS et al,
2003).

Chez les téléostéens, l'eau entre par la bouclse passe a travers les
filaments branchiaux et tout au long de la parol’'algercule pour ressortir par
I'ouverture caudale de I'operculEYANS et al, 2003).

1.1.2.7.1.2.2 Vascularisation
Le sang entre au niveau des branchies paralésres branchiales

afférentesqui recoivent la totalité du sang venant du cpaurl’aorte ventrale.
Le sang est alors oxygéné au niveau des lameléexhiales. Le sang oxygéeneé
est ensuite collecté par lestéres branchiales efférentepli le conduisent a
I'aorte dorsale pour regagner la distribution systgie OLSON, 1981 ; 2002).
Au moins deux systémes microcirculatoires interemtés favorisent les

diverses activités des branchies et forment le mosplexe des réseaux
vasculaires trouvés chez aucun Verte BEAUMONT et al, 2000):

= Un circuit artério-artériel a rdle respiratoire spécialisé. C’est une

vascularisation fonctionnelle ; il vascularise It@glium secondaire des
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lamelles branchiales et permet donc les échangesigantre le sang du

poisson et son environnemeBMANS et al, 2003). Il est constitué par :

- des arteres afférentes des filamenissues des arteres branchiales
afférentes, qui longent le bord interne des filatmdémanchiaux ;

- desarteres efférentes des filameuisi longent le bord externe puis se
jettent dans les arteres branchiales effererBEAUMONT et al,
2000 ;OLSON, 1981 ; 2002)(Fig. 2)

= Des circuitsartério-veineuxnutritifs classiques qui sont particulierement
complexes et encore mal connus. lls vascularisépithélium primaire
des filaments branchiaux (et non les lamelld BEAUMONT et al,

2000 ;EVANS et al, 2003).

ABA= artere branchiale afférente,
AFA= artere afférente de filament,
ALA= artérioles lamellaires afférentes,
BV= veines branchiales,

EBA= artere branchiale efférente,
EFA= artére branchial efférente,
ELA= artériole lamellaire efférente,
ILV= vaisseaux interlamellaires,

L= lamelle,

NA= artere nutritive.

Figure 2: Représentation schématique de la vascuigsation
artério-artérielle d'un filament branchial. Source : OLSON, 2002.

[.1.2.7.1.2.3 Innervation
Les nerfs qui innervent les branchies dérivent deds craniaux VIl

(facial), IX (glossopharyngien) et X (vague). Chaaleux est divisé en deux
rameaux, l'un post-trématigueameau moteuret l'autre pré- et post-tré

matique, rameau sensoriel. Les arcs branchiauwesawjue le premier sont
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généralement innervés par le nerf vague. Seloainsrauteurs, il existerait une
innervation sensorielle et motrice autonome dasdtanchies des Téléostéens.
Une telle innervation n'a pas encore été décriezdhs Elasmobranches et les
Agnathes méme si les récepteurs adrénergiques adinefgiques ont été
identifiés dans les vaisseaux des branchies desnBlaranches et des Myxines
(EVANS et al, 2003 ;METCALFE et al, 1984)(Fig. 3)

Tronc nerveux moteur

Tronc nerveux et ganglion
sensoriels \ » /m Wi

O

. Spiracle

\
,

= = / ) Branche pré-
Branche post-trématique Fente trématique

branchiale

Figure 3 : Représentation schématique de I'innervabn des branchies.
Source : EVANSet al.,2003.

Du point de vue histochimique, il existe des fibnesrveuses aux
catécholamines associées aux artéres afférentelateents et aux artérioles
lamellaires afférentes chez certaines especedéistéens. Des fibres similaires
sont associees aux arteres efférentes et auxobetelamellaires efférentes chez
certaines especes. Les lamelles semblent ne mamaarvéesUNEL et al,
1982 ;EVANS et al, 2003).

Les fibres cholinergiques ont été décrites dansiaschies mais elles ne

sont associées qu’a la vascularisation efféremtexiste également dans les
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filaments branchiaux, des cellules neuro-épithédiabérotoninérgiques mais
aussi des fibres et cellules neuro-épithélialestesmmt de l'oxyde nitrique
(DUNEL etal., 1982 ;DUNEL etal., 1989).

1.1.2.7.1.3 Structure histologique

1.1.2.7.1.3.1. Aspect macroscopique
La branchie est un organe d’aspect strié dontractsire fonctionnelle est

la lamelle branchiale Les lamelles sont implantées sur des formations
horizontales, lesilaments renfermant des vaisseaux afférents et efféranss a
gu'un axe cartilagineux. Les filaments eux-mémest $osérés sur des piliers
osseux entourant la cavité bucco-pharyngéagries branchiau{BEAUMONT

et al, 2000 ;EVANS et al, 2003 ;KINKELIN et al, 1985).

C’est la stratification des filaments accrochégwrd arcs qui formane
lame branchialeet donne a la branchie I'aspect macroscopiqué gtrion lui
connait. Deux lames sont implantées sur chaquetaranstituent une branchie
(KINKELIN et al, 1985).

1.1.2.7.1.3.2. Aspect microscopique

[.L1.2.7.1.3.2.1. Structure d’'une lamelle branchiale
L'observation au microscope d’'une lamelle branémbntre que celle-ci

est essentiellement composée de deux feuilletshépitx dont les faces
internes sont jointes par une série de cellulesvichaelles appeléesellules
pilastres qui assurent donc la rigidité de I'ensemliigure 4 et 5) Le sang
circule entre les espaces autour des cellulesti@tast entre les deux couches
epithéliales des lamelles branchial&&/ANS et al, 2003 ;KINKELIN et al,
1985).
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1.1.2.7.1.3.2.1.1. Epithélium branchial
L’épithélium qui couvre les filaments et les lamsll constitue une

barriére entre I'environnement externe du poisgdesfluides extracellulaires,
mais il joue également un réle important dans ¢éestions physiologiques de la
branchie EVANS et al, 2003).

L’épithélium branchial est composé de plusieursesypellulaires mais les
principaux sont les cellules pavimenteuses (>90%leg cellules riches en
mitochondries (<10%), communément appelées chetdEpstéengsellules a
chlorure (LAURENT et al, 1980).

= Cellules pavimenteuses

Méme si les cellules pavimenteuses couvrent la gtaade partie
de la surface du filament branchial, elles ne jougrun réle passif dans
les fonctions physiologiques de la branchie chealugart des poissons.
Ce sont des cellules fines, squameuses ou cubgidakr une grande
surface apicale. Elles constituent le principaktgellulaire qui couvre les
sites ou se passent les échanges gazeux, c'ast-dedi lamelles
branchialesl(AURENT et al, 1980 ;SARDET et al, 1979).

La membrane apicale des cellules pavimenteusesaeattérisée
par la présence des microvillosités et/ou des auorétes dont
I'arrangement varie en fonction des especes. Ceqiions apicales
augmentent considérablement la surface fonctiomneé I'épithélium
mais elles servent aussi a fixer le mucus a laasarfde I'épithélium
(EVANS et al, 2003 ;LAURENT et al, 1980)Figure 4 et 5).

= Cellules a chlorure
Les cellules a chlorure sont des cellules largesfodme ovoide
dont le cytoplasme est riche en mitochondries. Des,pce sont des

cellules polarisées car leurs membranes cellulapéasales et basolatérale
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ont des morphologies différentes. Elles doivent lgom a leur fonction
secrétoire du NaCl chez les téléostéens d’eau de me

L’une des caractéristiques les plus frappantecei@sdes a chlorure
est la présence d’'un réseau intriqué formé paradiaas invaginations de
la membrane basolatérale. Ce labyrinthe tubulo-mangux s’étend dans
la grande partie du cytoplasme ou il est fortemassociés aux
mitochondries. Il constitue le site du transpotifgmar I'enzyme N&K*-
ATPase, impligué dans la sécrétion du NaCl par cedules
(PHILPOTT , 1980).

La membrane apicale est concave et repose en dedsda surface
des cellules pavimenteuses voisines pour formgrdl@ apical ou crypte
commun a d’autres cellules a chloruE/ANS et al, 2003 ;FOSKETT
et al, 1981 ;HOOTMAN et al, 1980).

Contrairement aux cellules pavimenteuses, lesleslla chlorure
occupent la plus petite fraction de I'épithéliunatchial, mais elles sont
considérées comme le site principal des processysighogiques actifs
dans les branchies. Alors que les cellules pavieusas se trouvent dans
toutes les régions des filaments branchiaux, l#gleg a chlorure sont le
plus souvent rencontrées sur le bord afférent itlamdnts mais aussi au
niveau des régions interlamellaires. Aussi, letuted a chlorure ne sont
pas toujours présentes dans [I'épithélium branchmgis certaines
conditions de I'environnement sont liées a la pnésale ces cellules dans
certaines especeBVANS et al, 2003 ;VARSAMOS et al, 2002).

(figure 4 et 5).

25



Figure 4 : Coupe semi-fine d’'un
épithélium branchial.

CC= cellules a chlorure ; CVS= sinus
veineux central; pep = Epithélium
primaire ; sep = Epithélium secondaire.
Source : Laurentet al., 1980.

Epithélium branchial

Cellule a mucus

|Filament

-

Globules rouges
ou erythrocytes

Cellule a
chlorure

Figure 5 : Schéma de coupe transversale de la lahecbranchiale.
Source : Kinkelin et al., 1985.
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Chapitre Il :
GENERALITES SUR LES MALADIES
DES POISSONS
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L'importance des pathologies des poissons s’expligon seulement par
des pertes économiques gu’elles occasionnent urpadaut dans le monde,
guelque soit le type de production piscicole cofr®d mais aussi par leur
impact sur les populations naturelles de poissopsiela menace sanitaire que
font peser directement ou potentiellement certgarsnes en cause sur la santé
humaine.

Les pertes encourues par les éleveurs de poissorisassociées a la
maladie, les inondations, les déplétions de Il'oxygeles intoxications
chimiques et d’autres causes diverses. Les maladm de loin la cause la plus
significative des péres en aquacultwt=YER , 1991).

Le développement de I'aquaculture et de la pécHeisie a fait découvrir
I'incidence croissante des maladies des poissomsdéveloppement de ces
activités piscicoles a également favorisé l'appart ou du moins la
propagation de certaines maladies.

L'état de maladie se traduit chez les poissons, papparition
d’anomalies du comportement (symptdmes) et/ou daégjrité corporelle
(Iésions) qui entrainent une baisse des perfornsaetesouvent la mort des
sujets atteints. Ces manifestations morbides saes ci des causes d’ordre
physique, chimique ou biologique, agissant seulesen association pour
perturber les fonctions physiologiques de l'animetl,sont mises en jeu de
maniere naturelle ou induite. Le terme « induiienplique une action humaine
(KINKELIN et al, 1985).

II.1. Les causes des maladies des poissons

1I.1.1.Les causes d’ordre physique
D’abord constituées par les propriétés physiquesede (température,

teneur en matieres en suspension ou MES), ellepremment ensuite les

rayonnements et tous les traumatismes résultacbayportement des animaux
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ou des pratiques piscicoles. Un exemple d’intevactide ces facteurs
étiologiques est donné d’emblée par la tempérajureen dehors de tout effet
|étal direct, intervient sur de nombreux facteurpligués dans la santé des
poissons. En effet, comme il s’agit d’animaux apénature variable, toute la
physiologie de I'espéce donnée se trouvera infleengar la température de
'eau et, partant, sa réceptivité vis-a-vis desnégyanfectieux pourra étre
difféerente. La température conditionnera en mémepgela teneur en oxygene
dissous dont un certain niveau est indispensablenauntient de la santé du
poisson, et se répercutera sur toutes ses fonctibhs c6té encore, la
température fera varier la toxicité de nombreuxyaoits, soit en modulant leur
transformation en leur forme toxique, soit en f&ait leur absorption
branchiale par élévation du rythme respiratdd® ¢t al.,2008 ;KINKELIN et
al., 1985).

11.1.2. Les causes d’ordre chimique
Ce sont tout d’'abord les propriétés et la compmwsitle I'eau (pH,

alcalinité, teneur en gaz dissous, en matiere®agpen toxines sécrétées par les
algues ou en polluants divers tels que les chlerwselfates, mercure, acides,
pesticides, chlorophénols, détergents, hydrocasburetc.) Un exemple
important d'interaction de causes d'ordre chimigighysique est celui de la
toxicité de 'ammoniac modulée a la fois par le pdtempérature, la salinité et
la teneur en oxygene de I'eau pour une espece idedPodonnée, dans un état
physiologique donné. Le deuxiéme groupe de factdioedre chimique est
constitué par [lalimentation sous ses aspects tatiéli et quantitatif
(KINKELIN et al, 1985).

11.1.3. Les causes d’ordre biologique
Les virus, bactéries et parasites (ou bioagresseepsésentent les causes

biologiques des maladies. Nombre de ces bioagnessaient leur propre
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physiologie conditionnée par les facteurs physitoacues de I'environnement
(KINKELIN et al, 1985).

[1.1.3.1. Les viroses
Malgré le nombre important d’espéces de poissbméy a que moins de

45 virus qui ont été isolés ou observés. Cela esauwdfait que ce n’est qu’en
élevage (intensif surtout) que les conditions detagion se trouvent réunies
pour révéler I'existence de virus ; peu d’espeaepaissons faisant partie d’'un
élevage, le nombre de virus connus ne s’est aceruantement.

Les viroses majeures en aguaculture sont les haempess des
Salmonidaeles rhabdoviroses (la Septicémie hémorragiguaeviou SVH, la
nécrose hématopoiétique infectieuse ou NHI, lamigéprintaniere de la carpe
ou VPC), la nécrose pancréatique infectieuse (MPIa branchio-néphrite de
I'anguille (KINKELIN et al, 1985 ;MEYER, 1991).

11.1.3.2. Les bactérioses
Les bactéries pathogenes causent plus de malaigmisons que toutes

les autres causes réunies. Sur le plan lésionnetemcontre plus souvent les
septicémies a dominante nécro-hémorragique (\@brio furonculose,
yersiniose), les infections locales (cutanées strt@ dominante nécro-
hémorragique, les infections générales a manifestat noduleuses et
hypertrophiantes ainsi que les infections locaiséa manifestations
hypertrophiantes et hyperplasiques. Les bactémegsarses sont surtout les
bacilles Gram négatiKINKELIN et al, 1985 ;MEYER, 1991).
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11.1.3.3. Les mycoses
La prolifération des champignons a la surface defs @t des larves des

Poissons peut causer des mortalités considéralidesapparaissent le plus
souvent comme envahisseurs secondaires dans les ptaes Iésions causées
par les bactéries pathogenes ou les parasitesai@erchampignons sont
néanmoins, des agents pathogénes primaires et rgeétre a l'origine des

mortalités importantesMEYER , 1991).

[1.1.3.4. Les parasitoses
Le parasitisme est fréquent, sinon constant, chezpbissons, mais les

maladies parasitaires ne s’extériorisent que larsdas conditions de
I'environnement permettent la prolifération du e De ce fait, les
parasitoses cliniques sont rares a I'état natarais beaucoup plus répandues en
élevage dans la mesure ou l'habitat favorise lastrassion des parasites
monoxenes et/ou la persistance des porteurs coddes intermédiaires.

Les protozoaires représentent I'un des groupesdsipes pathogénes qui
affectent la santé des poissons. Un certain noddprotozoaires parasites, sont
connus pour étre des agents causals des maladéreséles poissons. C'est le
cas par exemple, des flagellées du geRrecionodinium pathogenes des
poissons d’eau douce ou encore du geAmyloodinium pathogénes des
poissons marins. Les autres parasites des poisgipastiennent aux groupes
des Myxozoaires (Myxozoa), des helminthes et destaces$CHOLZ, 1999).

Dans les écloseries et les élevages intensifs ddmaice, ce sont les
microparasites a tropisme cutané qui sont les plusgereux. En mer, les
Poissons sont principalement sous la menace detacés parasites. Dans les
étangs d’eau douce, ce sont encore les crustagss, larenfort des sangsues,

qui constituent le plus grand danger parasitétBlIKELIN et al, 1985)
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Ces deux premiers chapitres nous ont permis de repre la biologie et
les maladies des poissons en général. En effegristitution du poisson y a été
décrite de méme que les causes susceptibles de Hesdooissons malades. Le
troisieme chapitre de la premiére partie que ndagderons, traitera d’'une
pathologie particuliere, I'épithéliocytose, quiexdte I'appareil respiratoire des

poissons c’est-a-dire les branchies.
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Chapitre Il :
L'EPITHELIOCYTOSE
CHEZ LES POISSONS
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[11.1. Introduction
[11.1.1. Définition

L’épithéliocytose est une maladie d’origine infease commune a
plusieurs especes de poissons due a des orgarappeentes aux chlamydies.

C’est une infection intracellulaire a bactéries i@ m@égatifs, qui affecte a la
fois les branchies et la peau.

Elle se caractérise par des lésions d’hypertropdsecellules hétes (cellules
épithéliales principalement) et la formation detkgssphériques au niveau des
lamelles branchiales et de I'épiderme.

Le terme épithéliocytose provient donc de I'aspestologique des lésions

épithéliales secondaires a l'infection.

[11.1.2. Historique

L'épithéliocytose a été décrite pour la premiéras fahez la carpe
communeCyprinus carpio L.comme étant la mucophilosel(EHN, 1920).

Elle a été découverte par la suite chez d’autrpsces de poissons et bien
identifiée comme une maladie due a un agent baotéapparenté aux
chlamydies HOFFMAN et al1969).

[11.1.3. Importance

L’épithéliocytose est une maladie ayant une dourlgortance aussi bien
médicale qu’économique. Elle a été décrite cheerditéléostéen®APERNA,
et al,1980 ;WOLF, 1988;TURNBULL , 1993;FRYER et al 1994).

Elle a été associée a des morbidités et des niéstalans les élevages de
poisson. Cependant, le lien direct entre I'épitlogliose et ces mortalités n’est
pas encore établi par manque de modele d’expéraindatla maladie. En effet,
il N’existe pas a ce jour de méthode de culturBadgent causal.

Les mortalités associées a I'épithéliocytose ogt ®gnalées seulement
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chez les poissons en élevage a des taux allantad®00%. De plus, la plupart
des mortalités sont observées aux toutes prenma¢apss de la vie des poissons

a I'exception de quelques especEahjeau ).
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Tableau XIllI : Mortalités associées a I'épithéliocyose signalée dans les élevages de poissons (cordipar I'histopathologie)

Especes Mortalités(%) Age Reponse proliférative | Milieu Référence
de 'héte
Truite grise Salvenus namaycugWalbaum) 95 0+, 1+ Oui Eau douce BRADLEY et al.(1988)
Esturgeon bland\cipenser transmontaniRichardson) | 4-8 1lan Pas de réponse ou hyperplasie | Eq() douce GROOF et al.(1996)
Black-bas a grande boucheMicropterus salmoides 1/jour 7 mois Oui Eau douce GOODWIN et al.(2005)
(Lacepéede)
Padi, Piaractus mesopotamiciéHolberg) 30-40 600-650 g Oui Eau douce SZAKOLCZAI et al.(1999)
Dorade japonais®agrus major(Temminck & Schiegel) | 20 Juvenile Oui Mer MIYAZAKI et al.(1986)
Sériole couronné&eriola dumeriliRisso) 85 0+ Oui Mer CRESPOet al. (1990) ;:GRAU & CRESPO (1991)
P VENIZELOS & BENETTI (1996)
Sériole de laland&eriola lalandi(Valenciennes) 30-100 Larve juvenile Non Mer
vénile Non Mer MIYAKI et al.(1998)
Platycephalus?latycephalus spBloch) 98-100 J
‘sune Oui Mer NYLUND et al.(1998)
Saumon atlantiqu&almo salal. 10 J
_ 6 mois Oui Mer PAPERNA (1997)
Dorade royaleSparus auratd.. 26/10 jours
. L. J.S. LANGDON & S.C. BATTAGLENE, date non
Australien basMacquaria novemaculateSteindachner) | S€Vere Larve, juvenile | Non Mer publide
Sévere Adult (1-1,5 Kg) | Non Mer C. JOHNSTON & P. PHILLIPS,, publication

Sériole de laland&eriola lalandgValenciennes)

personnelle
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l11.2. Etiologie de I'épithéliocytose

[11.2.1. Classification des agents pathogenes

Les agents pathogenes responsables de I'épithtsgont des bactéries
Gram négatifs, qui sur la base de leur ultrastrectunt été classés dans la
famille des ChlamydiaceadAPERNA et al. 1981; GROFF et al. 1996;
SZAKOLCZAI et al. 1999) ou des Rickettsiacea2ACHARY et al. 1977,
MIYAZAKI et al.(1986). Enfin,NYLUND et al. (1998) pensent que lI'agent
causal de I'épithéliocytose pourrait étre aussnlides Chalmydies comme des

Rickestties.

111.2.2. Cycle de développement des agents pathogen

SelonWARD (1998), I'agent causal de I'épithéliocytose présam cycle
de développement similaire a celui des Chlamydies.

Quant aCRESPO et al. (1999), ils suggérent I'hypothese selon laquelle
I'épithéliocytose est soit causée par les Chlangydia les Rickesttsies, soit
guelle est causée par un agent pathogene quiseautileux cycles de
développement de maniére commutative: le cycle ¢yale de développement

typique des Chlamydies et un cycle II.

Le cycle de développement typique des Chlamydigddd) comprend un
corps élémentaire infectieux (EB), un corps ré&cyRB) et un corps

intermédiaire (IBYFigure 6a et 6a").
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EB

1B

Figure 6 a : les différents corps formés pendant leycle de développement |

Les Chlamydies pénétrent dans la cellule par phdagse sous forme de
corps élémentaires infectieuXCE, EB) de 0,2 um et sont englobés dans une
vacuole dans laquelle ils se transformenteps intermédiaires (Cl, IB) puis
encorps réticulés (CR, RB)(0,8 a 1 um). lls se multiplient par division birgi
la vacuole augmente de taille et devient une gramdasion basophile. Apres 4
a 5 divisions, les corps réticulés subissent unetumathon en corps
intermédiaires puis en nouveaux corps elémentdifeglusion finit, apres un
délai de 48 a 72 heures, par éclater en lysantllale hote et en libérant des
corps élémentaires qui parasitent de nouvellesilesll Les corps élémentaires
sont la forme virulente mais leur pouvoir infeckediminue sitot entrée dans la

cellule et devient nul pour les corps réticulés.
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Figure 6 a’ : Cycle de développement typique des Gimydia
Source : Internet 1

Dans certaines espéces de poissons, il a été décrdautre cycle de
développement de l'agent causal de I'épithéliosytappelé cycle II, dans
lequel, I'infection est initiée par la pénétratide grandes cellules primaires
(PLC) qui se transforment en grandes cellules nmégliaires non vacuolisées
(ILC) puis en petites cellules vacuolisées (SEiggre 6b, CRESPO et al,
1999).
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— =
LC

Figure 7 : Cycle de développement Il

La commutation entre les deux cycles de développenhe I'agent causal
de I'épithéliocytose serait influencée par 'agestress, les conditions du milieu
(CRESPQCet al.,1999) et par le type de cellule infectd@APERNA et ALVES
DE MATOS, 1984).

CRESPO et al., (1999) ont rapporté que les cellules caractétissgles
deux cycles de développement peuvent se retrouaes th méme espece de
poisson ce qui suggere que le cycle de développeniest pas spécifique a

'espece hote ou de la bactérie pathogene.
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111.2.3. Identification des agents pathogenes

Malgré les nombreuses tentatives, jusqu’a ce jbagent pathogene de
I'épithéliocytose n’a pu étre cultivé in vitro. Gapmlant, récemment de grands
progres dans le cadre de lidentification de I'dgeamusal de I'épithéliocytose
dans certaines especes de poissons ont été reglieés ainsi que la présence
d'antigene de Chlamydia a été mis en évidence dss inclusions
cytoplasmiques de I'esturgeon blacipenser transmontanuRichardson) par
la techniqgue immunohistochimique grace a un amkospécifique des
Chlamydies de GROFF et al, 1996). Malheureusement, les anticorps anti-
Chlamydies ne réagissent pas chez la plupart geces de poissons atteints
d’épithéliocytose NOWAK et LaPATRA , 2006).

Le tableau Il montre I'existence d’'une grande variation du palatvue
taxonomique entre les agents pathogenes respossbleepithéliocytose. De
plus, les infections dans une méme espece de psigseuvent donner des
résultats différents. Par exemple, I'épithéliocgtoshez la truite arc-en-ciel
provenant de l'ldaho réagit positivement alors bpuedst négative avec le
poisson de la méme espece provenant de WashinigtionMontana.

Tout cela confirme toute la difficulté de lidentifition de I'agent

pathogene dans les différentes especes de poissons.
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Tableau XIV:

Marquage immunohistochimique

d’échantllons

d’épithéliocytose selon la méthode de GROF&t al (1996)

Espéces Localisation | Résultat d
limmunohist
o-chimie a
Chlamydia

Truite arc-en-cielOncorhynchus mykigsVvalbaum) Idaho +

(Larve) Sériole de Laland&griola lalandi(Valenciennes) Ecuador +

(Adulte) Sériole de Lalands&,. lalandi(Valenciennes) Australie -

Sériole d’élevage japonaisSeriola quinqueradiata(Temminck & | Japon -

Schelgel)

Requin léopardTriakis semifasciatéGirard) Californie -

Omble chevalierSalvelinus alpinugl.)

Perche argentéBjdyanus bidyanu@Mitchell)

Rock caleCrinodus lophodoriGiinther)

Hareng du Pacifique;lupea pallasii(Valenciennes)
Dorade royaleSparus auratd..

Sériole couronné&eriola dumerili(Risso)

Barbotte bruneAmeirus nebulosud eseur)
Machoiron Arius sp.(Valenciennes)

Truite steelhead). mykis{Walbaum)

Saumon chinook (Saumon royal)pcorhynchus

Truite arc-en-cielQ. mykisgWalbaum)

Truite grise (l'omble du Canada, Touladipalvelimus namaycusg

(Walbaum)
Truite arc-en-cie|O. mykisgWalbaum)

Doré jauneSander vitreugMitchill)

Virginie Ouest
Australie
Australie
Alaska
Espagne
Espagne
New York
Ecuador
Washington
Washington
Washington

hWisconsin

Montana

Montana
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Les agents pathogenes dans les différentes esgecpsissons montrent
des caractéristiques ultra structurales différe(Re6?’ERNA 1977; PAPERNA
et al. 1981). En outre, ces variations ont été confirmggasdes techniques de
biologie moléculaire comme I'Hybridatian situ et la PCR en temps réel (real-
time Polymerase Chain Reactioitppleau IlI).

A ce jour, 4 cas dépithéliocytose associées a loestéries ont été
identifiées en utilisant la PCR de la région dedMr 16S hautement conservée.

Les analyses moléculaires ont confirmé que ces 4#ntag de
I'épithéliocytose appartiennent a l'ordre des Chidiales, dans une lignée
distincte de la famille des Chlamydicedéglre 8; DRAGHI et al. 2004;
MEIJER et al.2006).

Sur la base de leurs séquences partielles, chaam agents de
I'épithéliocytose présentaient une homologie decstire assez proche avec des
bactéries apparentées aux Chlamydies isolées suhalames, des porcs ou
dans des eaux stagnantedlE(JER et al. 2006). Les résultats actuels
confirment la grande diversité et la spécificité lispece hdte avec I'agent
responsable de I'épithéliocytose.

Le diagnostic par la PCR en temps réel a été dpgpélpourCandidatus
Piscichlamydia salmonijsce qui devrait améliorer les connaissances sur
I'identification de I'agent pathogene et la pathoigéde cette affection au moins
chez le saumon de I'Atlantique.

Les 4 agents responsables de I'épithéliocytose diffiétents dans chaque
espéce, mais ils appartiennent tous a l'ordre dgnydiales, malgré les cycles

de développement différents des bactéries daréreliffes especes de poissons.

43



Tableau XV :

Identification moléculaire de I'agentde I'épithéliocytose
(d’apres NOWAK et LaPATRA, 2006)

Organisme de responsable [d&H Especes de poissons Origine Milieu Référence

I'épithéliocytose

Candidatus Piscichlamydia salmonis ve Saumon atlantiqué&almonis salat.. Elevé en Norvege | Mer DRAGHI et al.(2004)

(AY462244)

CRG 18 (AY013394) + ve Perche argentée, Bidyanus bidyanus (MitcheBjlevé en Australie | Eau douce | MEIJER et al .(2006)

CRG 98 (AY0113474) +ve | Barramundi, Lates calcarifer (Bloch) Elevé en Australie | Eau douce | MENER etal .(2006)

CRG 20 (AY0113396) -ve Dragon des mers feuillus, Phycodurusquarium enl mer MEWER et al .(2006)
eques (Gunther) Australie

La sequence presque complete de I'ADNr a été sé§agrouiCandidatus Pi Piscichlamydia salmonis],0-231 paires de
base de la région de I'ARNr 16S de la signatureédgience Chlamydiale a été utilisée pour CRG 1& 2®et CRG 98.
L'épithéliocytose a été diagnostiquée histologige®mdans les sections des méme bldcSNGDON et al 1991,

DRAGHI et al2004;MEIJER et al2006).
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P-2 (AF364561)

735181 L CRG20 (AY013396)

57/61/56

Candidatus Rhabdochlamydia porcellionis (AY223862)

CRG98 (AY013474)

P-3 (AF364563)

5089 Candidatus Piscichlamydia salmonis (AY462244)

P-4 (AF364564)

e Parachlamydia sp. UV-7 (AJ715410)

Parachlamydia sp. Hall's coccus (AF366365)
100/99/-

Parachlamydia acanthamoebae Bn9'" (Y07556)

Endosymbiont of Acanthamoeba sp. UNE1 (AF083614)

Waddlia chondrophila WSU 86-1044" (AF042496)

100/97/67 | Waddlia malaysiensis G817 (AY184804)

Outgruups<

96/97/85 52/-/75

Parachlamydia sp. UWE25 (NC005861)

Neochlamydia hartmannellae (AF177275)

100/96/97 CRG18 (AY013394)

63/-/55 ——  Endosymbiont of Acanthamoeba sp. TUME1 (AF098330)

o6/e1/98 | Endosymbiont of Acanthamoeba sp. UWC22 (AF083616)

Simkania negevensis Z' (L27666)

96/93/85 e Candidatus Fritschea bemisiae (AY140910)

100/99/84 | Candidatus Fritschea eriococci (AY140911)

P-6 (AF364568)

Chlamydophila pecorum E58T (U73785, D88317)

Chlamydophila pneumoniae TW-183" (249873, U76711)

65/-/61
Chlamydophila caviae GPICT (D85708)

Chlamydophila felis FP Baker" (D85701)

99/96/69 — . Chlamydophila psittaci 6BCT (AB001778, M13769)

97551 Chlamydophila abortus B577T (AB0O1783, D85709)

Chlamydia suis S45" (U73110)

58/79/61 ——  Chlamydia trachomatis A/Har-13T (D8906067, U68438)

8758 L Chlamydia muridarum MoPn' (D85718)

Figure 8: Relation phylogénétique entre le€hlamydiales
(MEIJER et al. 2004
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111.3. Epidémiologie de I'épithéliocytose

111.3.1. Répartition géographique et especes affegées

L’épithéliocytose est une maladie cosmopolite dgmachez plus de 50
especes de poissons de mer, d'eau douce et d'érvam effet, elle a été
décrite sur tous les continents (pour une revueNOWAK et al2006).

Par exemple, une infection aigué a été observédifapia mossambica
dans le lac de barrage de Port Elizabeth, en Adridu Sud. Une infection de
Tilapia sppet de la carpe commur@&yprinus carpioa été rapportée aussi dans
un élevage piscicole en eau douce et saumatresra@l.| Chez les Cichlidés on
peut citer comme espéce affeciBlpia aurea et selybrides tel quélilapia
nilotica.

Une infection sur des mulets a été observée daagpapulation sauvage
(alevins et juvéniles) des cotes de la méditerrami@atale et des lagunes salées

de l'intérieur, aussi bien qu’en mer rou§®urce : FAO Epithéliocytose

Une étude récente, réalisée au Sénégal, dansaiiestiu SINE-SALOUM,
sur le muletMugil cephalusa montré la présence de cette infection chez cette
espece de poissoBYUKUSENGE, 2008).

111.3.2. Réceptivité et sensibilité des especes ledt
[11.3.2.1. Facteurs intrinseques

[11.3.2.1.1. Especes

Confere chapitre 111-3.1.
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111.3.2.1.2. Age

La plupart des mortalités surviennent aux toutesnpres étapes de la vie,
a l'exception de quelques especes. Chez les jepoéssons linfection
n'entraine pas une réaction proliférative des tedlae I'hbte, tandis que chez
les poissons plus agés linfection entraine undiffration des cellules de

I'espece infectéelableau VI).

Chez les mulets, des infections sporadiques agsarai en mer et dans les
estuaires, touchant aussi bien les alevins quegulaaniles utilisés pour le
repeuplement. Des infections aigles et des ma@satibnsécutives peuvent se
développer chez les jeunes poissons d’élevage amsoroins de 60 mm ou
pesant moins de 2g, dans les quatre a six semaprés la contamination

initiale. Source :FAO Epithéliocytose.

[11.3.2.2. Facteurs extrinséeques

Les poissons d’élevages semblent présenter unedeyrarévalence a
I'épithéliocytose par rapport aux poissons sauva@SWAK et al 2006);
(tableau 1V). En outre, I'hyperinfection de type prolifératiwe été signalée
jusqu’ici que dans les poissons d’élevageARPERNA 1997, GRAU &
CRESPO 1991). Cela suggere que les conditions d’élevagésfavorable a
I'apparition de [I'épithéliocytose, peut-étre dilisaugmentation de la densité des
poissons, la présence de nutriment et/ou de stress.

La prévalence maximale était de 28% pour les espemavages (étendu de
1 4 91%) et de 73% pour les especes en élevagel@éte 20 a 100%).

Le Saumon atlantique d’élevage en Tasmanie esule £spece d’élevage
montrant une faible prévalence de l'infection. Lauon kétaOncorhynchus
keta Walbaum, a présenté la fréquence la plus grandefedtion a
I'épithéliocytose de tous les poissons examines.

Les poissons sauvages montrant une grande préeadehépithéliocytose
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sont généralement des especes maritimes démer€aliés. assertion doit étre
relativisée par le fait que de nombreuses enquéiteles poissons portent sur les
especes maritimes démersales.

Il y a certaines especes de poissons qui ont ét@alsies comme non
infectées par I'épithéliocytose.

La confiance en ces résultats est souvent faibte.eHet lorsque la
prévalence apparente (ou observée) de I'épithébiseyest de 0, la prévalence
réelle (a la confiance de 95% en supposant quenisitslité du test est de 90%
et la spécificité 95%) peut s’étendre de 3 a 2@Rableau V)

En outre, dans la plupart des cas, les résultagatii® se fondent sur
'examen d’'un nombre limité de préparations micopsgues comprenant une
seule section d’'un arc brachial.

Contrairement a I'affirmation selon laquelle aucut@nnée n’existe sur
I'infection chez les poissons non téléostee@@ORSARO et al. 2004),
I'épithéliocytose a été signalée chez 'esturgelamd GROFF et al. 1996) et

le Requin IéopardTriakis semifasciataGirard.
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Tableau XVI: Prévalence maximale de I'épithéliocydse signalée dans
différentes espéces de poissons (NOWAK et LaPATRAR006)

Especes de poisson Prévalenddilieu Référence

% (n)
Barbotte brunelctalurus nebulosu@_esueur) 6(56) Eau douce DESSEF et al. (1988)
Plie canadiennéippoglossoides platessoid@zabricius) 20(11) Milieu marin MORRISON & SHUM (1983)
Morue de I'AtlantiqueGadus morhua.. 34(215) Milieu marin LEWIS et al.(1992)
Cardeau a quatre ocell&gralichthys oblonguéMitchill) 27(20) Milieu marin LEWIS et al.(1992)
Loquette d’AmériqueMacrozoarces americanus 47(15) Milieu marin LEWIS et al.(1992)
(Bloch & Scheider)
Merluche & longue nageoirddrophycis regia(Walbaum) 15(75) Milieu marin LEWIS et al.(1992)
Cardeau d'été&aralichthys dentatus 25(209) Milieu marin LEWIS et al.(1992)
Acoupa royalCynoscion regalig¢Bloch & Scheider) 39(59) Milieu marin LEWIS et al (1992)
Turbot de sablescophthalmus aquas(dlitchill) 40(144) Milieu marin LEWIS et al.(1992)
Plie rougePleuronectes americang/albaum) 31(950) Milieu marin LEWIS et al (1992)
Limande & queue jaunBleuronectes ferrginuiStorer) 9(44) Milieu marin LEWIS et al (1992)
Morwong rougeCheilodactylus fuscu€astelnau) 12(60) Milieu marin NOWAK (1996)
Rock caleCrinodus lophodoriGiinther) 48(60) Milieu marin NOWAK (1996)
Parma microlepisRarma microlepigGuinther) 7,5(120) Milieu marin TRICKLEBANK (1997)
Chinchard dos verfrachurus declivigJenyns) 21(81) Milieu marin NOWAK et al. (2004)
Saumon chinoockOncorhynchus tshawytscli@/albaum) 15(82) Milieu marin KENT et al.(1998)
Saumon kétaPncorhynchus ket@Walbaum) 91(32) Milieu marin KENT et al (1998)
Saumon coha®ncorhynchus kisutcfWalbaum) 23(48) Milieu marin KENT et al.(1998)
Saumon rosedncorhynchus gorbusch@valbaum) 8(12) Milieu marin KENT et al.(1998)
Hareng du pacifiqueClupea pallasiValenciennes) 21(38) Milieu marin KENT et al.(1998)
Perche méné&ymatogaster aggrega(&ibbons) 41(32) Milieu marin KENT et al.(1998)
Morue du PacifiqueGGadus macrocephaly3ilesius) 1(98) Milieu marin KENT et al.(1998)
Merlu du pacifiqueMerluccius productugAyers) 12(25) Milieu marin KENT et al.(1998)
Goberge de I'Alaskalheragra chalcogrammégPallas) 5(20) Milieu marin KENT et al.(1998)
Poulamon du Pacifiqudjicrogadus proximugGirard) 2,5(40) Milieu marin KENT et al.(1998)
Morue linge,Ophiodon elongatuéGirard) 14(111) Milieu marin KENT et al.(1998)
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Morue charbonniérédnoplopoma fimbrigPallas)
Sébaste canargebastes pinnigéGill)

Sébaste tachet8gbastes cramefdordan)

Sébaste a tache roug@ebastes babcockihompson)
Sébaste a raie rougeebastes proriggidordan & Gilbert)
Sébaste a ceil épineuSebastes aleutianus
(Jordan& Evermann)

Sébaste argent8gbastes brevispin{8ean)
Yellowtail rockfish,Sebastes fladivug\yers)
Arrowtooth flounderAstheresthes stomia

(Jordan & Gilbert)

Syngathe aiguillesSyngnathus acus.

Sardine du pacifiqgu&ardinops sagagdenyns)
Sériole couronné&eriola dumerili(Risso)

Dorade royaleSparus auratd..

Dorade japonnais®agrus majoTemmick & Schlegel)
Dorade japonais€. majoxBréme nodre,
Acanthopagrus schlegdiiybrid

Saumon de 'AtlantiqueSalmo salal..
Dentex,Dentex dentegl.)

Sériole de LalandeSeriola lalandi(Valenciennes)
Sériole d’élevage Japonaferiola quinqueradiata
(Temminck & Schlegel)

Barbue de rivierdgctalurus punctatugRafinesque)

Perche argentéBjdyanus bidyanu@Mitchell)

12(33)
67(12)
30(10)
40(10)
55(31)

61(13)

25(11)
33(21)

27(15)

23(30)
30(25)
46(15)
70(13)
100(100)

10(50)

20(20)
88(19)
86(82)

100(10)

46(46)

75(105)

Milieu marin
Milieu marin
Milieu marin
Milieu marin
Milieu marin

Milieu marin

Milieu marin
Milieu marin

Milieu marin

Milieu marin
Milieu marin
Milieu marin
Elevage marin
Elevage marin

Elevage marin

Elevage marin
Elevage marin
Elevage marin

Elevage marin

Elevage eau douce

Elevage eau douce

KENT et al.(1998)
KENT et al.(1998)
KENT et al.(1998)
KENT et al (1998)
KENT et al.(1998)

KENT et al.(1998)

KENT et al.(1998)
KENT et al.(1998)

KENT et al.(1998)

LONGSHAW et al. (2004)

WHITTINGTON et al. (1997)
GRAU & CRESPO (1991)

PAPERNA (1997)
SYASINA et al. (2004)

SYASINA et al. (2004)

NOWAK & CLARK (1999)

COMPANY et al.(1999)

B.F. NOWAK, date non publié

B.F. NOWAK, date non publié

ZIMMER, EWING& KOCAM  (1984)

FRANCES et al. (1997)

Seules les especes ayant au minimum 10 individuétérexaminées et incluses
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Tableau XVII : Especes de poisson ou I'épithéliocgke a été signalée comme
indétectable c’est-a-dire négatif (prévalence 0%) qur I'épithéliocytose
(quand 10 ou plus de 10 individus ont été examines)

Especes de poissons Nombre derévalence réelle(a lnRéférence

poisson confiance 95%)

examiné
Aiguillat commun,Squalus acanthiak. 10 29 KENT et al.(1998)
Chimeére d’Amérique, Hydrolagus colliei (Lay & | 16 19 KENT et al.(1998)
Bennett)
Raie abyssalBathyraja abyssicol§Gilbert) 12 25 KENT et al.(1998)
Saumon rose)ncorhynchus gorbusch@Valbaum) 15 20 KENT et al.(1998)
Epinoche Gasterosteus aculeatls 12 25 KENT et al.(1998)
Rex soleGlyptocephalus zachingkockington) 11 27 KENT et al.(1998)
Plie de CalifornieEopsetta jordan{Lockington) 10 29 KENT et al.(1998)
Flétan du pacifiquelippoglossus stenolep{Schmidt) | 11 27 KENT et al.(1998)
Eelpont de bigfinLycodes cortezianugilbert) 11 27 KENT et al.(1998)
PlatycéphalePlatycephalus bassengi8uvier) 122 3 NOWAK et al.(2004)
Morue rougePseudophycis bachiEorster) 84 4 NOWAK et al.(2004)
Flet frangé Etropus microstomugGill) 41 8 LEWIS et al.(1992)

Les estimations des prévalences fournies par ketiabservé et apparente) peuvent étre
trompeuses du fait des petits échantillons et dsts tdiagnostiques utilisés. La prévalence
réelle est calculée en prenant en compte la tdéld’échantillon, de méme que les faux

positifs et négatifs. La prévalence réelle fut ae a 95% de confiance en considérant que la
spécificité du test est de 90% et la spécificit8%n utilisant le calculateur de prévalence de

groupe (http://www.ausvet.com.au)
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[11.3.2.2.1. Fortes densités d’élevage et présedeenutriment

Chez les poissons maintenus en densité optimale snétangs et en
bonnes conditions de croissance, l'infection demdagnigne et n’entraine pas
de réaction proliférative des cellules de I'héte.

Par contre la forte densité dans les élevages et faible croissance
acceélérent le développement de l'infecti®ource : FAO Epithéliocytose.

L’aquaculture peut avoir une incidence sur la peévee de
I'épithéliocytose chez les poissons sauvages. ten, éd prévalence moyenne de
I'épithéliocytose est plus grande chez le maqueoedlecté dans les fermes de
Saumon (de cages de saumon ou a proximité des)aageshez le maquereau
issu d’autre endroit, méme si la difference obsermést pas significative
(NOWAK et al., 2004). Cela peut-étre lieé a une augmentation dstanbes
nutritives dans certaines zones d’aquaculture.

En plus, des fortes densités d’élevage et de Isepoe de nutriment dans
ceux-ci, la saison et la température ont été sigizatomme facteurs de risques

de I'épithéliocytose.

[11.3.2.2.2. La saison et la température

La saison est présentée comme un facteur de raane I'épithéliocytose.
En effet, pour le saumon de I'Atlantique en Tasmeafa saison a eu un effet
statistiguement significatif sur la prévalence @pithéliocytose NOWAK &
CLARK 1999). De plus, la prévalence de I'épithéliocytesmble plus grande
au cours des mois d'été, ce qui peut-étre le @@sdi I'augmentation de la
température de I'eau.
111.3.3. Mode de transmission

L’infection est apparemment transmisse de poisspoisson, se développe
tres rapidement parmi les poissons stockés dansméme réservoir. La
dissémination a partir des réservoirs de stockage yisiblement étre le fait

d’équipements infectés.
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11.4. Etude clinique

11.4.1 Symptomes

NOWAK et al.(2004) affirment que I'épithéliocytose est une rdaasans
grande importance clinique. lls confirment leureedien affirmant que méme
chez les poissons d’élevage, la pathologie ne ppowopas de réaction de
prolifération des tissus de I'hdte. Elle est bémrigans effet apparent sur I'hote
(NOWAK et al.2006).

Cependant seloKINKELIN et al. (1985), la maladie peut devenir plus
grave surtout chez les plus jeunes sujets (alatifisvéniles) et provoquer une
détresse respiratoire pouvant entrainer la mort.

Comme autres symptdomes mentionndsYAZAKI et al (1986), dans
une de leur étude sur la dorade japonaise, le pigfier et la carpe commune,
ont noté que les carpes nageaient lentement sanmsasignes externes et

internes visibles.

111.4.2. Lésions
[11.4.2.1. Lésions macroscopiques

L’épithéliocytose est une pathologie sans effet aappt sur I'hote
(NOWAK et al.2004).

MIYAZAKI et al. (1986), ont observé chez les poissons maladestédfec
par I'épithéliocytose des branchies péales et dasrié nécrotiques en raison de

la co-infection paFlexibacter marinugt les foies de ces poissons étaient pales.

[11.4.2.2. Lésions microscopiques

Cette infection se caractérise sur le plan micrpsge par la formation de
kystes, qui sont limités par une capsule eosinmpl@l apparemment composée
de vestige de la membrane et du cytoplasme dellldecabte MOLNAR &
BOROS 1981).

L’épithéliocytose affecte surtout les branchiesagpeau de poissons. Elle
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est caractérisée par la présence de cellules Ihgpkrtes contenant des
inclusions granulaires basophilé3APERNA 1997). Les cellules infectées sont
essentiellement les cellules épithélialbgufe 4 et 5) comme c’était le cas du
saumon de l'atlantiqueNOWAK & CLARK 1999 ;DRAGHI et al.2004), le
dragon des mers feuilluEANGDON et al.1991).

Les bactéries sont présentes dans une grandeiarcldélimitée par une
membrane bistratifiee et déplacant le cytoplasmia aellule héte PAPERNA
et al1981). MIYAZAKI et al. (1986) décrivent une seule couche de cellule
épithéliale autour des kystes.

Chez d'autres espéces de poissons, d’autre typelildes sont infectées,
notamment les cellules a chlorurgig@re 4 et 5) dans la sériole couronnée
Seriola dumerili(Risso) et chez le saumon de l'atlantigdYCUND et al.
1998), les cellules de la muqueuse des carP&SERNA et al. 1984), les
macrophages de la Barbotte bruD&EGSERet al. 1988) et les cellules pilastres
(figure 4 et 5)chez la dorade Japonaise et le tigre puffdtY@AZAKI et al.
1986).

Les kystes chez la dorade Japonaise sont localigées capillaires sous
I'épithélium respiratoire des lamelles branchialtems le stade précoce de
I'infection (MIYAZAKI et al.1986).

Il a été suggéré que la cellule épithéliale peatapter a I'infection en
augmentant le nombre de mitochondries, qui peutsakboutir a une
identification incorrecte de cette cellule commee ugellule de chlorure
(MORRISON & SHUM. 1983).

En effet, les Chlamydiae n’ayant pas la capacité sgerthétiser des
composeés de haute énergie nécessaire pour le rigtad@t la respiration, ils
leurs sont fourni par la cellule hote. C'est ce gaurrait expliquer I'infection
préférentielle des cellules a chlorure ou I'adapiaties cellules épithéliales a
I'infection par augmentation du nombre de leursogfibndries.

L’intensité de I'infection peut varier d'une espaxdautre et d’'un poisson
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a l'autre. C’est ainsi que seul un filament ded’aranchial a été affecté et dans
la plupart des cas, seulement un kyste était prédans le saumon de
I'atlantique de TasmanieNOWAK et al 1999). Par contre, un pourcentage
beaucoup plus grand de filaments affectés a éttalgig pour le saumon de
I'Atlantigue en Norvége NYLUND et al.1998 ; DRAGHI et al. 2004), le
dragon des mers feuillud ANGDON et al. 1991) et la perche argentée
(FRANCES et al.1997).

L’hyperinfection du poisson Babicentrarchus labraxn’entraine pas de
réaction proliférative de I'h6te. Par contre, chezlorade royale ou la sériole
couronnée cette méme hyperinfection par I'agensaade ['épithéliocytose
aboutit a des réponses prolifératives de I'hoteasgnificatives GRAU et al.
1991;CRESPOQOet al1999;CRESPOet al2001)(tableau VI).

Dans les élevages de dorade royale, les kystepsgsdnts dans la majorité
des espaces interlamellaires et sont associés apuatiération épithéliale
formant des couches concentriques autours desskfFAMERNA 1977).

En revanche, la dorade royale sauvage a déveldg@pihéliocytose en
captivite, mais cette infection n’a jamais été agsma une reponse proliférative
de I'h6te a part I'encerclement de la surface dgstds par une ou plusieurs
couches d’épithéliumRAPERNA 1977).

En Tasmanie, le saumon de [|'Atlantique affecté pépithéliocytose
présentait environ 1/3 des kystes associés a widépation cellulaire et une
réponse inflammatoirdNOWAK & CLARK 1999).

Les précédentes observations d’épithéliocytose dbezSalmonidés ont
suggeéré que peu ou pas de réaction dans les sqlWWRNBULL 1993).

Tous les échantillons du saumon de l'atlantiquetkewage originaire de
Norvége en 2000 et Irlande en 1999 ont montré demris prolifératives
associées a l'épithéliocytose touchant 60-80% dewmlles DRAGHI et al.
2004).
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Tableau XVIII: Exemple de pathologie et réponse del’hote a
I'épithéliocytose.

Especes de Intensité de| Taille des| Réaction de I'héte références
poisson I'infection kystes (um)
Plie canadienng, Trés variable 25 Kystes entourés paORRISON
Hippoglosoides I'épithélium des| & SHUM
platessoides cellules hétes (1983)
(Fabricius)
Esturgeon blang, Trés variable 11-20 x 15-28  Absent ou limité a UGBROFF et al.
Acipenser légere hyperplasie (1996)
transmontanus épithéliale
(Rihardson)
Dragon des mersND 20-90 Pas de réaction LANGDON et
feuillus, al. (1991)
Phycodurus
equegGlnther)
Saumon Bas-maximum 3 18-71 Variable, y comprisNOWAK &
Atlantique de| kystes/arc fusion lamellaire, CLARK
Tasmanie,Salmo| branchial inflammation (1999)
salar L
Saumon 2000 ND lésions  proliférative] NYLUND et
Atlantique en échantillons. 60 multifocales voire al. (1998)
Norveége, Salmo| 80% de lamelles hyperplasique, nécroseDRAGHI et
salar L. affectées. focale de cellules al. (2004)

1996 épithéliales,

échantillons. < macrophages infiltrés

20% des lamelles

se sont

fusionnées.
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Saumon 1995 ND 1995 échantillons aucuneDRAGHI et
Atlantique échantillons- peu prolifération al. (2004)
d'Ireland, Salmo| de kystes 199?, é(.:hantillons. |ésions
proliférative, multifocales
salarL. 1999 voire hyperplasique
échantillons. 60 nécrose focale de cellulgs
80% de lamelle. épithéliales, macrophages
infiltrés
Perche argentée,2-96% deg 10-87 Hyperplasie épithélialeFRANCES et
Bidyanus filaments al. (1997)
bidyanus
(Mitchell)
Dorade 100% des 100 x 55 Cellules  épithélialesPAPERNA
japonaiseSparus| filaments hyperplastiques (2977)
auratal. agrégées en lames
concentriqgues  autour
des kystes, infiltratior
avec macrophages et
eosinophiles
Sériole ND 250 x 210 Réaction proliférative | CRESPC et
couronnée, maximum al. (1990)
Seriola dumerili
(Risso)
Carpe commung,ND 1-10 x 3-5 Non proliférative etPAPERNA &
Cyprinus carpio proliférative ALVES DE
L. MATOS
(1984)
Paai, Piaractus| Majorité des| 10-20 (conteny Prolifération bien délimitte SZKOLCZAI
mesopotamicus | filaments homogeéne) autour de la paroi desgy 5 (1999)
(Holmberg) 30-40 (contend ystes, _ épith,é“fjm
hyperplasique, hyperémie et
granulaire) cedéme mais pas
d'inflammation  exceptée
autour des larges kystes
Barbue de ND 9-19 x 16-22 Non proliférative, ZIM MER et
riviere, Ictalurus Pas de réaction deal. (1984)
punctatus I'héte, couche
(Rafinesque) réfractile rose
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En revanche tous les échantillons de branchiesadm&n de I'atlantique
en Irlande en 1995 n’avaient pas de modificatiaoéifpratives DRAGHI et
al. 2004).

Cela suggeére que la réponse proliférative n’estipasa I'espece hoéte ou a
la situation géographique.

La morphologie des organismes au sein des kystdsuetpropriété de
coloration (en particulier avec la coloration deaAzt Machiavello), ainsi que
la morphologie de leur capsule et leur localisatitems les tissus étaient
différentes CRESPOet al. 1999).

Cela a été lié aux deux cycles de déeveloppemehagient pathogene. Les
kystes dans certaines espéeces de poissons ongaées étre entourés par une
couche de cellules malpighienn@d@RRISON & SHUM 1983;CRESPO et
al. 1990). La réponse cellulaire a I'infection est ahté dans la méme espéce
hoéteTableau VI.

Par exemple, dans le saumon Atlantique élevé emdisig, 56% des kystes
ne présentaient presque aucune réaction, a pacapsulation des kystes d’'une
fine couche de cellule épithéliale malpighienne daire et de la fusion
lamellaire en raison de la taille des kystes.

Environ 53% des kystes ont leur lamelles branchiafasionnées.
L’inflammation a été associée a 36% des kystegpéplasie épithéliale avec
34% et la prolifération des cellules ('hyperthragghavec 21%.

Dans le saumon de l'atlantique, les kystes sonsgmt§ surtout dans le
milieu du filament (44%), suivi par la base durikent (32%) et I'extrémité du
filament (24%) NOWAK & CLARK 1999).

La position des kystes ne semble pas avoir uneglence sur la réponse
cellulaire NOWAK & CLARK 1999).

Chez le saumon Atlantique le diametre des kystes de 18 a 73,5 pum.
(NOWAK & CLARK 1999).
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[11.5. Diagnostic

Le diagnostic de I'épithéliocytose n’est pas regddle par les méthodes de
routine en microbiologie parce que les bactériesomt pas cultivables. En
conséquence, l'histologie est la seule méthodeeleteapable d’en faire le
diagnostic. Par exemple, I'épithéliocytose n'aymt été incluse dans les deux
premieres listes publiées des maladies de la sédiélevage au japoSeriola
guinqueradiataTemminck & SchelgelEGUSA 1983; KUSUDA & KAWAI
1998), cependant, apres utilisation de l'histolpgile a été constatée dans
100% des échantillons de branchies provenant dérlale d’élevage au japon
(NOWAK et LaPATRA , 2006).

Parfois, les lésions de I'épithéliocytose peuveéobserver grossierement
dans les préparations a I'état frais. Cependaistéipathologie est utilisée pour
fournir le diagnostic de confirmation.

Les kystes d’épithéliocytose doivent étre diffeiéaales kystes de la peau
et des branchies dus au virus de I'herpés, desogporidies, des myxsporidies

et des trématodes métacercaires vivants ou dégénéré

I11.6. Traitement

L’oxytétracycline (25 ppm de principe actif, 2x/Jy3a été utilisé avec
succes pour traiter I'épithéliocytose chez I'achigagrande bouchdicropterus
samoidegLacepéde), aboutissant a une baisse rapide detalit¢ de 0 a 3
jours apreés le traitement et aucune lésions higigles dues a I'épithéliocytose
détectée apres 2 semain€OODWIN et al.2005).

Dans le passé le chloramphénicol (1%) mélangé & de volaille et
mélangé a l'aliment a la dose de 100g/J/3) a é@alsi comme traitement
efficace de I'épithéliocytose chez la dorade royate élevage RAPERNA
1977) avec un arrét des mortalités aprés une senfaat antibiotique n’est plus

utilisé maintenant chez les poissons destinés @msommation humaine car
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ayant des conséquences sur la santé humaine.

La stérilisation de I'eau des bassins d'élevageitdisant la lumiére ultra-
violet a été signalée au contrble des éruption®gehéliocytose chez le sériole
couronné Seriola dumerili (Risso) et Plectrpomus leoparduqLacepede)
(MIYAKI et al. 1998).
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DEUXIEME PARTIE :

ETUDE EXPERIMENTALE
[~
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Chapitre | :
MATERIEL ET METHODES
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|.1 Lieux d’étude
Les poissons de notre étude ont été prélevés endldbire et au Sénégal.

Nous présenterons de maniere breve et succinctbffésentes stations ou sites
de prélevement.

[.1.1 Village de Badoudou (Sénégal)
La zone de notre étude se trouve dans le villagéBadoudou, a huit

kilometres de la petite ville de Sokone, sur lateode Karang, pres de la

frontiere Sénégal-Gambie.

Mangrove

Bras de mer.: Zone de
capture. - %

Mangrove

©:2007 Europa Technologles
L} h I
4 .
o Irj_'m_;agg'-nlﬂir 2007 DigitalGlobe
Pointeur 13°51°04. 78Nl 2167124:487247 0 élév. 7m Miseau pointl [[L115100%

Figure 9 : Photo satellite d’étude de la zone d’étie : Village de

Badoudou
Source : Google earth
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[.1.2 La Station Expérimentale d’Aquaculture de Lay de Dabou
(Cote d’lvoire)

s 47 7

La Station Expérimentale d’Aquaculture de Layo & &eée en 1979. Elle
est située sur la rive Nord de la lagune Ebrié,nairen 40 km a l'ouest
d’Abidjan (4° de longitude Ouest, 5°de latitude dosur I'axe Abidjan-Dabou
(Figure 10) Elle se trouve dans une zone marécageuse ou ¢rojunat est
fortement influencé par la lagune et par sa praé@miu débouché en lagune
d’une riviere forestiere 'AgnebyALBARET etLEGENDRE, 1983).

La topographie de ce milieu et la localisation @edrées d’eau douce
entrainent une variabilité temporaire des pararmsepiysico-chimiques tels
gue : la salinité, la température, le pH et l'oxygedissous de l'eau
(TREBAOL, 1991).

Cette station est spécialisée dans la reproduetida conduite d’élevage
des espéces de poissons telles que les tilapiasilpticus etS. melanotheron
le machoironC. nigrodigitatu3 et le silure . longifilis) etc. Elle dispose
d’'une vingtaine d’enclos lagunaires et des cagesafites servant au preé-
grossissement et au grossissement des poissonalpseisckage des géniteurs.
On y trouve aussi des étangs de pré-grossissermedatgrossissement qui sont
alimentés par la nappe phréatiqgue. Ces étangsnenswrface variant de 400 a
800 nf. La Station dispose également d'unités de reptamuet d'élevage
larvaire, constituées de 48 bacs circulaires, deb&0s en béton et d'une
écloserie. La capacité d’alevinage est estimée @.0R0 larves pour le
machoiron. Deux laboratoires, pour les différentemipulations, completent
I’équipement de.la station qui abrite en plus unigéude fabrication d’aliments.
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Figure 10. Situation géographique de la Station Exgrimentale d’Aquaculture de
Layo (ALBARET et LEGENDRE, 1983)
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[.1.3 Station piscicole de Azaguié

Azaguié est une ville de la Région des savanes situéaududs la Cote
d'lvoire, & 50 km au nord d’Abidjan, dans le déparent d’Agboville dont elle

est I'une des sous-préfectures, avec Grand-MoéeéhiCOress-Krobou, Rubino.

Nous avons eu a prélever des poissons dans umengbécicole de cette

ville dans le cadre de notre expérimentation.

|.2 Matériel
[.2.1 Matériel animal

Nous avons prélevés au mois d’octobre 2008, un nédba de 103
poissons osseux (Ostéichthyens) de la sous-clagse Attinoptérygiens
appartenant a :

e Oreochromis niloticusle la famille des Cichlidae (38 poissons)
« Sarotherodon melanotherate la famille des Cichlidae (6 poissons)
» Chrysichthys nigrodigitatude la famille Bagridae (6 poissons)

Ces trois premiéres especes ont été prélevéesterdBire

» Oreohromis niloticusle la famille des Cichildae (12 branchies)
* GenreTilapia de la famille des Cichlidae (31 branchies)

* GenreMugil de la famille des Mugilidae (10 branchies)

Cette espéece et ces deux derniers genres ontééd®d¢s au Sénégal.

Il est a noté que pour les poissons provenant diéga®, nous n’avons
disposé que des branchies et non des poissonssentie

En plus de ces poissons prélevés au Sénégal, sl a@ié remis un lot de
vingt-neuf (29) branchies ddlugil cephalusde la famille des Mugilidae déja

montées en blocs de paraffine, pour une étudespntive de I'épithéliocytose.
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L’étude histologique a été réalisée sur un totalld® branchies réparti
comme suit :

» 50 branchies prélevées dans les élevages en Qabarel’;
« 31 branchies du genre Tilapia prélevés au Sénégal ;

» 29 branchies montées en blocs de paraffine.

Figure 11 : Oreochromis niloticus
(Photo KOUAKOU)
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Figure 12: Sarotherodon melanotheron
(Photo KOUAKOU)

Figure 13: Chrysichthys nigrodigitatus
(Photo KOUAKOU)
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[.2.2. Matériel technique

[.2.2.1. Matériel de prélevement et de transport
» Matériel de péche ;

» Glaciéres et glacons.

[.2.2.2. Matériel de mesure et de pesée
e Un metre-ruban ;

* Une balance électronique de type Nikon et dunegicécde 0,019.

1.2.2.3. Matériel d’extraction des branchies

* Blouse et gants ;

» Scalpel et bistouris ;

» Ciseaux ;

* Pinces;

* Flacons de 50 ml ;

» Produit de décalcification : Acide nitrique a 38%otmol a 10% + eau
distillée ;

 Liquide de fixation : formol a 10% ;

« Marqueurs.

[.2.2.4. Produits pour la confection des coupesthlsgiques
» Eau courante ;

o Paraffine ;

* Ovo-albumine ;

* Toluéne;

* Hémalun;

» Acide chlorhydrique ;

e Alcools (a 85°, 95° et 100°) ;

* Eau alcaline (solution alcaline saturée de carloenighium) ;

e Eosine:
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e T.B.S;

« DAKO PEN;

« Serum normal de chévre ;

* Anticorps primaire monoclonal de souris (M0879) ;

» Anticorps anti-Ig biotinylé [anti-lg de souris (Dak.0433)] ;
» Streptavidine/PER (Dako D.397) ;

e Substrat de la péroxydase ;

+ Eau distillée ;

* Réactif de Schiff ;

« Milieu de montage (Eukid).

[.2.2.5. Matériel pour la confection des coupes
» Scalpel et bistouris ;

* Pinces;

* Pinceaux ;

» Cassettes ;

» Appareil a inclusion (SHANDON CITADEL 1000) ;
* Moules métalliques ;

* Microtome de type rotatif (LEICA RM 2255) ;

* Etuve de type Meyer ;

* Pipettes de 5 ml;

* Lames et lamelles ;

» Plateaux de bois ;

* Un crayon (pour numérotation des lames).

70



1.3. Méthodes

Notre travail a commenceé sur le terrain avec léepegment des poissons.
Les éleveurs des centres piscicoles nous ont aidépturer les poissons a l'aide
de filet de péche. Aussitbt apres la capture, leisspns pris a la Station
Expérimentale d’Aquaculture de Layo de Dabou oétc&nduit au laboratoire
dudit centre pour la mensuration, la pesée etd®pement des branchies et de
la peau. Les poissons capturés a la station plscide Azaguié ont été
entreposés dans des glaciéres et couverts de glacedransportés jusqu’au
laboratoire du Département d’Aquaculture du CRCbéfan ou se sont réalisés
les différentes mensurations et le prélevementdaschies et de la peau. Pour
les poissons capturés au Sénégal, les branchi@gpeau nous sont directement
parvenus dans des pots de prélevement et fixésrenolf a 10%, apres avoir
subit une décalcification de 48 heures.

Les coupes histologiques ont été réalisées audabm d’histopathologie
animale de I'EISMV et enfin la lecture des lameté faite au laboratoire
d’'imagerie microscopique de 'EISMV.

En ce qui concerne les branchies déja montéesoes de paraffine, nous
les avons directement envoyé au laboratoire d’idetoologie de I'EISMV pour

la réalisation des coupes histologiques.

[.3.1. Mensurations et pesées

Avant 'extraction des branchies, les poissons ipdsviduellement, ont été
mesurés et pesés. Ainsi, a l'aide d’'un métre-rudanlongueur totale, la
longueur standard de chaque poisson ont été mag&igare 14).

La longueur totale est la distance mesurée a mhatiextrémité antérieure
de la levre supérieure jusqu’a la pointe postéeiedur plus long rayon de la

nageoire caudale.
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La longueur standard est la distance mesurée a mhat 'extrémité
antérieure de la levre supérieure jusqu’a la palatpédoncule caudale.

Le poids a été pris a I'aide d’'une balance éleafos

Longueur totale

Longueur standard

Figure 14 : Principales mensurations du Poisson
(Photo KOUAKOU)
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[.3.2. Extraction et conservation des branchies
A l'aide des ciseaux a dissection nous avons erllepércule pour mettre

a découvert les branchies. Apres examen visuehreschies de I'un des deux
cOtés ont été enlevées et placés dans un flacotermont un décalcifiant
(Mélange d’acide nitrique 38%, formol a 10% et dasiillée). Apres 48 heures
environ, les branchies ont été retirées des flacontenant le décalcifiant pour
étre mises dans ceux contenant le liquide fixafleumol a 10%). Les branchies
de chaque poisson ont été ainsi mises dans umfladividuel dont le numéro

nous a permis de suivre chaque poisson.

[1.3.3. Réalisation des coupes histologiques.
L’'une des étapes clé de la préparation microscepési la réalisation des

coupes tissulaires. Dans cette étude, nous avoliséuta technique de
microtomie en paraffine sur des prélévements dadhias préalablement fixés
dans du formol a 10% pendant 24 heures.

Ainsi, les branchies (une paire de lames branchisle un arc branchial)
sont mises dans des cassettes numérotées. Cesreeroint été ensuite mises
dans du formol a 10% pendant 24 heures pour unéorei fixation.

Apres fixation, les prélevements ont été soumia&deshydratation suivie
d’'une inclusion dans la paraffine ; cette étapefak grace a un automate
d’inclusion (SHANDON CITADEL 1000).

Apres cette étape, les pieces sont passées audastebage ou elles ont
été coulées en blocs de paraffine.

Sur ces blocs de paraffine contenant les prélevends branchies, des
coupes minces de 4 a 5um d’épaisseur ont été@éslés'aide d’'un microtome
de type rotatif (LEICA RM 2255). Les rubans obtermug été étalés dans un
bain marie dont la température était réglée a 46tCcontenant de l'eau
mélangée a I'ovo-albumine pour permettre le colldge coupes sur les lames
porte-objet. Apres séchage, les lames ont été gdamd’étuve pour les préparer

a la coloration.
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[.3.4 Colorations et réactions histologique
Dans notre étude, nous avons utilisé une colorabipographique :

I'Hémalun-éosine (HE) et une réaction immunohisimitjue : le PCNA/Cyclin

(antigene nucléaire de prolifération cellulaire).

[.3.4.1. Coloration a 'Hémalun - Eosine (HE)
Elle constitue la coloration topographique de &iée en histologie. C'est

une coloration qui permet une étude des caractprest morphologiques des
tissus et des organes.

Son principe consiste a faire agir successivemanlkes tissus un colorant
nucléaire basique, 'hnémalun et un colorant cytepigue acide, I'éosine —
érythrosing Annexe 1)

Cette coloration permet de révéler les noyaux ddisiles en bleu et les
cytoplasmes des cellules en rose a rouge. Ceperugdia coloration ne permet
pas de bien caractériser le tissu conjonctif quipkgot mis en évidence par le

safran.

[.3.4.2. Réaction immunohistochimique

Mise en évidence du PCNA/ Cyclin (antigéne nucléaide prolifération
cellulaire) (Annexe 2)

Le PCNA/Cyclin est une cycline, protéine nucléaaeide hautement
conservée au cours de I'évolution. C'est une pnetéauxiliaire de I'’ADN
polyméraseéd (MATHEWS et al. 1984 ;BRAVO et al. 1987 ;PRELICH et al
1987). Elle est synthétisée a la fin de la phaset@urant la phas® du cycle
cellulaire BRAVO et CELIS 1980 ; BRAVO et al 1981 ; BRAVO et al
1987 ;PRELICH et al1987).

Différentes études ont montré que le PCNA/Cyclinuesbon marqueur de
I'état de prolifération cellulaireBRAVO et MACDONALD-BRAVO 1985;
KURKI et al 1986). GALAND et DEGRAEF (1989) ont montré, par ailleurs
gue le PCNA/Cyclin est une méthode de marquagealsux durant la phase
du cycle cellulaire, capable de se substituertadanique usuelle de marquarge
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par autoradiographie a la thymidine tritiée (poune uwevue voirHALL et
WOODS 1990).

Dans cette étude nous utiliserons le PCNA/Cycliarpoarquer les cellules
epithéliales des lamelles branchiales entrées tamycle cellulaire, afin de
juger de l'activité proliférative de ces cellulesite a linfection par les
organismes épithéliocytiques.

La technique immunoenzymatique indirecte streptagitbiotine sur coupe
a la paraffine a été utilisée dans cette étude géiecter le PCNA/Cyclin. Les
fixations non spécifigues sont supprimées avecpbapdu sérum de chévre
dilué dans 1% de TBS sur les coupes de branchiles. ont ensuite incubées
dans I'anticorps primaire monoclonal anti-souridfNACPC10 (DAKO) dilué au
1/50 pendant 1 heure a 37°C. L'incubation aveditanps de liaison anti-souris
(IgG biotinylée) dilué au 1/200 pendant 30 minuaeempérature ambiante est
suivi avec l'adjonction d’'une solution de strepthme marquée par la
péroxydase (kit K1016-LSAB (R)-DAKO) diluée au 1R6ans du TBS.

Trente minute, l'activité enzymatique de la pércasel est révélée par
adjonction du mélange DAB - Substra-chromogeneR#68, DAKO). Suite a
cette réaction, les noyaux activés (phaset(®) apparaissent bruns alors que la

chromatine des noyaux au repos est bleue.

|.4. Montage des lamelles
Apres coloration, les lames sont couvertes de lasiebuvre-objet a l'aide

d’une goutte de milieu de montage (EUKijt et sont ensuite laissées a sécher
pendant au moins une heure de temps. Elles sast@iétes pour étre observées

au microscope.

|.5. Observation des lames
Elle a pour but lI'examen microscopique des coupés permet

éventuellement, de mettre en évidence les kységsttéliocytose au niveau des
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lamelles branchies et de I'épiderme. L’'observaties lames a été faite a l'aide

d’'un microscope de type « Olympus BH-2 ».

|.6. Etude histomorphométrique

L'étude histomorphométrique réalisée dans notréeétorrespond a la
mesure de la taille (plus grand diameétre) des kydiépithéliocytose. Elle est
réalisée par des méthodes semi-automatiques ntilisa analyseur d'image a
haute résolution (MVC2000 et VEDN-2, Motic ChinaoGp Co, Ltd, version
2001-2206).

Ce systeme d’analyse d’'image est composé par unabedr de marque
FUJITSHI équipé des logiciels MVC2000 et VEDnN-2spectivement pour
I'acquisition de l'image et son traitement, d’'unan@ra vidéo numeérique
montée sur un microscope de type « Olympus BH-2 ».

La taille (plus grand diameétre) de 100 kystes amdésuré a partir des
préparations microscopiques colorés a ’lhémalupsing.

Le coefficient de variation des mesures est de 366 les mesures de la

taille des kystes.
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Chapitre Il :

RESULTATS



[1.1. Mensurations

Les longueurs standards des poissons, pour chagaeesprélevée en Cote
d’Ivoire, sont représentées danstisleaux VII, VIII, IX, X et XI .

La croissance des poissons semble étre homogenretrcie especes de
poissons étudiés, a savabroechromis niloticus(Aboisso), Sarotherondon
melanotheron(Dabou) etChrysichthys nigrodigitatugDabou). En effet, chez
ces especes, la moyenne des longueurs standagisasssimilaire pour tous les
individus (tableau XiIl).

Orechromys niloticugDabou), est I'espece la plus représentée et padgen
le moins d’homogénéité. En effet, I'écart-type desgueurs standards chez
cette espece est le plus élevé.

Oreochromis niloticugAzaguié) présente également moins d’homogénéité

en entre les individus par rapport a la longueamddrdtableau XII)
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Tableau XIX: Poids et longueurs standard che®©reochromis niloticus
(Dabou)

Numéro Poids Longueur
de I'échantillon (9) standard (cm)

1 280,87 19,13
2 214,38 19,2
3 233,05 20,2
4 64,74 11,9
5 67,75 11,7
6 7,1 6,7

7 10,62 6,5

8 186 19,5
9 194 19,5
10 194 19,5
11 195 18,8
12 150 16,3
13 253 20

14 200 18,5
15 215 19,5
16 176 18,8
17 173 18,4
18 54 11,5
19 49 12

20 29 9,5
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Tableau XX : : Poids et longueurs standard che®@reochromis niloticus
(Azaguié)

Numéro Poids Longueur
de I'échantillon (9) standard (cm)

1 189 16,7

2 165 16

3 174 16,5

4 141 16

5 154 15,5

6 31 10

7 29 9

8 37 9,2

9 25 9
10 20 8,5

Tableau XXI: Poids et longueurs standard che®Dreochromis niloticus
(Aboisso)

Numéro Poids Longueur
de I'échantillon (9) standard (cm)
1 368 21,8
2 292 18
3 155 16
4 140 15
5 120 14,8
6 120 13,9
7 109 14
8 46 12,4
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Tableau XXII: Poids et longueurs standard chefarotherondon
melanotheron(Dabou)

Numéro Poids Longueur
de I'échantillon (9) standard (cm)
1 19,01 16,5
2 20,07 16,6
3 13,77 14,5
4 11 13,4
5 8,35 12,5
6 5,78 10,8

Tableau XXIlI: Poids et longueurs standard chezZChrysichthys
nigrodigitatus (Dabou)

Numéro Poids Longueur
de I'échantillon (9) standard (cm)
1 12,51 19,5
2 13,03 19
3 7,72 16
4 7,37 15,7
5 6,45 15,5
6 7,04 15
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Tableau XXIV: longueurs standards (Moyennes et écaitypes) des 3

especes de poissons

Especes Origine Moyenne L.S Ecart-type
(cm)
Oreochromis niloticus Dabou 15,85 4.7
Oreochromis niloticus Azaguié 12,64 3,7
Oreochromis niloticus Aboisso 15,73 2,9
Sarotherondon melanotheron Dabou 14,05 2,3
Chrysichthys nigrodigitatus Dabou 16,78 1,9

11.2. Résultats

[1.2.1. Lésions macroscopiques

L’observation macroscopique des branchies et qeeda des poissons de

notre étude n’a révélé aucune lésion.

[1.2.2. Lésions microscopiques

11.2.2.1. Poissons d’élevage

Dans notre étude aucun poisson provenant des éevbgla Cote d’Ivoire
n‘a présenté de lésions typiques d’épithéliocytoSependant, nous avons

observé sur les préparations microscopiques desclies de ces derniers

d’autres types d'anomalies tels que :

* des télangiectasies a divers stades (dilatatiovaleseauxfigurel16)

 des décollements des cellules pilasfFagurel7)

»des cedémes au niveau des lamelles branchialesnes{Regure18)

« des fusions des lamelles secondaifigsi(e 19).
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Filament
branchial

Lamelle
branchiale

Figure 15 : Coupe de filaments branchiaux normauxHE)
.Photo (KOUAKOU)

Lésions de

télangiectasie

Figure 16: Coupe de filaments branchiaux présentandes Iésions de
télangiectasies (HE)
Photo KOUAKOU
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Décollements des
cellules pilastres

Figure 17: Coupe de filaments branchiaux présentdrdes décollements
des cellules piliastres (HE) Photo (KOUAKQOU)

Edeme de
la lamelle
branchiale

Figure 18: Coupe de filaments branchiaux présentanin
cedeme au niveau des lamelles branchiales primair@3E)
Photo (KOUAKOU)
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Figure 19 : Coupe de filaments branchiaux avec fimn des lamelles (HE)
Photo (KOUAKOU)

Les préparations histologiques de peau ne présen@icunes lésions
(Figure 20)

Figure 20 : Coupe histologique de peau de poisSOAK)
Epi= épiderme ; TM= Tissu musculaire RFoto (KOUAKQOU)
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[1.2.2.2. Poissons de I'estuaire du Sine — Saloum

[1.2.2.2.1. Description des lésions

Certains poissons capturés dans I'estuaire du Satmdm présentent des
|ésions caractéristiques de I'épithéliocytose uamgant au niveau des branchies.
En effet, ces lésions sont absentes au niveaupkalades poissons infectés.

Les Iésions d’épithéliocytose sont caractériséesipa kystes sphériques a
ovale d'un diamétre moyen de 20,6 + 6,3um. Ladalks kystes est comprise
entre 11,9um et 41,6urhigure 22a) et leur contenu est polymorphe.

Sur le plan structural, deux types de kystes oBt @iservés sur les
branchies atteintes. Le premier type correspondesa klystes a contenu
homogene et basophile. Le deuxieme type de kystdeeille plus importante
que le précedent et présente un contenu granubsophile(Figure 22a).

Les kystes d’épithéliocytose sont délimités par amambrane simple et
fine (Figure 22b). lls adherent a I'épithélium primaire des filamsebtanchiaux
dans les espaces séparant deux lamelles brancliidtpee 22a et 22Dh.
Rarement, on observe des kystes de petite tailléssau sommet des lamelles
secondairegFigure 23).

Les lésions d’épithéliocytose observées dans réitrde ne semblent pas
étre associées a une réaction de type prolifératipertante de I'héte.

Le marquage par le PCNA/Cyclin montre que les siines a l'intérieur du
kyste sont en état de prolifération celluldifggure 24).

Les cellules atteintes par les lésions d’épithgliose dans notre étude
semblent étre principalement représentées parelbdes épithélialegFigure
25).
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Figure 21: Répartition des kystes d’épithéliocytosen fonction de leur diametre
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Kyste a contenu claire

Kyste a contenu somk

Figure 22a: Coupe de filaments branchiaux montrantleux populations de
kystes (fleches) (HE) Photo (KOUAKQOU)

Figure 22b: Coupe de filaments branchiaux mettant e évidence la paroi
du kyste (fleche) (HE).
Photo (KOUAKOU)
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Kystes de petite taillg
au sommet de

lamelles secondaires

Figure 23 : Kystes fixés au sommet des lamelles lmehiales (HE)
Photo (KOUAKOU)

Figure 24: Coupe de filaments branchiaux montrant s kystes en
prolifération (PCNA/Cyclin) Photo (KOUAKOU)
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Figure 25: Coupe de filaments branchiaux montrantés cellules
épithéliales non marquées par le PCNA/Cyclin
Photo (KOUAKOU)

11.2.2.2.2. Nombre de poissons atteints
Les kystes typique des la lésion d’épithéliocytogmt été observés dans

aucune des branchies de poissons d’élevage pr@evEsdte d’lvoire. 1 poisson

sur 31 présentait des kystes parmi les poissomsvgseau Sénégal.
Les kystes ont été observés dans 12 des 29 brang@ipoissonsMugil

cephalus)éja montés en blocs de paraffine, soit un pouagende 41,37%.
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Chapitre Il :

DISCUSSION



Une critique de la méthodologie employée et undyaeades résultats
obtenus seront envisagées dans ce chapitre. Lelatésferont I'objet d’'une

comparaison avec ceux décrits dans la bibliographie

l1l.1 Conduite de I'étude expérimentale

La limite des moyens mis a notre disposition nesrepas permis d’utiliser
un plus grand échantillon avec plus d’espéces.

La congélation de certains poissons pris en Cdtwige n’a eu aucun effet
néfaste sur la qualité des coupes histologiquesltzaa été bien contrdlée pour
éviter la putréfaction.

Le choix de la longueur a mesurer est arbitraieeplupart des biologistes
s'occupant des péches mesurent soit la longuegu'futa fourche caudale soit
la longueur totale mais aucune de ces méthodefen'ofi avantage net par
rapport a l'autre qui permette de recommander stmpton comme norme
universelle.

Nous avons choisi de mesurer les longueurs totas¢aadard car ce sont
celles qui sont le plus souvent utilisées par ietogistes pour l'identification

des Poissons.

lll. 2 Analyse des réesultats

[11.2.1 Mensurations et poids

Le choix de la longueur a mesurer est arbitraieeplupart des biologistes
s'occupant des péches mesurent soit la longuegu'futa fourche caudale soit
la longueur totale mais aucune de ces méthodefen'ofi avantage net par
rapport a l'autre qui permette de recommander stmpton comme norme
universelle.

Nous avons choisi de mesurer la longueur standard’est elle qui est le

plus souvent utilisée par les biologistes pouetitification des poissons.
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On sait par exemple que ch@zapia. niloticales individus atteignent I'age
de maturité (1 a 3 ans selon le sexe et le milies)individus males présentent
une croissance nettement plus rapide que les fesnell atteignent une taille
nettement supérieure. Ainsi dans le lac Itasy,ntédes vivent plus vieux et
atteignent une taille maximale de 38 cm soit 200#lags que les femelles ne
dépassent pas 28 cm soit 950 g. Toutefois, d'ap@d/E-McCONNEL
(1982), dans les grands lacs ou la croissance asteh males et femelles
atteignent des tailles identiqueSource : Les Méthodes de Production
d’alevin de Tilapia nilotica

Les poissons que nous avons utiliseés étaient dasc jdvéniles qui
n'avaient encore atteint leur maturité sexuelleadés KINKELIN et al
(1985) etDORSON et TORCHY (1981), Ce sont ces jeunes qui sont les plus
sensible a la plupart des maladies, les adultesitagequis avec l'age, la

plénitude de leurs défenses immunitaires spécisigeon spécifiques.

[11.2.2 Lésions histologiques

Les lésions que nous avons observé dans les besndas muletsMugil
cephalu$ correspondent a celles observées par d’autrde€sur la maladie de
I'épithéliocytose NOWAK et al, 2006 ;PAPERNA, 1982).

L’épithéliocytose a été identifiée chez plus de éfpeces de poissons
partout dans le monddeEWIS et al, 1992). Sa présence en Afriqgue a été
signalée Afrique du Sud pRAPERNA (1982).

On la trouve aussi bien chez les especes marireselles d'eau douce,
dans les élevages mais aussi chez les poissonages/\méme si la prévalence
semble plus élevée chez les poissons en éle@A/AK et al, 1999).

Dans notre étude, aucun poisson prélevé dansdeagas piscicoles de la
Cote d’lvoire n'a présenté des lésions d’épithégtiose. Nos résultats sont

différents de ceux qui sont rapportés dans laditige. En effet, dans une revue
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bibliographique sur I'épithéliocytosBlOWAK et LaPATRA (2006) rapportent
une prévalence plus grande a I'épithéliocytose ¢tbepoissons d’élevages par
rapport aux poissons sauvages. L’échantillonnageotie étude pourrait étre a
I'origine de ces différences de résultats. Aussis @études plus approfondies
devront étre menées sur les poissons d’élevageden dlvoire afin de juger
convenablement de leur statut par rapport a cedtadie.

Le Tilapia est la deuxieme espéece de poisson de I'estuai&rsiSaloum
qui est atteinte par des Iésions d'épithéliocytagmes Mugil cephalus
(BYUKUSENGE, 2008). La prévalence de linfection dans cetgees et tres
faible (1 poisson atteint sur 31).

L’aspect externe des poissons dont les branchigsnétpourvues de kystes
n'avait rien de particulier par rapport aux autpsssons faisant partie de
I'étude. Ceci concorde avec les travauxN{@WAK et al. (2004) qui affirment
que [I'épithéliocytose est une maladie sans granadeoitance clinique.
Cependant, seloHINKELIN et al (1985) la maladie peut devenir plus grave
surtout chez les plus jeunes sujets (juvéniles Ietires) et provoquer une
détresse respiratoire pouvant entrainer la mortn dffet, NOWAK et
LaPATRA (2006) rapportent que les mortalités associebspéhéliocytose
peuvent variées de 4% a 100% en élevage.

La morphologie des kystes observés dans notre ébods révele la
présence de 2 types de kystes au niveau des beardds poissons infectés. Un
type présentant un contenu homogene et basophilpetie taille localisé
principalement au sommet des lamelles secondain@s gecond type de kystes
de taille plus grande présentant un contenu d’asgeanuleux et localisé
principalement entre les lamelles secondaires.rfagltats sont en accord avec
ceux qui sont rapportés p8ZAKOLCZAI et al. (1999) et qui décrivent deux
types de kystes dans ['épithéliocyose du PaPiar@ctus mesopotamicus
Holmberg). En effet, ces auteurs ont observé dstekya contenu homogene de

taille comprise entre 10 et 20um d’une part etldedes a contenu granuleux
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ayant une taille comprise entre 30 et 40um. Cesg tges de kystes pourraient
étre associés aux deux types de cycle de dévelappesupposé de l'agent
pathogene comme le soutienn@RESPOet al. (1999).

Par ailleurs, nos observations morphologiques étayées par notre étude
histomorphométrique qui révéle une distributionspgree binomiale de la taille
des kystes, suggérant la présence de deux pomdateokystes.

La taille moyenne (20,6 + 6,3um) des kystes obsedahs notre étude se
trouve comprise dans la fourchette des valeursordggs par la plupart des
auteurs. Par exempl&ROFF et al. (1996) rapportent des tailles de kystes
comprises entre 1lum et 28um chez ['esturgeon bldAcipenser
transmontanusRichardson). SeloAIMMER et al. (1984), la taille des kystes
dans l'infection du poisson chdtfalurus punctatusRafinesque) est comprise
entre 9um et 22um. Par contRAPERNA et ALVES DE MATOS (1984)
rapportent des tailles de kystes trés inférieuresli@s qui sont obtenues dans
notre étude a savoir 1 a 10um. QuatRESPO et al. (1990), les tailles des
kystes qu’'ils décrivent dans l'infection de la séi(Seriola dumerili Risso)
sont comprises entre 210 et 250um et sont tresrisupes a celles que nous
avons obtenues dans notre étude. Ces différencesva@es pourraient étre liées
a des sensibilités despeces et/ou a des variatides conditions
environnementales.

D’aprés la littérature, la réaction de I'néte sudtd’infection par I'agent
pathogene de [I'épithéliocytose est soit proliféatiPAPERNA, (1977);
PAPERNA et ALVES DE MATOS (1984):; FRANCES et al. (1997):
NYLUND et al. (1998) ; CRESPO et al, (1999) ; SZAKOLCZAI et al.
(1999) ;DRAGHI et al.(2004)), soit non proliferativePAPERNA et ALVES
DE MATOS (1984) :ZIMMER et al. (1984) DRAGHI et al. (2004)]. Par
contre dans notre étude, les lésions d’épithélaseysont peu ou pas associées a

des réactions cellulaires de I'h6te. Nos résulsaist en accord avec ceux qui
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sont rapportés pat ANGDON et al. (1991) chez le Dragon des mers
(Phycodurus equessunther).

PAPERNA (1977) avait décrit la maladie chez les Mugilidek les
Sparidae. BYUKUSENGE (2008) a observé les lésions d’épithéliocytose
uniqguement chez les MugilidagM(gil cephaluy. Nous avons observé un
poisson infecté dans le méme milieu d’étude BY&JKUSENGE (2008) au
cours de notre étude. Ce qui pourrait faire étumebde étre en accord avec les
constatations dBIOWAK et LaPATRA (2006). En Effet, ils ont constaté que,
chez les poissons sauvages, la prévalence dehBfipitytose était généralement
plus élevées chez les poissons « démersaux »aetkst- des poissons qui,
comme les mulets, peuvent vivre pres du fond sans gutant y vivre de facon
permanente. Les mémes auteurs expliquent que diffitecnce de prévalence
de la maladie chez les poissons capturés dans@e®snconditions pourrait étre
liee aux différences dans la biologie et la phygj@ des especes de Poissons.
Cependant, comme le suggerent les auteurs eux-méerwesdifférences dans la
prévalence de la maladie pourraient étre tout mpht liées aux problémes de
biais d’échantillonnage.

Ces résultats confirment encore notre choix d’aublisé I'histopathologie
pour étudier les pathologies des branchies. Em, ¢dfenaladie ne s’accompagne
généralement pas de signes clinigUe®WAK et al, 2004) et les kystes sont
invisibles a I'ceil nu KINKELIN et al, 1985). Par ailleurs, I'agent pathogéne
que PAPERNA (1977) ou encor®ESSERet al. (1988) décrivent comme une
Chlamydie ou une Rickettsie n’'est pas identifiapler des techniques de
Microbiologie de routine car il ne peut pas étrs em cultureNOWAK et al,
2006). L'histopathologie reste donc le seul moyem@gnostic de cette maladie
sinon elle pourrait passer inapercue comme pangbeeau Japon ou la maladie
ne figurait en aucune des deux listes de maladigsedespece de Poissons,
Seriola quinqueradiata publiées paeGUSA (1983) eKUSUDA et al. (1998).
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Plus tard, les études histopathologiques ont mdatggrésence de la maladie
chez cette espeéce.

Cependant, des études ultérieures a Jlaide de @agegu
immunohistochimiques a I'antigene anti-Chlamydiardat étre réalisées pour
préciser l'identité de I'agent pathogene a l'orgyitles Iésions d’épithéliocytose
chez les poissons de I'estuaire du Sine-Saloum.

NOWAK et al, (1999) ont constaté que la prévalence de ladiwsktait
lite a la saison, la plus élevée a été observée @ivembre et Février
(Australie). Cela nous laisse penser qu'une étu@émém dans une période
différente que celle dans laquelle nous avonshfatite étude pourrait donner des
résultats différents des nétres et peut-étre dagsieésence de la maladie chez
d’autres espéces que les muldtsigil cephalu.

SelonNOWAK et LaPATRA (2006), la peau est un l'autre organe atteint
par I'épithéliocytose. Cependant, dans notre étladpeau des poissons infectés
par I'épithéliocytose ne montrent aucune Iésion.

Des études ultérieures doivent étre entreprises poursuivre ce travail
afin de mieux préciser les lésions de cette maladssi bien en élevage qu’en

milieu naturel.
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La pisciculture en Cote d’'lvoire a débuté dansdaaées 1975. Elle a
permis de maitriser le cycle de reproduction desiplurs especes de poissons
dans le but de maintenir la production nationale mhlassons presque
exclusivement assuré par la péche. En vue de smitdies facteurs pouvant
limiter la croissance et la reproduction de cesides, plusieurs études ont été
réalisées, notamment sur les pathologies les affect

Comme les poissons d'élevage, les poissons vivdats les milieux
naturels tels que le Delta du Sine-Saloum au Sémégh également soumis a
des contraintes pathologiques.

En effet le Delta du Sine-Saloum au Sénégal est bes milieux
estuariens tropicaux avec des écosystemes de mvangres riches. Ces
écosystémes jouent un réle important en fournisdasthabitats productifs et
diversifiés et des apports nutritifs pour la crarse et le développement de
beaucoup de populations animales telles que lescespmarines de poissons et
de crustacés.

Cependant, ces milieux sont entrain de subir d&satibns dues a des
pollutions d'origine et d’ampleurs variées, natle®lou anthropiques. Ces
dégradations ont des impacts écologiques au nigeswsources d’énergie et de
nourriture, de la qualité de I'eau, des structaes habitats, du régime des cours
d’eaux et des interactions biologiques. En effgbddiution des étangs naturels
peut avoir un impact sur la pisciculture, car cetdes eaux des étangs naturels
qui sont utilisées pour I'alimentation en eaux é&sgs piscicoles.

Ces pollutions peuvent étre a I'origine de diversathologies chez les poissons.
Parmi ces pathologies, la connaissance des affiscties branchies, organes
multifonctionnels impliqués dans la respirationnslda régulation osmotique et
ionique, dans la régulation acido-basique ainsi dpres I'excrétion des déchets
azotés est d’une importance capitale. En effet, m#lut renseigner sur I'état de

la pollution des eaux.
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BYUKUSENGE (2008) a rapporté des lésions d’épithéliocytosezch
Mugil cephalusau cours de son étude sur la pathologie des hemndes
poissons de I'estuaire du Sine Saloum. Ces léstaient caractérisées par des
kystes dont le contenu forme une substance graseileomogene et basophile.
Ces kystes étaient de taille variable (20 a 40 @endidmetre) et délimités par
une membrane simple. lls adhéraient a I'épithéliprimaire des filaments
branchiaux, dans les espaces séparant deux larnedigshiales.

L’objectif général de notre étude est de faireukid de I'épithéliocytose
chez les poissons d’élevage (Céte d’lvoire) et miva I'état naturel dans
'estuaire du Sine — Saloum (Sénégal). De manigexique, il s’agira de
réaliser I'étude de I'incidence de la maladie eavége et en milieu naturel et de
préciser les lésions d’épithéliocytose.

Pour atteindre nos objectifs, nous avons mené ainde en parallele
portant sur 81 branchies de poissons de quagtexes différentes, prélevés au
mois d’octobre 2008 dans certains étangs piscia@ieSote d’Ivoire et dans un
des bras de mer du Delta du Saloum. A ces 81 biemamt été ajoutés 29
branchies d’une quatrieme espece de poisson.

Les especes étudiées sofitreochromis niloticus, Sarotherodon melanotheron,
Chrysichthys nigrodigitatusGenreTilapia, Mugil cephalus.

Les mensurations et la pesée ont montré que Iesdt@ que nous avons utilisés
étaient des juvéniles, ce qui offre un avantageilsasont plus sensibles a la
plupart des pathologies que les adultes.

Les branchies des Poissons ont été prélevéescii@es a I'acide nitrique puis
fixées au formol a 10% avant d’étre soumises achxrigues d’histopathologie.
L’examen des coupes histologiques ainsi réalisqesmis de constater que les
branchies de deux des especes étudi@espchromis niloticugris au Sine-
Saloum et Mugil cephaluspris également au Sine-Saloum présentaient des
lésions caractéristiques de la maladiépithéliocytose Cette affection dont

'agent pathogéne n’est pas encore totalementifaerst caractérisée par des
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kystes dont le contenu est granuleux. Ces kystat @® tailles variables et
adherent a I'épithélium primaire des filaments lbfaaux dans les espaces
séparant deux lamelles branchiales. Dans certambimplantation du kyste est
entourée des cellules épithéliales provenant deglles branchiales voisines.
Dans d’autres cas, on observe une désorganisatioplete de la structure
lamellaire des branchies avec parfois présence doms d’épithélium
hyperplasique.

A part les Iésions caractéristiques de I'épithétiose, d’autre types de Iésions
provoquées ont été observées dans les branchigsistons prélevées en Cote
d’'lvoire et a moindre mesure des certains poisguétevés dans le Sine-

Saloum.
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ANNEXE 1

HEMALUM EOSINE SUR
COUPES EN PARAFFINE

TECHNIQUE

- Reéalisation des coupes deudh

- Déparaffiner et amener les coupes a I'eau

- Colorer les noyaux a I'hémalum 3a10mn

- Différencier dans l'acide chlorhydrique Quelques secondes

- Laver a I'eau courante

- Bleuir avec une solution aqueuse de carbonatdhdert saturée
Quelques secondes

- Laver a I'eau courante

- Colorer les cytoplasmes dans I'éosine-érythrosiBanin

- Laver a I'eau courante

- Déshydrater dans les alcools a 95°, 100°

- Passer trés rapidement dans I'alcool a 100°

- Eclaircir au toluéne et monter a I'Eukitt ND.

RESULTATS

- Noyaux : Bleu a noir
- Cytoplasmes : Rose

- Hématies : Rouge vif

Collagene : Jaune orangeé



ANNEXE 2

Avidine/StreptAvidine-Peroxydase

PROTOCOLE DE MARQUAGE sur coupes tissulaires par un anticorps
primaire monoclonal de Souris ou un anticorps primaire polyclonal de Lapin

» PREPARATION DES COUPES

Coupes en paraffine Coupes en congélation
1 - Placer les coupes de tissus sur lames comme lors d'un 1 - Placer les coupes de tissus sur lames comme lors d'un
examen classique. examen classique.
2 - Déparaffiner et réhydrater la coupe tissulaire. 2 - Fixer a l'acétone pendant 10 minutes & température
ambiante. Sécher a I'air libre.
3 - Incuber la lame 5 minutes dans de l'eau distillée 3 - Incuber la lame 20 minutes dans du méthanol contenant
contenant 3 % de peroxyde d’hydrogéne. 0,6 % de peroxyde d'hydrogéne.

Le peroxyde d’hydrogéne bloquera les activités peroxydases endogénes, qui pourraient étre présentes dans les tissus. Ce blocage
peut éventuellement étre & l'origine d'une diminution de I'intensité de marquage, due & une destruction partielle des antigénes.
Cette difficulté est notamment rencontrée lors de I'utilisation de coupes cryostatées. Aussi peut-il s'avérer nécessaire, soit
d'éliminer totalement I'étape de blocage des peroxydases endogénes, soit d'opter pour une technique de marquage & la
phosphatase alcaline.

Avidine/StreptAvidine-Peroxydase @ @ Avidine/StreptAvidine-Peroxydase
Anticorps blotlnyJ Anticorps biotinylé
anti-lg de sourls anti-lg de lapin

Anticorps monocional
de souris anti - X

X

Anticorps polyclonal
de lapin anti - X

X

]__

;

» MARQUAGE DES COUPES

4 - Rincer la coupe de tissus avec de I'eau distillée puis dans un bain de tampon Tris (TBS) pendant 5 minutes.

5 - Incuber 20 minutes en présence de sérum normal de I'espéce productrice de I'anticorps biotinylé (DAKO-X901 X902,
X907 pour, respectivement, les anticorps de porc, lapin, chévre) dilué 5 fois en TBS, afin de bloquer le bruit de fond non-
spécifique.

6 - Secouer la lame et utiliser un papier absorbant pour éliminer |'excés de réactif.

7 - Incuber 20 & 30 minutes avec I'anticorps monoclonal de 7 - Incuber 20 a 30 minutes avec I'anticorps polyclonal de
Souris, dilué de fagon appropriée dans du TBS. Lapin, dilué de fagon appropriée dans du TBS.

8 - Secouer la lame pour en éliminer I'exces d’anticorps primaire, et la placer 5 minutes dans un bain de TBS.

9 - Incuber 20 & 30 minutes en présence d'anticorps Anti-Ig 9 - Incuber 20 & 30 minutes en présence d'anticorps Anti-Ig
de Souris biotinylé (DAKO-E354, E413, E433, £489), de Lapin biotinylé (DAKO-E353, E431 E432 E491),
dilué 200 & 600 fois en TBS. dilué 300 & 800 fois en TBS.

10 - Secouer la lame pour en éliminer I'excés d’anticorps biotinylé, et la placer 5 minutes dans un bain de TBS.

11 - Incuber 20 & 30 minutes avec de I'Avidine/StreptAvidine-Peroxydase (DAKO-P364, P397), diluée 400 & 600 fois en TBS.
12 - Secouer la lame pour en éliminer I'excés de conjugué, et la placer 5 minutes dans un bain de TBS.

13 - Incuber 5 a 15 minutes avec le substrat de la peroxydase.

14 - Rincer a I'eau distillée.

15 - Contre-colorer, et monter avec une lamelle.
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PROCEDURE:

RESULTS:

LIMITATIONS:
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Following incubation with an alkaline phosphatase-labelled reagent,
place specimens in buffer bath. Tap off excess buffer and carefully
wipe slide around specimen.

1 Cover specimens with prepared New Fuchsin solution. Incubate
5 to 30 minutes. Optimal incubation time may vary with
specimen and should therefore be determined by the individual
laboratory. Rinse gently with distilled water.

2. Counterstain, if desired, with aqueous-based counterstain, such
as Mayer’s or Gill's hematoxylin. Incubate for 2-5 minutes,
depending on the strength of the hematoxylin. Rinse gently with
distilled water. Dip 10 times into a wash bath filled with 37mM
ammonia water. Place in distilled water for two minutes.

3, Coverslip with an aqueous mounting media. Permanent
mounting medium may be used but some signal intensity may be
lost.

Use of the New Fuchsin chromogen vyields a fuchsia-colored reaction
product at the site of the target antigen or nucleic acid.

For proper interpretation, positive and negative controls should be run
alongside unknown specimens. Positive controls serve as indicators that
specimen processing and handling were carried out correctly. Negative
controls are useful for assesing nonspecific staining.

New Fuchsin forms an end-product which is partially soluble in organic
compounds. Therefore it is recommended to use a nonalcoholic
counterstain, such as Mayer's or Giil's hematoxylin, and an agusous
based mounting medium, such as DAKO Glycergel® Mounting Medium,
Code No. C563. The intensity of the end-product may fade after
prolonged storage, especially if exposed to light.

Endogenous alkaline phosphatase activity in some tissues may vyield
false-positive results. This endogenous activity may be inhibited by
adding 0.1-1mM Levamisole to the substrate-chromogen. Levamisole
does not inhibit the intestinal or placental form of alkaline phosphatase
and may not be useful for staining of specimens containing these
isoenzymes.
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CONTRIBUTION A L'ETUDE DE L’EPITHELIOCYTOSE DES POl SSONS
EN MILIEU NATUREL ET EN ELEVAGE

RESUME

Les étangs piscicoles de Cote d’'lvoire et les estésyes de mangrove du Delta du
Saloum sont en voie de dégradation suite a déstipols d’origine et d'ampleur
variées, naturelles ou anthropiques. Cette dégaadatun impact négatif sur la sanfé
des espéces animales aquatiques vivantes dansvaeinmement. Les études ont
montré que beaucoup de pathologies des Poissonkésma de telles pollutions.

Ce travail avait pour objectif I'étude des pathaésgdes branchies des Poissons
vivant dans cet environnement, élevage et en milgturel, en vue de connaitre le
état de santé et donc de participer a I'établiss¢ohes mesures de préservation erjce
qui concerne la santé des Poissons.

L’étude a porté sur cinq especes de Poissons ¢éitémpéchés dans les étangs
piscicoles en Cote d’lvoire et dans I'un des brasnér du Saloum en Octobre 200g.
Ces espéces sobrreochromis niloticus Sarotherodon melanothergnChrysichthys
nigrodigitatus GenreTilapia . et Mugil cephalus.

L’étude histopathologique des branchies a étés&alet les résultats ont montré gqye
les branchies de deux des especes, a sdwogil cephalusget Oreochromis niloticus
présentaient des Iésions correspondantes a la imalagithéliocytose.

Par contre, I'étude ne peut statuer sur des Iésicarxchiales liees aux facteurs
environnementaux.

Les études ultérieures non seulement sur les pajies! des branchies mais aussi

celles d’autres associées a une étude physico-qidntde I'eau devraient permettre
d’affiner les présentes observations afin de tles conclusions adéquates sur |'ét3
de santé des Poissons des étangs piscicoles en'Gies et dans le Sine-Saloum.

Mots clés :Poisson, Branchie, Kyste, Lésions, Epithéliocytose.
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