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Introduction

* Le nématode, Anguillicola crassus :
- un parasite invasif de I'anguille
- colonisant les vessies natatoires
- affecte les performances de déplacement et de
migration/reproduction de I'anguille

@ et @ les larves d’A. crassus attendent au stade
larvaire d’étre ingérés par des hoétes intermédiaires
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Introduction

Situation actuelle :

- Prévalence parfois importante dans certaines populations

- Détection du parasite par abattage de I'individu et observation de la vessie natatoire

Objectifs de I'étude :

- Mise au point d’'un protocole non |étale de détection a partir des feces

- Utilisation d’outils moléculaire pour rechercher ’ADN du parasite

- Estimation de la prévalence du nématode sur différents sites de France




Matériel et méthodes

1. Echantillonnage

Récupération des feces sur des sites aux taux variables d’infestation
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Avril 2017 (2 cours d’eau) :

- I'Oir (affluent de la Sélune, Manche)
= Infestation ++
= n=14

- le Frémur (Cotes d’Armor)
= Infestation +++

= n=15

Mai 2018 (2 lagunes) :

- Leucate (Pyrénées Orientales)
= Infestation +
= n=10

- Mauguio (Hérault)
= Infestation ++
= n=12
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Matériel et méthodes

1. Echantillonnage

o Anesthésie des animaux, récupération

des féces par massage abdominal

o Apres euthanasie, dissection et
recherche de parasites (ceufs, larves et

adultes) dans la vessie par inspection

IHH

visuelle pour comparaison des deux | e o 2 M "”’ s

I? 13

méthodes




Matériel et méthodes

2. Biologie moléculaire

o Double extraction ADN = Permet

Ladder 100 pb

d’augmenter la quantité d’ADN extrait

o Amplification ciblée (PCR) de trois

LI

marqueurs moléculaires spécifiques
d’A. crassus

o Dans cette étude, on considere que le
parasite est présent lorsque au moins 1

sur les 3 marqueurs est amplifié

Gel d’agarose 2%, marqueur AcrCT-27 (72-200 bp)
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* (Observation des vessies natatoires sur 51
anguilles tous sites confondus:

30
. e 28 infestées
* 15 non infestées
2 * 8incertaines (pas de parasite mais
formes/colorations anormale pouvant
- s’expliguer par une infestation passée)
- 55% / 71% d’anguilles infestées
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e Observation des vessies natatoires sur 51
anguilles tous sites confondus:

e 28 infestées

* 15 non infestées

* 8incertaines (pas de parasite mais
formes/colorations anormale pouvant
s’expliguer par une infestation passée)

- 55% / 71% d’anguilles infestées
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10
. - * Biologie moléculaire : ADN du parasite
J identifié dans les feces de
* 86% des anguilles infestées
Infected Uninfected Uncertain * 37,5% des anguilles non infestées

[ ] Parasite identifié en biologie moléculaire « 75% des anguilles « incertaines »
- 71% d’anguilles infestées

o -

- Cohérence entre les deux méthodes dans 35 cas sur 51 (69%)
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. | -l\ e Pas d’identification de 'ADN du parasite dans
des individus infestés (4 cas sur 28)
 ADN dégradé

* 3/4 cas a Leucate et Mauguio ou les
animaux passent la nuit dans des filets

20

15 4

10

- —> Collecte des féces le plus t6t possible

5 1
- Possibilité d’ajouter des marqueurs
0 moléculaires

infected Uninfected Uncertain

|| Parasite identifié en biologie moléculaire
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|| Parasite identifié en biologie moléculaire

Présence de 'ADN du parasite pour des
individus ou le parasite est absent (12 cas sur

23)

Contamination croisée des échantillons

—> Précautions lors des prélévements

Traces d’ADN encore présent dans les cas
« incertains » (forme nécrotique du
parasite)

Présence d’hotes intermédiaires porteurs
du parasite dans le tube digestif
(crustacés, petits poissons...)

- Loutil moléculaire apporte des informations complémentaires dans le temps et/ou
dans l'espace (traces d’infection passée, présence du parasite dans le milieu...)




* Prévalence variable selon les sites, avec les deux méthodes

Prévalence du parasite Oir Frémur Leucate Mauguio
(n=14) (n=15) (n=10) (n=12)

Observation visuelle : Individu 79% 47% 20% 67%

infesté

Observation visuelle : individu 7% 20% 10% 25%

incertain

Détection moléculaire : 79% 87% 40% 67%

presence de I’ADN du parasite




- Une méthode non létale est possible pour la détection de A. crassus a partir des féeces de

I'anguille
* Un protocole combinant trois différents marqueurs semble efficace
 ADN dégradé et en faible quantité : nécessité d’une double extraction d’ADN
* Protocole réalisable par des plateformes de génotypage

* Le prélevement des feces doit se faire le plus tot possible aprées la sortie de I'eau

Pas 100% congruent avec observation visuelle mais:
* Permet d’identifier au moins 86% des individus infestés
* Permet d’identifier des infestations passées

 Permet de comparer des sites en terme d’abondance du parasite dans le milieu
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