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INTRODUCTION

Le parasitisme est un mode de vie ayant évolué dans tous les Regnes, Animal et
Végétal. Certains parlent d’évolution conjointe hoéte-parasite en constante progression
(Moore, 2002). Le parasitisme est sans doute le mode de vie le plus développé dans le
monde avec plus de 50% des espéces vivantes définies comme tels (Nerissa Ramnath, 2009).
En effet, par définition, le parasitisme apporte des avantages essentiellement pour le
parasite : les hotes sont généralement riches en nutriments et constituent de bons milieux de vie. Ils
isolent aussi les parasites de I'adversité de I'’environnement extérieur.

D’autre part, chez de nombreuses especes pouvant servir d’hdtes, les individus d’un
méme sexe entrent en compétition pour accéder au partenaire sexuel en vue de se
reproduire. L'investissement généralement supérieur des femelles dans la reproduction
génere une compétition plus forte entre les males (Cunningham and Birkhead, 1998). Les
males vont donc exprimer des caractéres sexuels secondaires généralement couteux a
produire, tels que le chant et les ornements colorés. Ces signaux sexuels sont des traits
phénotypiques exprimant leur bonne qualité en tant que partenaire sexuel potentiel.
Hamilton et Zuk ont émis I’hypothése selon laquelle le choix du partenaire sexuel par la
femelle serait préférentiellement influencé par I'état d’infestation parasitaire des males
(Hamilton and Zuk, 1982). Ceci implique alors que I'expression phénotypique des males
montre sa résistance aux parasites et/ou leur absence de parasites. On peut donc se poser la
question suivante : comment les parasites influent-il sur la reproduction et le succes
reproducteur de leurs hdtes et quelle en sont les enjeux et conséquences ?

Le modeéle biologique utilisé ici est |a rainette arboricole (Hyla arborea).

H. arborea est un anoure de la famille des hylidés dont I'aire de répartition s’étend de
I’'Europe centrale a I’'Europe de I'Est (Gasp, 2004). Elle est protégée en France, menacée dans
presque le monde entier et ce, du fait des activités humaines qui fragmentent son habitat
(Hedrick, 2001; Lengagne, 2008; Reed, 2005). H. arborea est un modele biologique trés
pertinent pour étudier le parasitisme et la stratégie de reproduction car le choix des femelles
repose sur l'expression de caracteres sexuels secondaires des males. Ces signaux visuels
(coloration du sac vocal) et acoustiques (chant) sont relativement coliteux (Gomez et al.,

2011).
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Nous avons travaillé en collaboration avec I'équipe de Thierry Lengagne : UMR CNRS
5023, Ecophysiologie Comportement et Conservation, Ecologie des Hydrosystémes Naturels
et Anthropisés, Claude Bernard, Lyonl. Cette équipe s’intéresse a H. arborea et en
particulier son comportement de reproduction, mais manque de matériel et de personnes
qualifiées pour étudier de plus pres le parasitisme chez cette espece. Nous verrons tout
d’abord, dans un premier chapitre bibliographique, les connaissances, la biologie générale
de cette espéce et son cortége de parasites potentiels. Nous développerons également les
connaissances actuelles concernant les deux parasites que nous avons étudiés ainsi que le
comportement de la reproduction chez H. arborea et les liens théoriques avec le
parasitisme. Le second chapitre expérimental sera quant a lui séparé en plusieurs parties.
Dans une premiére partie nous expliciterons notre apport dans l'identification des deux
parasites digestifs étudiés, infestant H. arborea, par la mise en évidence d’éléments de
dissémination, non encore décrits dans la littérature, lors d’analyses coprologiques. La
deuxieme partie consistera a développer la mise en place d’'une technique coprologique
adéquate et relativement peu couteuse, utilisable chez les animaux de petite voire tres
petite taille pouvant éliminer des feces de moins d’'un gramme. Dans la troisieme partie nous
chercherons a vérifier I'hypothése selon laquelle le parasitisme diminuerait la croissance de
I’'h6te (masse et taille) et aurait des répercussions sur la stratégie de reproduction de ce

dernier.

16



CHAPITRE PREMIER:
ETUDE
BIBLIOGRAPHIQUE



18



PARTIE 1: HYLA ARBOREA, LA RAINETTE ARBORICOLE

Nous allons présenter dans cette premiéere partie les connaissances actuelles sur la
biologie et la physiologie de H. arborea ainsi que sur la pathologie parasitaire des anoures au
sens large. Les informations supplémentaires concernant les syndromes idiopathiques et les

maladies bactériennes des anoures se trouvent en annexe 1.

Figure 1 : Male H. arborea en train de chanter (Troianowski, 2011).

| : TAXONOMIE

Hyla arborea (Figure 1) appartient a la classe des Amphibiens, a I’ordre des Anoures a
la famille des Hylidea et enfin au genre Hyla (Figure 2). Elle est décrite pour la premiere fois

par Linné en 1758.

La classe des Amphibiens comprend trois sous-classes : les Labyrinthodontes, les
Lepospondyles et les Lissamphibiens. Les deux premiers sont fossiles et les derniers
correspondent aux formes vivantes actuelles. (Parsons and Williams, 1963). Les
Lissamphibiens sont eux-mémes séparés en trois ordres: les Caudata ou Urodela qui
comporte entre autres les salamandres et tritons, les Gymnophiones ou Apoda qui comporte
par exemple les céciliés, enfin les Salientia ou Anura (Anoures) qui sont représentés par les

grenouilles au sens large (Grassé, 1955; Grzimek, 1975). Les Anoures n’ont pas de queue, un
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tronc raccourci, une téte de grande taille et des membres postérieurs allongés. Leurs larves
sont totalement différentes des adultes. C'est I'ordre le plus riche au sein des Amphibiens
avec plus de 3500 espéeces vivantes appartenant a plus de 20 familles. La famille des Hylidae
y compte a elle seule plus de 650 espéces réparties a travers le monde (Amérique, Europe,

Australie, Afrique du Nord et Asie) dont de nombreuses sont menacées.

[ EMBRANCHEMENT : Chordata ]

[ CLASSE : Amphibia ]

\

[ SOUS CLASSE : Lyssamphibia ]

/\

[ ORDRE : Caudata ou Urodela ] [ ORDRE : Gymnophiona ou Apoda ]

.
[ ORDRE : Salientia ou Anura ]

[ FAMILLE : Hylidea ]

\

[ Hyla arborea ]

Figure 2 : Arbre phylogénique résumant la taxonomie de H. arborea (Wright and Whitaker,
2000, modifié).
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Il : GENERALITES

A : Description

Figure 3 : Male H. arborea (Photographie personnelle, 2012).

Hyla arborea, plus communément nommée « Rainette verte » ou « Rainette
arboricole » est une petite grenouille de 3 a 5 cm de long, a activité crépusculaire ou
nocturne.

Sa peau est lisse et luisante. Son dos est de couleur verte le plus souvent mais
capable de changer de couleur en fonction de la température, du stress, ou du support ou
I’animal se trouve (Figure 8). Les couleurs peuvent étre trés variables, passant au gris, bleu,
brun voire s’assombrir jusqu’au quasi noir et s’éclaircir jusqu’au blanc-jaune. Le ventre est
blanc granuleux et ne change pas de couleur. Un des criteres d’identification est une bande
noiratre ou beige qui part du museau, borde ses flancs et décrit une courbe au niveau des
hanches. Cette bande sombre sépare donc le dos du ventre (Figure 3).

Les pattes sont longues et gréles mais la rainette arboricole reste un tres bon sauteur
ou nageur du fait de son tres faible poids de I'ordre de cing grammes. Les doigts sont palmés
a la base seulement, les orteils jusqu'a mi-longueur. Il y a des ventouses au bout des doigts
et des orteils (pelotes adhésives) qui assurent, avec la forme aplatie du corps, une parfaite
adhésion au support faisant de cette rainette un excellent grimpeur.

Cette espéce présente un dimorphisme sexuel. Le male possede un sac vocal sous la
gorge, qui se dilate lors du chant. La gorge du male est brun-jaune, tandis que celle de la

femelle est lisse et blanche. La face interne des doigts présente des rugosités chez le male.
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La maturité sexuelle est atteinte vers 2-3 ans. Cette espece se reproduit a partir du
printemps sur une période assez longue (avril a juin) selon un systéme de lek (Friedl and
Klump, 2005), c'est-a-dire que les males ne possedent pas de territoire géographique réel
mais défendent simplement leur place de chant. La parade sexuelle effectuée par les males
est bimodale car composée de signaux audio-visuels (Gomez et al., 2011). En effet, ces
derniers émettent des vocalisations, appelées chants, accompagnées du gonflement
synchrone du sac vocal, ce dernier étant coloré afin d’attirer les femelles. Ces appels sonores
extrémement puissants son audibles a plusieurs centaines de metres. Le choix de la femelle
conduit a 'amplexus qui consiste pour le male a agripper la femelle dorsalement jusqu'a la
fertilisation de la ponte. L'amplexus est nocturne et rapide (de I'ordre de quelques heures).
Les ceufs sont pondus en petits tas de quelques centimetres et ne flottent pas. Les
connaissances sur la biologie des femelles sont trés limitées.

Son alimentation est variée (Kovacs et al., 2007; Santos et al.,, 2004), composée
d’arthropodes en tout genre, dépendant de la saison et du milieu ou elle vit. En effet, la
rainette arboricole passe une partie de 'année dans les arbres, d’oli son nom.

Les tétards, forme immature, sont gris foncé tachetés d'or et mesurent 4 cm avant
transformation. Leur queue se termine en pointe fine et la créte dorsale commence entre les
deux yeux. lls sont phytophages a leur naissance et deviennent carnassiers avant la
métamorphose, se nourrissant de petits arthropodes aquatiques. Aprés métamorphose a
I’age de 3 mois, les jeunes rainettes quittent I'eau pour rejoindre les buissons, arbustes et
arbres, leur durée de vie étant en moyenne de trois a quatre ans (Friedl and Klump, 1997,
2005).

La rainette arboricole hiberne dans la vase d'une mare, dans une anfractuosité

rocheuse, enfouie dans la terre ou dans une dépression humide.

B : Répartition

L'aire de répartition mondiale s’étend de I'Europe centrale a I'Europe de I'Est (Gasp,
2004). Au niveau européen elle devient trés rare en Belgique, elle est protégée aux Pays-Bas
et sur certains sites en Région flamande. Elle est méme au bord de I'extinction en Belgique
francophone. Cette espéce se rencontre au Nord d'une ligne Bayonne-Lyon au-dessous de

1000 m d'altitude. Elle est présente en Corse, mais absente de la région méditerranéenne. Il
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n’y a que dans le nord de la France qu’on la trouve encore en grand nombre dans des
régions ou abondent les prairies avec mares et roselieres embroussaillées a proximité. En

Isére, on la signale dans neuf communes seulement.

C : Biotope

T ~

Figure 4 : Milieu de vie typique de H. arborea (Photographie personnelle, 2013).

Elle fréquente les mares en lisiere de forét. Elle grimpe sur les buissons, arbustes ou
dans les ronciers. Elle recherche des sites ensoleillés a proximité de points d'eau : carrieres,
argilieres, mares de prairies avec buissons a proximité. On la trouve dans les mares et étangs
intra-forestiers des foréts feuillues ou des foréts mélangées de résineux avec une forte

proportion de feuillus (Figure 4).

D : Protection et statut

Les populations de rainettes arboricoles sont en danger du fait de la fragmentation
de leur habitat par I'activité humaine. Ceci conduit a I'isolement de populations réduites
entrainant alors une chute de la diversité génétique (due a un flux génétique réduit), une
dérive génétique ainsi que de la consanguinité (Hedrick, 2001; Reed, 2005; Willi et al., 2006).
En conséquence, les pertes génétiques conduisent a une diminution des principales
performances des populations (Reed and Frankham, 2003). De nombreuses études ont
montré ces interrelations (Bijlsma et al., 2000; Hooftman et al., 2003; Reed and Bryant,
2004; Reed, 2005; Rowe and Beebee, 2003; Willi et al., 2007). Dans ces études les principales
performances étudiées étaient le taux de survie, de fécondité et la croissance dans des
conditions standards. Une étude a par ailleurs mis en évidence qu’un fond sonore pollué par

le bruit des autoroutes avait des conséquences néfastes sur I'ajustement du systéeme de
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communication acoustique de H. arborea pouvant aller jusqu’a menacer la survie de
populations entiéres (Lengagne, 2008).

En France, la Rainette verte est protégée par |'arrété du 22 juillet 1993 (article 1), par
la directive habitats (annexe V), et par la convention de Berne (annexe Il). Cette espece est
menacée quasiment dans le monde entier, elle est vulnérable en France et menacée

d’extinction en région Rhone-Alpes.

Il : ANATOMIE PHYSIOLOGIE

Les informations apportées dans cette partie proviennent de trois références

bibliographiques (Ballard and Cheek, 2010; Grassé, 1955; Wright and Whitaker, 2000).

A : Systeme musculo-squelettique et locomotion
(Figure 5)
1) Bases anatomiques
a ) Squelette axial et appendiculaire

Le squelette des Hylidea a beaucoup évolué depuis le modele primitif des premiers
amphibiens. En effet, les trois roles du squelette sont la protection, la locomotion et
I'adaptation a la vie terrestre. La majeure adaptation a la locomotion terrestre est le
développement de la ceinture pelvienne et I'orientation des membres thoraciques allant de

paire avec le développement de I'épaule (Figure 5) (Wright and Whitaker, 2000).
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Figure 5 : Squelette d'un anoure typique (Wright and Whitaker, 2000, modifié).

- colonne vertébrale
Les anoures possedent la colonne la plus spécialisée de tous les vertébrés. Elle est
trés courte : chez la majorité des espéces, on compte 8 vertebres pré-sacrées, une vertebre

sacrée (la 9éme) et un urostyle, os impair allongé dérivant de la fusion d’'une douzaine de

25



vertebres caudales. L’'atlas sur laquelle s’articule le crane est dépourvue de dent. Les
vertébres pré-sacrées présentent des processus transverses allongés remplacant les cotes
puisque celles-ci font défaut. La vertébre sacrée est munie de deux processus transverses
larges et allongés ol s’attachent les iliums (Figure 5) (Grassé, 1955; Wright and Whitaker,
2000).

- ceinture scapulaire et membre antérieur

La ceinture scapulaire, munie de deux clavicules, est du type firmisterne, ou les
coracoides et précoracoides sont soudés ventralement. L’humérus s’articule sur la scapula,
grande et incurvée transversalement, et le coracoide est plus petit. Fibula et ulna sont
soudées en un seul os. La main a quatre doigts ayant respectivement 2, 2, 3 et 3 phalanges
(Figure 5).

- ceinture pelvienne et membre postérieur

L'ilium articulé sur la vertébre sacrée, est trés allongé et dirigé vers |'arriére,
repoussant ainsi I'acetabulum a I'extrémité postérieure du tronc. Le membre postérieur se
compose de trois segments subégaux : le fémur mince, le tibia et la fibula soudés en un os
unique (le tibiofibula), et le pied. Ce dernier tire sa grande taille de I'allongement de deux os
du tarse : astragale et calcaneum. Les doigts sont au nombre de 5 ayant 2, 2, 3, 4 et 3
phalanges. On note la présence d’'un embryon de 6eéme doigt, le prepollex, correspondant a
un os du tarse et placé médialement. La plantigradie est de rigueur aux quatre membres,
toutefois I'articulation nette du pied entre calcaneum - astragale et les métatarsiens offre
aux anoures la possibilité de ne prendre appui que sur les orteils notamment lors de la
marche (Figure 5) (Wright and Whitaker, 2000).

b) Créne

Le crane des Anoures et plus précisément celui de Hyla arborea présente un contour
semi-circulaire ou semi-elliptique aplati. Deux larges orbites sans séparation entre les globes
oculaires et I'oropharynx (Figure 5) (Ballard and Cheek, 2010; Grassé, 1955; Wright and
Whitaker, 2000).

- chondrocrane

Les deux cavités nasales ne sont séparées que par un étroit septum nasal. Dans la
région orbito-temporale, la cavité cérébrale posséde des parois latérales complétes et un
plancher, I'ensemble étant cartilagineux. Ce chondrocrane sert de lien entre les différents os

du crane (voir ci-dessous) permettant la cohésion de I'ensemble.
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- crane osseux

Il est constitué de plusieurs os donnant la rigidité et la forme a la boite cranienne. Ces
derniers sont les prémaxillaires, les maxillaires, les nasaux, 'unique os frontopariétal, les
ptérigoides ainsi que les squameux.

¢) Musculature

La disposition segmentaire des muscles est présente chez les tétards mais n’est pas
conservée a I'état adulte. Elle permet les mouvements anguilléres de la nage. Chez I'adulte,
les muscles dorsaux puissants maintiennent la colonne vertébrale et empéchent toute
flexion latérale du tronc. Les membres sont munis de muscles courts profonds et de muscles
longs superficiels. H. arborea ne présente pas de développement musculaire extrémement
marqué sur les membres pelviens, par rapport a d’autres Anoures, du fait de son mode de

vie arboricole plut6t aérien.

2) Locomotion

a) Marche
C'est une marche lente et stéréotypée. Lors de la mobilisation d’'un membre
thoracique vers I'avant, il y a immédiatement celle du membre pelvien controlatéral. H.
arborea est une espece arboricole, la présence de pelotes adhésives sur la face palmaire des
doigts et des orteils, au niveau de la phalange distale leur permet de grimper aisément sur
tout type de support, voire méme de rester cachés sous les feuilles des arbres (Ballard and
Cheek, 2010; Grassé, 1955).
b) Saut
Le saut est permis par une brusque détente des membres postérieurs, la réception au
sol est amortie par les antérieurs. Leur faible masse corporelle leur permet de réaliser des
bonds de plus de 30 cm de long et 20 cm de haut afin d’échapper a d’éventuels prédateurs,
ou bien afin de se déplacer dans les buissons ou arbustes.
c) Nage
La nage est le mode unique de déplacement autonome des tétards, par ondulation

du corps. Les adultes sont de bons nageurs, le mouvement étant identique a celui du saut.
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B : Tégument

La peau des adultes est nue et humide. Elle représente une des évolutions les plus
remarquables du passage du milieu liquide au milieu terrestre. Comme chez tous les
amphibiens, elle assure différentes fonctions biologiques : respiration cutanée (la respiration
pulmonaire étant insuffisante a elle seule), la protection contre la dessiccation et la
limitation des échanges osmotiques (role du mucus), protection contre les prédateurs et les
microorganismes (role des toxines et du mucus), la communication inter et intra spécifique

et participe a la mue (Grassé, 1955).

1) Structure
Comme chez tous les vertébrés, le tégument des amphibiens comprend un épiderme,

un derme et des glandes (Figure 6 et 7).

Glande granuleuse

e lande mugueuse
K "‘"'F‘s. > M- '
o~ T SO o .
VI - - > \?h 4 ? X —
e o RP-n ,?. '\Nﬂ_’ “®EW | Epiderme
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w Chromatophore

Figure 6 : Photographie de coupe transversale de peau de grenouille colorée au May
Grunwald Giemsa, (Duellman and Trueb, 1994, modifié). On observe |'épiderme au dessus
reposant sur une couche génératrice en contact avec le derme sous-jacent contenant les
glandes granuleuses et muqueuses.
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Figure 7 : Coupe transversale de peau de grenouille au niveau des canaux excréteurs des
glandes cutanées (Grassé, 1955, modifié). AK : assise kératinisée ; AG : assise génératrice ;
A int.: assise intermédiaire; c: cellule en bouteille; M: mélanophore; GG: glande
granuleuse ; GM : glande muqueuse ; a : couche cellulaire ; DC : derme compact; SC: tissu
sous cutané ; CA : cellule adipeuse.

a) L’épiderme
Il est composé d’une assise inférieure génératrice, en contact avec le derme, d’une
assise intermédiaire dont les cellules sont en migration et en différenciation vers I'extérieur.
Enfin, la couche externe est composée d'un épithélium kératinisé (stratum corneum)
recouvert de mucus. Cette couche cornée est composée d’une simple assise de cellules
mortes reposant sur la couche basale composée de moins de huit couches. Les cellules de la
couche intermédiaire libérent en permanence du mucus au sein de I'épiderme. En certains
points des cellules claires, dites « en bouteille » libérent leur sécrétion sous la couche
kératinisée superficielle.
b) Le derme
Il est formé de deux couches : en surface, le derme spongieux (stratum spongiosum)
et en profondeur, le derme compact (stratum compactum). Le derme spongieux est lache,
contenant des fibres conjonctives, des capillaires sanguins, des glandes et des
chromatophores. Le derme compact est constitué de nombreuses fibres de collagéne
paralléles a la surface de la peau et disposées en lamelles, adhérentes aux plans sous jacents
(muscles et os). Le derme est richement vascularisé par des vaisseaux sanguins et

lymphatiques et richement innervé. |l existe deux principaux types de glandes dans le derme
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spongieux : les glandes muqueuses a sécrétion glucidique et les glandes granuleuses a
sécrétion protéique. Elles possedent toutes un canal excréteur traversant I'épiderme afin d’y
libérer leur contenu. On dénombre chez H. arborea 24 a 34 glandes muqueuses pour 19 a 21
glandes granuleuses. Un troisieme type de glande est présent chez les rainettes arboricoles,
majoritairement sur les zones ventrales. On en dénombre 1 pour 10 glandes muqueuses ou
granuleuses. Le produit de leur sécrétion révele un aspect écumeux et pourrait avoir un role
adhésif (Ballard and Cheek, 2010; Grassé, 1955; Wright and Whitaker, 2000).
¢) L’hypoderme ou tissu conjonctif sous-cutané
Immédiatement sous le derme il est riche en cellules adipeuses et creusé de

volumineux sinus lymphatiques.

2) Fonctions

a) Protection
Cette fonction est trés importante. La peau, via la couche épithéliale superficielle
kératinisée et le mucus qui la recouvre, va jouer un role de protection mécanique pure,
rendant I'animal glissant, difficile a attraper pour un prédateur. Par sa nature lipidique et en
maintenant la peau humide, le mucus va rendre la peau relativement imperméable et limiter
la dessiccation en milieu aérien et les échanges osmotiques en milieu aquatique. C'est aussi
un mécanisme de défense chimique grace aux toxines sécrétées par les glandes
(principalement les glandes granuleuses) ou par les molécules antibactériennes et
antifongiques. Par ailleurs le tégument possede également un réle de protection contre les
parasites ou microorganismes potentiellement pathogéenes de I'environnement, grace a des
mues réguliéres. Les cellules dites « en bouteille » on un role important, par leurs sécrétions,
dans la réalisation de ces mues. La couche superficielle formée de cellules mortes est donc
éliminée, que I'on appelle exuvie. Cette derniere se détache en un seul morceau depuis un
sillon disjoncteur longitudinal situé sur le dos de I'animal.
b) Respiration et échanges osmotiques
En gardant la peau humide et grace a l'importante vascularisation du derme, la
respiration cutanée et les échanges osmotiques vont pouvoir étre facilités. Cette fonction
respiratoire est extrémement importante chez les Anoures que ce soit au stade immature ou
chez I'adulte. A elle seule, la respiration cutanée apporte plus de 80% de I'oxygéne utilisable

dans le métabolisme.
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¢) Communication

La majorité du temps Hyla arborea arbore des nuances de verts relativement
chatoyants. La couleur varie en fonction des saisons et des conditions extérieures. Toutes
ces couleurs sont dues a la présence en partie profonde du tégument de cellules
chromatophores sur trois couches. En position supérieure, sous |'épiderme, les
xanthophores (ou érythrophores) contiennent des ptéridines et caroténoides qui donnent
une couleur jaune-orangée. Les caroténoides ne peuvent étre synthétisés directement par
I’'animal, ils nécessitent d’étre apportés par I'alimentation (Olson and Owens, 1998). lls
jouent un réle important dans la sélection sexuelle des males par les femelles. Plus
profondément dans le derme on trouve les iridophores qui sont des cellules réagissant
essentiellement sous I'effet de la lumiere réfléchie par la surface d’organites répartis en
« plaquettes réfléchissantes ». Ces derniéres contiennent des cristaux de guanine, purine,
hypoxanthine et adénine et sont responsable de reflets de couleur variable en fonction de
leur orientation (Figure 8).

Enfin, les mélanophores sont des cellules épidermiques a ramifications dendroides
contenant de la mélanine noire ou brune. Elles possédent la capacité de faire migrer leurs
pigments soit concentrés autour du noyau, donc en profondeur et inapparents, soit plus ou
moins répartis dans les prolongements superficiels dendroides, assombrissant ainsi le
tégument.

La couleur finale résulte de I'interaction de phénomeénes physiques et chimiques. La
variation de couleur est due aux migrations des pigments mélaniques et aux changements
d’orientation des cristaux en réponse a des facteurs externes ou internes. Les changements
brusques de couleur sont essentiellement dus aux mélanophores suite a une stimulation
endocrinienne par la MSH provenant de I’"hypophyse ainsi qu’a la lumiére via les iridophores
et une réponse nerveuse suite a I'excitation d’un récepteur sensoriel. On parle alors de
« changements physiologiques de couleur », la réponse est rapide (de quelgues minutes
jusqu’a une heure) et transitoire (Figure 8). Il est important de noter qu’au cours du
développement du tétard, il existe un stade précis ol ce dernier devient capable de réaliser
ces changements physiologiques de couleur et donc de s’adapter a leur milieu. On parle de
stade primaire lorsque les larves en sont incapables c'est-a-dire qu’elles restent de couleur

sombre et de stade secondaire lorsqu’elles sont plus agées et en sont capables.
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Concernant les variations a long terme, appelées « changements morphologiques de
couleur », le processus est relativement lent, impliquant la synthése ou bien la destruction

de pigments en réponse a un stimulus continu.

Figure 8 : Male H. arborea resté 1h en contact avec un support sombre (a gauche) et male
dans son environnement naturel (a droite) (Photographies personnelles, 2012).

C : Systéme nerveux et Organes des sens

1) Le systéme nerveux

L'encéphale est petit, les centres encéphaliques les plus développés sont ceux en
rapport avec les organes des sens tels que les bulbes olfactifs et les lobes optiques alors que
le cervelet, siege de I'activité motrice est réduit a un simple bourrelet. La moelle épiniéere se
prolonge jusqu’au bassin, a I'articulation de l'urostyle. On ne dénombre que 10 paires de

nerfs craniens chez les Anoures (Wright and Whitaker, 2000).

2) Les organes des sens

a) Ligne latérale du tétard

Les tétards possedent un systeme latéral, que I'on retrouve chez les poissons. Il s’agit
de petites cryptes épidermiques alignées renfermant des cellules sensorielles. L’alignement
principal commence sur la téte et longe le tronc, on I'appelle la ligne latérale (Grassé, 1955;
Grzimek, 1975). Le systeme latéral est sensible aux variations de pression dans I'eau et
apprécie donc a la fois les mouvements d’animaux a distance et |la profondeur a laquelle se
trouve le tétard. Cela permet a un tétard de repérer les éventuels proies et prédateurs et
d’apprécier la distance qui les sépare. Cette ligne est totalement inexistante sur les rainettes

adultes.
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b) Toucher
Il existe des terminaisons nerveuses libres au sein de I'épiderme assurant une
sensibilité plus algique que tactile ainsi que des bourgeons sensitifs localisés surtout au
niveau des doigts. Ces derniers sont responsables du toucher a proprement parler (Grzimek,
1975; Wright and Whitaker, 2000).
c) Goat
Il est tres limité. On trouve des papilles gustatives sur la langue et le palais mais qui
ne semblent distinguer que l'acide et le salé. La perception de la nature des aliments est
surtout olfactive. La langue doit plut6ét étre considérée comme un organe de préhension des
proies.
d) Olfaction
Des cellules olfactives sont disséminées dans I'épithélium des fosses nasales. On
trouve des cellules sensorielles d’un autre type dans deux cavités symétriques creusées dans
la cloison nasale et constituant I'appareil voméronasal ou organe de Jackobson. Ces cellules
seraient plutot sensibles aux odeurs émanant de la cavité buccale par les choanes, c’est-a-
dire d’origine alimentaire. L’appareil voméronasal servirait également a détecter des proies
potentielles relativement proches de I'animal. Il permet également a I'animal de capter les
phéromones de ces congéneres.
e) Audition
H. arborea posséde, comme tous les amphibiens adultes, une oreille interne appelée
labyrinthe. Elle est associée a une oreille moyenne qui est en fait une cavité possédant deux
orifices clos par des membranes. Les orifices nommés « fenétre ovale » et « fenétre
interne » sont en relation avec le labyrinthe vers I'intérieur et le tympan qui est en contact
avec le milieu extérieur. Ces deux membranes sont reliées par une baguette osseuse appelée
columelle. L'ouie est tres développée chez H. arborea et largement impliquée dans le choix
du partenaire sexuel.
f) Vision
Les tétards ont des yeux semblables a ceux des poissons, donc dépourvus de
paupiéres. Le cristallin est sphérique et appliqué a la cornée.
Chez I'adulte, le cristallin est biconvexe et I'ceil est muni d’'une paupiére inférieure, la
membrane nictitante capable de le recouvrir dans son intégralité. L’ceil posséde également

des glandes lacrymales et un canal nasolacrymal. Toutes ces innovations témoignent d’une

33



adaptation a la vie terrestre. L'accommodation ne se fait pas par déformation du cristallin,
mais par déplacement de celui-ci. Les yeux des Hylidea sont bien développés et saillants
mais sont peu performants. lls leur permettent de distinguer les contours et sont surtout
sensibles au mouvement et aux couleurs. Lors de la nage, I'ceil rentre de maniére quasi-

totale dans I'orbite pour faciliter la locomotion.

D : Appareil digestif
1) Bouche et pharynx

L'ouverture de la bouche est tres large et apparait ainsi adaptée a la capture et a la
déglutition des proies. Contrairement a la majorité des amphibiens, les Hylidea sont
totalement dépourvus de dents. lls possedent une langue protractile fixée par son bord
antérieur, le bord libre étant dirigé vers le fond de la cavité buccale. Des glandes a mucus
sont disposées dans les parois buccales ou sur I'extrémité libre de la langue, leurs sécrétions,
a propriété adhésive pour les proies et lubrifiantes pour faciliter la déglutition, n’ont aucun
pouvoir enzymatique (Wright and Whitaker, 2000).

Le pharynx correspond au carrefour des voies digestive et respiratoire et présente les

vestiges des filtres branchiaux, particulierement développés chez les larves.

2) Tube digestif

Il est relativement simple et court, en accord avec un régime strictement carnivore.
L'cesophage, rectiligne, transporte les proies de la bouche a I’estomac, transit facilité par des
glandes muqueuses cesophagiennes et des cils. L'estomac tubulaire, renflé et incurvé,
présente une grande capacité de dilatation, sa muqueuse renferme de nombreuses glandes
indifférenciées sécrétant a la fois pepsine et acide chlorhydrique (Ballard and Cheek, 2010;
Grassé, 1955; Wright and Whitaker, 2000).

Un sphincter pylorique peu visible marque le début de l'intestin gréle, lequel est
simple, non différencié. Il se poursuit par un gros intestin difficilement repérable. Ce dernier

s’élargit dans sa partie terminale en un rectum qui communique avec le cloaque.
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3) Organes annexes
a) Foie
Il est antérieur a la masse intestinale, tres développé et muni d’une vésicule
biliaire bien visible, de grande taille.
b) Pancréas

Il est adhérent a l'intestin et difficile a repérer, car de petite taille.

4) Appareil digestif du tétard

Les tétards, étant phytophages, ont un appareil digestif différent. La bouche est
armée d’un bec crochu et entouré de deux grandes lévres recouvertes de denticules cornés
servant a mastiquer. L’intestin est tres allongé, enroulé en spirale, il est visible par

transparence a travers la paroi abdominale du tétard.

E : Ingestion et digestion

1) Régime alimentaire

Les adultes sont carnivores. Les quantités ingérées sont tres importantes par rapport
a la taille de I'animal. Dans la nature, H. arborea se nourrit de toutes sortes d’arthropodes,
les proportions des différentes proies variant suivant la saison et le milieu de vie des
rainettes (Kovacs et al., 2007; Kovacs and Torok, 1997).

Les tétards se nourrissent initialement de débris végétaux en décomposition, puis
avant la métamorphose, ils deviennent carnivores et capturent divers arthropodes

aquatiques.

2) Capture des proies

Apres avoir repérée et identifiée la proie grace a l'utilisation de ses divers sens, la
rainette arboricole s’aligne avec cette derniere et la capture par projection vers |'avant de
tout le corps et engluement par la Langue. Les méthodes de capture des proies peuvent étre
modifiées suivant la taille de ces derniéres (Anderson, 1993). Les proies non consommables
et les éléments de l'environnement sont rejetés aprés préhension, cependant il est
fréquemment retrouvé dans I'estomac des rainettes, surtout en saison séche, des plantes et

débris végétaux (Santos et al., 2004).
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3) Déglutition

Les proies sont avalées entiéres, sans modification ni mastication (Goodman, 2003;
Hadfield et al., 2006). Une déglutition efficace implique une coordination de la téte, de la
langue, de la machoire, des hyoides, des yeux et des membres antérieurs (Gray et al., 1997).
En effet, pour déglutir, 'animal ferme ses paupiéres et fait saillir ses globes oculaires dans la
cavité buccale, chassant ainsi les aliments dans I'cesophage. Le péristaltisme fait avancer le
bol alimentaire (la proie) le long du court et large cesophage facilité par les sécrétions
mugqueuses des glandes buccales et cesophagiennes et par les mouvements synchrones de

cils tapissant la paroi de I'cesophage (Kluge and Frye, 1971).

4) Digestion

Elle débute dans I'estomac qui sert de stockage alimentaire. La digestion sera réalisée
premierement par un brassage mécanique du bol alimentaire ainsi que I'action des sucs
gastriques acides et de sécrétions protéolytiques. Elle se poursuivra secondairement dans
I'intestin grace aux enzymes pancréatiques aidées des sels biliaires (Hadfield et al., 2006).
Les amphibiens ne semblent pas produire d’enzymes capables de dégrader totalement la

chitine.

5) Réserves

La grande majorité des réserves est lipidique, stockée principalement en sous
cutanée au niveau latéral et ventral, le long du tronc, ainsi que dans le foie. On en retrouve
également en quantité modérée autour du coeur. Les réserves glucidiques représentées par

le glycogene sont uniquement stockées dans le foie.

F : Appareil respiratoire et respiration

1) Structure de I'appareil respiratoire

Au niveau du pharynx, la trachée courte possede des anneaux cartilagineux complets.
Cette derniére se scinde en deux pour donner les poumons sans qu’il n'y ait aucune
ramification. Les poumons sont en position trés craniale dans la cavité ccelomique. Les deux

poumons sont de simples sacs a parois trés minces, lisses a leur face externe et présentant
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sur leur face interne des replis qui délimitent des alvéoles de grande taille, pour augmenter
la surface d’échange de la membrane respiratoire.
Le réle des poumons est tres limité dans la respiration, ils interviennent plus dans la

communication acoustique appelée également phonation (Wright and Whitaker, 2000).

2) Respiration

H. arborea, comme les autres Anoures a I'état adulte, respire de trois facons
différentes : respirations cutanée, bucco-pharyngée et pulmonaire. Le tétard utilise quant a
lui la respiration branchiale (Grassé, 1955).

a) Branchiale

Les tétards, vivant exclusivement dans le milieu aquatique, possédent des branchies
externes, c'est-a-dire qu’elles se développent a partir de I'épiderme et sont soutenues par la
face externe des arcs branchiaux. On distingue deux générations branchiales. Dés la
naissance se développent trois paires de branchies identiques a celles des urodeéles qui
seront rapidement remplacées. En effet, peu apres I’éclosion, un repli operculaire se forme
vers |'arriere depuis la région hyoidienne et définit une cavité branchiale ouverte par un
unique orifice, le spiracle. Simultanément, quatre paires de fentes branchiales se percent en
rapport avec quatre paires de nouvelles branchies qui remplacent les trois premiéres. L'eau
pénétre donc par la bouche, gagne la cavité operculaire par les fentes branchiales et ressort
par le spiracle. Les branchies disparaissent completement lors de la métamorphose et ne
sont donc pas présentes chez I'adulte.

b) Pulmonaire

Comme tous les Anoures, les Hylidea n’ont ni cage thoracique, ni diaphragme. Les
mouvements respiratoires sont assurés par le plancher buccal. L'abaissement de ce
plancher, bouche fermée, fait pénétrer 'air dans la bouche par les narines. L'air rejoint
ensuite les choanes qui sont alors obstruées, puis le relachement du plancher chasse cet air
dans les poumons. L’air vicié s’échappe lors de la réouverture des choanes accompagnée de
la contraction des muscles abdominaux qui presse légerement les poumons. Chez H. arborea
ce type de respiration est trés faible et ne représente qu’a peine 5 a 10% de l'apport

d’oxygene pour le métabolisme.
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¢) Cutanée
La peau fine, a couche cornée réduite au maximum, trés vascularisée et humide grace
aux sécrétions muqueuses, permet aux amphibiens une respiration cutanée efficace, aussi
bien en milieu aquatique que terrestre. Ce type de respiration est le principal et apporte

pres de 80% de I’'oxygene métabolisable.

d) Buccopharyngée

La muqueuse buccopharyngée, elle aussi tres fine et trés vascularisée, permet de la
méme facon des échanges gazeux a condition que I'air soit fréquemment renouvelé a son
contact. La ventilation buccopharyngée est assurée comme celle du poumon par les
mouvements du plancher buccal. On distingue aisément les deux types de respiration : alors
qgue les mouvements de ventilation pulmonaire sont amples et trés espacés, la ventilation
buccopharyngée s’effectue par des mouvements rapides et de faible amplitude du plancher
buccal. Les échanges gazeux se réalisent donc autant lors de l'inspiration que lors de

I’expiration.

G : Communication acoustique ou phonation

Les Anoures représentent l'ordre des Amphibiens chez lequel les structures
anatomiques vocales sont autant développées et chez lequel le réle de communication est si
important. La phonation est utilisée lors de la défense du territoire, lors de menace par un
prédateur et lors de la période de reproduction durant laquelle les vocalises sont appelées

chants. Cette derniére partie sera la seule développée ci-dessous (Figure 9).
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Figure 9 : Male H. arborea entrain de chanter (Troianowski, 2011).

1) Mécanisme

Le son est émis par le passage forcé de I'air en provenance des poumons, gonflés au-
dela d’une inspiration physiologique, vers les fentes vocales (qui portent les cordes vocales)
situées sur le plancher de la bouche. L’air chassé par la contraction des muscles abdominaux
arrive ainsi dans le sac vocal extensible en position gulaire. Le chant est effectué bouche et

choanes fermées.

2) Caractéristiques du chant de H. arborea

Lors de la période de reproduction, seuls les males chantent. Le chant du male est un
signal organisé en séquences de chants appelées bouts et comprenant de 4 a 87 chants (de

40 a 60 ms par chant) (Figure 10) (Troianowski, 2011).
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Figure 10 : Caractéristiques temporelle et spectrale du chant chez H. arborea (Turlin,
2011). (a) oscillogramme d’une séquence de trois groupes de plusieurs chants; (b)
oscillogramme de trois chants (avec la mesure de la durée d’'un chant); (c) spectre de
puissance d’un chant (avec sa fréquence dominante : Fd).
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Il est important de souligner que les signaux acoustiques sont extrémement colteux
car ils impliquent une augmentation atteignant jusqu’a 24 fois le métabolisme de base

(Grafe and Thein, 2001).

H : Appareil urinaire et excrétion

1) Reins

Au nombre de deux, ce sont des organes allongés et aplatis, appliqués dorsalement
de part et d’autre de la colonne vertébrale. Deux glandes surrénales sont disposées le long
des reins. Les deux ureteres débouchent séparément en partie dorsale du cloaque.

La mise en place des ureteres varie chez le male et la femelle. L'uretére primitif chez
I'embryon se divise en deux autres: le canal de Wolff et le canal de Muller. Ces deux
conduits persistent chez la femelle, le canal de Wolff servant uniquement a I’élimination de
I'urine a donc pour réle d’uretere, et le canal de Muller devenant oviducte est utilisé pour
évacuer les ceufs. Chez les males, au contraire, le canal de Muller s'atrophie et il ne persiste
qgue le canal de Wolff, qui sert a la fois a I'évacuation de l'urine et des éléments sexuels,
c'est-a-dire qu'il fonctionne simultanément comme uretére et comme canal déférent

(Ballard and Cheek, 2010; Grassé, 1955; Wright and Whitaker, 2000).

2) Vessie

Les Hylidea posseédent une vessie urinaire, avec un seul lobe, qui correspond a une
dilatation ventrale du cloaque, sans connexion avec les uretéres qui débouchent
dorsalement. L'urine passe donc de maniere rétrograde depuis le cloaque jusqu’a la vessie

urinaire.

3) Excrétion

L'urine des Hylidea est un liquide clair, émis en grande quantité. Cette urine est
émise en trés grande quantité au cours de la journée, la masse des individus pouvant varier
de plus d’un quart. Elle est toujours hypotonique par rapport au plasma sanguin. Depuis le
plasma sanguin de |'artere afférente rénale, le glomérule filtre une grande quantité d’eau
mais aucune macromolécule. Le tubule sécrete les produits azotés a éliminer, sous forme

d’ammoniaque, d’urée, ou d’acide urique. Le rein a donc comme réles principaux d’éliminer
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une grande quantité d’eau et de retenir le sel de I'organisme. La reinette doit compenser par
une importante absorption d’eau, notamment au niveau cutané, et un régime pauvre en

chlorure de sodium.

| : Appareil cardiovasculaire et circulation

1) Coeur

Le tétard possede un cceur similaire a celui des poissons, c'est-a-dire tubulaire a
quatre cavités successives qui sont le sinus veineux, |'oreillette, le ventricule et le bulbe
aortique.

L’adulte possede un cceur globuleux a trois cavités principales : deux oreillettes et un
ventricule. Les deux oreillettes sont placées sur la face supérieure du ventricule unique. Le
bulbe se trouve entre les deux oreillettes et le sinus veineux est situé a la face postérieure du
coeur avec un orifice qui le fait communiquer seulement avec |'oreillette droite. Le ventricule
est imparfaitement divisé en deux rampes par une lame spirale, I'une débouchant sur les
artéres pulmonaires, 'autre sur les carotides et |'aorte dorsale (Grassé, 1955; Wright and

Whitaker, 2000).

2) Systéme artériel

Toutes les arteres partent du bulbe. Il y a tout d’abord les deux carotides se rendant a
la téte. Ensuite, I'aorte qui comprend deux crosses tournant l'une a droite et I'autre a gauche
et se réunissant un peu plus en arriére du cceur pour former un tronc unique qui s'étend
ensuite tout le long de la colonne vertébrale. Sa premiéere ramification est le tronc cceliaque,
qui se subdivise lui-méme en artére intestinale, artere hépatique et artere splénique. Un peu
plus bas elle envoie dans les reins, de forme allongée, quatre paires d'artéres rénales. Enfin a
I'extrémité de la colonne vertébrale elle se subdivise en deux artéres iliaques pour les deux
pattes postérieures. On trouve également deux arteres pulmonaires qui conduisent le sang
veineux aux poumons. Chacune d'elles possede une importante ramification, |'artere

cutanée, qui va former un riche réseau sous la peau (Figure 11).
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Figure 11 : Systeme artériel des anoures. a. et a'. les deux crosses aortiques ; b. le bulbe ; v.
le ventricule ; od. 'oreillette droite et og. I'oreillette gauche (Jodra, 2008).
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3) Systéme veineux

Il est composé de deux veines caves supérieures et une veine cave inférieure qui
ramenent au cceur tout le sang veineux de I'organisme et qui débouchent toutes dans le
sinus (Figure 12). Il faut y ajouter les deux veines pulmonaires qui ramenent le sang venant
de s'artérialiser dans les poumons et qui s'ouvrent dans I'oreillette gauche.

Les veines caves supérieures présentent la particularité de recevoir les veines
cutanées ramenant le sang qui s'est artérialisé sous la peau.

La veine cave inférieure recoit tout le sang venant des membres inférieurs, du
systéme porte rénal et du systeme porte hépatique.

On observe également le systeme porte rénal, formé par les deux veines iliaques
venant des membres postérieurs et qui, au lieu de se déverser directement dans la veine
cave, se ramifient d'abord abondamment en capillaires dans les reins. De ceux-ci sortent
ensuite quatre paires de veines rénales débouchant dans la veine cave inférieure.

Le systéme porte hépatique présente la méme disposition générale que celui de I'humain : le
foie recoit la veine porte formée par la réunion des veines intestinales, spléniques et
stomacales, et laisse sortir la veine hépatique se déversant dans la veine cave.

Particularité : une partie du sang veineux sortant des membres postérieurs va
traverser le foie avant de se rendre au cceur tout comme celui de l'intestin ou de I'estomac ;
il y est conduit par la veine abdominale impaire qui part d'une anse des iliaques et remonte

en suivant le milieu de la paroi abdominale pour aller se déverser dans la veine porte.
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Figure 12 : Systéme veineux des anoures (Jodra, 2008).

4) Circulation générale

On peut décrire chez les Anoures une double circulation qui reste malgré tout

incompléete. En effet on observe une grande et une petite circulation qui demeurent en

contact au niveau du ventricule unique, cependant le mélange, méme partiel du sang

veineux et du sang artériel fait dire que le systeme cardiovasculaire est incomplet.
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Cependant, pour deux raisons majeures, cette anatomie n’est pas nuisible au bon
transport de I'oxygéne. Premierement, I'oreillette droite se contracte avant la gauche et la
pression sanguine des artéres pulmonaires est inférieure a celle du tronc aortique. On a
donc successivement un passage oreillette droite — ventricule — artére pulmonaire puis
oreillette gauche — ventricule — tronc aortique. Deuxiemement, du fait du role limité des
poumons dans I’hématose par rapport a la respiration cutanée, I'oxygénation des deux

circulations est peu différente.

5) Systeme lymphatique

Les Hylidea possedent un réseau lymphatique profond tres développé, comme les
autres Anoures. La lymphe est drainée vers le systeme veineux grace a des cceurs
lymphatiques. On en remarque deux paires: la premiere étant située dans la région
scapulaire sous la peau du dos et la seconde en arriére des os iliaques. lls sont munis de sacs
lymphatiques communicant entre eux et recouvrant la presque totalité de la surface du
corps. Le systeme lymphatique des Anoures intervient dans I'équilibre osmotique. Ces
animaux ne buvant pas, I'absorption de I'eau se fait au niveau cutané vers les vaisseaux

lymphatiques et, de 13, dans tout I'organisme.

J : Appareil reproducteur et reproduction

Les amphibiens ont des gonades internes organisées par paire chez chacun des deux
sexes. Leur taille varie au cours des saisons et atteignent leur taille maximale pendant la

saison de reproduction.
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Figure 13 : Organes génito-urinaires male et femelle des anoures. Organes mdles : R. rein ;
W.ur. l'uretere ; Vs. la vésicule séminale ; V. vessie ; Cl. cloaque ; T. testicule ; c.sp. canaux
spermatiques efférents ; cj. corps jaune. Organes femelles : R. rein ; W.ur. uretére ; Ov.
Ovaire ; M.ov. oviducte ; p. pavillon de I'oviducte ; ut. Utérus ; Cl. Cloaque ; Cj. corps jaune,
(Jodra, 2008).

a) Appareil génital méle
Les organes males consistent en deux testicules situés sur la face interne des reins ;
ils présentent la particularité de posséder chacun un certain nombre de petits canaux
d'écoulement ou canaux efférents, qui traversent le rein de part en part pour aller déverser
le liquide spermatique dans l'uretére ou canal de Wolff (Figure 13). Ce canal est donc un
véritable urospermiducte. Ils sont accompagnés chacun d'un petit organe jaune orange, a
nombreuses digitations, qui n'est pas autre chose qu'une réserve graisseuse appelée

communément le corps jaune.
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b) Appareil génital femelle

Les ovaires pairs sont voisins des reins dont ils sont totalement indépendants (Figure
13). En période de reproduction ce sont deux masses lobées volumineuses remplissant toute
la cavité ccelomique. Ce sont des organes creux a vaste lumiére centrale que I'on nomme sac
ovarien. Les ovules, apres maturation, sont libérés dans la cavité ccelomique et captés par
I'ostium du canal de Miiller. Ce canal se compose de deux parties : I'oviducte, faisant suite a
I'ostium, il est long et gréle et sécrete la gangue mucopolysaccharidique entourant les
ovules ; I'utérus, terminal, large et court, est un organe de stockage des ceufs et s’ouvre dans
le cloaque qui les évacuera dans le milieu extérieur.

Les ceufs renferment du vitellus nutritif disséminé dans toute la masse

protoplasmique et appartiennent par conséquent a la catégorie des hétérolécithes.

2) Amplexus et fertilisation de la ponte

La femelle ayant choisi son partenaire sexuel va s’approcher de ce dernier qui va
alors rapidement s’accrocher a son dos, réalisant I'amplexus grace aux rugosités présentes
sur ses doigts (Figure 21). La femelle transportant le male sur son dos ira alors au lieu de
ponte, déversera les ceufs dans I'environnement, lesquels seront alors fécondés dans le

milieu extérieur par le male.

3) Développement larvaire et métamorphose

Les différents stades du développement embryonnaire vont se succéder, puis
I’éclosion passive va se produire par hydratation puis rupture de I'enveloppe. La larve va
ensuite évoluer a partir d'un stade possédant des branchies externes qui se couvriront peu a
peu d’un opercule. La queue va s’allonger chez le tétard qui s’alimente et se déplace
librement. La métamorphose est un processus complexe qui évolue durant toute la vie du

tétard aboutissant a la forme adulte.
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IV PATHOLOGIE PARASITAIRE COURANTE DES ANOURES

Les Hylidea vivant dans leur milieu naturel peuvent présenter un panel relativement
large de maladies ou lésions. En effet, les traumas, les troubles métaboliques, les infections
bactériennes, virales, fungiques et parasitaires sont extrémement variés.

Nous décrirons seulement dans cette partie les pathologies parasitaires des anoures,
les celles des hylidés n’étant pas individualisées dans la littérature. Parfois, lors de manque
de publications nous parlerons de certaines pathologies des amphibiens au sens large.
Toutes les informations figurants dans cette partie proviennent de plusieurs supports
bibliographiques (Ballard and Cheek, 2010; Brannian et al., 1984; Densmore and Green,
2007; Frye, 1991; Girling and Raiti, 2004; Rosenthal et al., 2008; Wright and Whitaker, 2000)
(Figure 14).

Pour plus d’informations sur les autres pathologies tels que les syndromes
idiopathiques ou les maladies bactériennes, il faudra se rendre a 'annexe 1.

La distribution des différents parasites dans I'organisme des anoures est référencée

en Annexe 2.

A : Le parasitisme chez Hyla arborea

Des protozoaires et des métazoaires utilisent souvent les Anoures comme hote, bien
que les symptdémes cliniques soient relativement rares. Les interrelations entre parasite et
hote sont trés nombreuses et variables allant du parasitisme vrai a la symbiose, en passant
par le commensalisme. Hyla arborea peut servir d’hote a tous ses stades de vie (ceuf, tétard
ou adulte). Certains protozoaires et métazoaires présentent un cycle de développement
monoxene, c'est-a-dire que la rainette représente ici leur seul hote. D’autres parasites ont
des cycles évolutifs indirects, hétéroxenes dans lesquels 'amphibien peut servir soit, d’héte
intermédiaire portant alors des stades évolutifs immatures, ou bien d’héte définitif

hébergeant le stade mature qui réalise alors la reproduction sexuée.
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Figure 14 : La grande diversité de parasites infestant les anoures, (Wright and Whitaker,
2000, modifié).

B : Les Fungi

Bien que le milieu de vie des anoures soit favorable au développement d’une large
diversité de fungi potentiellement pathogénes, il y a peu de publications qui rapportent des
cas de mycoses avérées et les cas observés le sont chez des individus débilités, blessés,
immunodéprimés ou faibles. La transmission directe est tres peu décrite dans la nature, les
anoures étant des animaux solitaires qui cotoient rarement d’autres individus de la méme

espéce exceptée lors de la période de reproduction. On observe plus couramment cette
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transmission directe chez des individus maintenus en captivité, et ce du fait de la
surpopulation et dans un environnement restreint.

Par ailleurs les amphibiens présentent des réactions immunitaires variées suite au
développement d’une mycose. Certains parviennent a éliminer le champignon alors que
d’autres en sont incapables. De plus, il semblerait que le fonctionnement et I'efficacité du
systéme immunitaire soient dépendants des saisons.

Bien que la plupart des fungi affectant les amphibiens ne présentent aucun danger pour
I'homme, certains sont potentiellement transmissibles a 'homme et responsables de

Zzoonoses.

1) Les fungi responsables de mycoses cutanées

Les mycoses externes peuvent faire partie des agents responsables du «red leg
syndrome » (Annexe 1) car pouvant entrainer une surinfection bactérienne secondaire. Les
fungi impliqués sont nombreux.

a) Basidiobolus ranarum :

Basidiobolus ranarum est un champignon saprophyte ubiquiste, sans doute trées
pathogéne car entrainant la mort dans quasiment 100% des cas. Il peut cependant étre
retrouvé dans le tractus digestif d’amphibiens sains mais est également responsable de
signes cliniques chez I’homme (Davis et al., 1994).

b) Mucor spp. :

Ce champignon est la plupart du temps considéré comme contaminant (Rippon,

1982) ; il a été identifié comme responsable de mortalités chez des anoures.
c) Saprolegnia spp. :

Ce champignon saprophyte aquatique est couramment rencontré dans le milieu de
vie des anoures et est un pathogene opportuniste pouvant se développer sur le tégument ou
les branchies lorsque celles-ci sont endommagées.

d) Batrachochytrium dendrobatidis :

Ce parasite ubiquiste classé dans les champignons sporozoaires est responsable de
chytridiomycose. Il a d’abord été décrit chez des anoures maintenus en captivité (Nichols et
al.,, 1996) et est maintenant considéré comme la premiére cause de mortalité en tant
gu’ectoparasite (Nichols et al., 1998). On le retrouve dans lI’environnement aquatique,

pathogeéne de protistes, de plantes, d’'invertébrés et de vertébrés. La chytridiomycose est
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actuellement considérée comme un fléau pour les amphibiens sauvages et responsable de la
disparition et I'extinction de certaines especes (Berger et al., 1999, 1998; Longcore et al.,

1999).

2) Les fungi responsables de mycoses musculaires
Les infections musculaires d’origine fungique sont rares et mal documentées. On a
identifié Ichtyophonus spp. et Cladosporium spp. ayant causé la mort de certains amphibiens

en captivité.

3) Les fungi responsables de mycoses hépatiques

Candida spp. et Penicillium spp. ont été isolés de granulomes hépatiques, a

I'autopsie, chez différentes especes d’anoures.

4) Les fungi responsables de pneumonies mycosiques
Ces pneumonies d’origine fungique sont extrémement rares quant au risque
d’inhalation de spores par les anoures. Candida spp. et Aspergillus spp. ont été le plus

souvent identifiés a I'autopsie bien que d’autres fungi aient été retrouvés.

5) Les fungi responsables de mycoses intestinales

Ces mycoses extrémement rares ont été identifiées post-mortem chez quelques amphibiens.

6) Les fungi responsables de mycoses généralisées

a) Les fungi responsables de mycoses des ceufs et des larves :

On retrouve Saprolegnia spp. et Mycelia sterilia comme pathogénes primaires des
ceufs et larves d’amphibiens. Ces deux champignons entrainent une mortalité tres
importante notamment chez les jeunes tétards et les ceufs fraichement pondus.

b) Les fungi responsables de Chromomycose :

La chromomycose est une maladie due a des champignons pigmentés de diverses
espéces communément retrouvées dans I'environnement et capables d’infecter les anoures
essentiellement. Ils peuvent entrainer des lésions cutanées (érosions, ulcéres) ou une

maladie systémique mortelle dans 100% des cas.
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c) Les fungiresponsables de Zygomycoses :

Ces maladies des anoures sont dues a des champignons de I'ordre des Mucorales et
de I'ordre des Entomophtorales. Ces fungi sont largement retrouvés dans I’environnement et
la plupart des espéeces de ces deux ordres ne sont pas pathogenes. La zygomycose serait
contractée par inhalation de spores ou bien par passage transcutané sur un épiderme lésé,
le champignon contaminant ensuite tout I'organisme et entrainant la mort de I'animal.

d) Les fungiresponsables de Candidoses :

Maladies dues a Candida spp. responsables chez 'lhomme de maladies opportunistes

parmi les plus fréquentes. On ne sait pas si ces champignons sont des composants normaux

de la flore endogéne des amphibiens.

C: Les Protozoaires

1) Les Ciliés :
a) Les ciliés du tractus digestif :

Ce sont en grande majorité des commensaux du tube digestif tel que Nyctotheroides
facilement reconnaissable par son corps aplati, son macronucleus en forme de rein, les
nombreux cils externes et son infundibulum (cavité buccale) proéminente. Les ciliés se
multiplient par division binaire, le cycle évolutif étant monoxene directe, ils sont facilement
observables sur un étalement frais de feces.

b) Les ciliés externes et ceux vivant dans la vessie :

On retrouve ces ciliés a la fois sur la peau et les branchies des tétards. Ces derniers,
tels que les Trichodinidés ont souvent des cycles monoxenes directes, se nourrissant de
matiére organique des hotes sur lesquels ils se fixent par des disques adhésifs pouvant étre
blessants. lls peuvent donc étre dangereux pour ces derniers. On peut les observer sur
étalement frais de raclage cutané ou raclage des branchies, ou I'on observera facilement les
disques adhésifs ainsi que la spirale buccale de cils.

Certains Trichodinidés parasitent la vessie des amphibiens, sans nécessairement étre

réellement pathogenes.
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2) Les Opalinidés :

Ce sont des commensaux trés fréquents de la portion distale du tube digestif (gros
intestin) des Anoures. lIs présentent des nuclei de méme taille. Les cing genres couramment
retrouvés Cepedea, Opalina, Protoopalina, Protozelleriella et Zelleriella se distinguent par
leur forme et le nombre de nuclei. Leur cycle de développement est direct, trés finement
corrélé au cycle de leur hote. La forme adulte appelée « trophonte » se trouve dans le gros
intestin des Anoures adultes. lls se multiplient par division binaire, mais pendant la saison de
reproduction de leur hote, la forme « tomonte » apparait. Les « tomontes » sont de petite
taille, s’enkystent et sont éliminés dans les feces dans lesquelles ils peuvent survivre
plusieurs semaines. lls pourront alors étre avalés par les tétards nouveau-nés. Chez ces
derniers, se réalise alors une phase de reproduction sexuelle avec production de gamontes
formant apres fécondation les « zygocystes » qui seront éliminés dans les feces. Si un tétard
proche de la métamorphose les ingére, les « zygocystes » évolueront en « trophontes »
adultes bouclant alors le cycle de développement.

Les Opalinidés se nourrissent par pinocytose a partir des nutriments présents dans leur
environnement. lls ne sont pas considérés contraignants car ne spolient pas réellement

I'héte.

3) Les Flagellés :
a) Les ectoparasites :

Les Dinoflagellés appartenant a la famille des Oodinidae peuvent infester la peau ou
les branchies des tétards. On retrouve également les flagellés Kinétoplastes tels que les
Ichthyobodo. lls sont réellement débilitants pour leur hote causant des Iésions a I'origine de
troubles de la régulation osmotique, de troubles respiratoires et de faiblesse pouvant étre
fatales. Leur cycle de développement est monoxéne directe. Le stade parasite est appelé
« trophonte », ne possede pas de flagelle et se nourrit des cellules épithéliales de son héte.
Le «trophonte » mature se détache de son hote, forme un kyste au sein duquel de
nombreuses « dinospores » flagellées vont se former. Lorsque le kyste se rompt, les
« dinospores » vont nager grace a leurs deux flagelles jusqu’a trouver un hote potentiel.

lIs sont facilement observables (forme « trophonte ») de la méme maniére que les

Trichodinidés, par raclage de la peau ou des branchies sur les zones Iésées.
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b) Les parasites sanguins :

Le sang des amphibiens peut étre parasité par les Diplomonadés tel que Brugerolleia
ou plus couramment par des flagellés kinetoplastes du genre Trypanosoma. Ces infestations
sont le plus souvent bénignes mais peuvent parfois étre problématiques.

Les Diplomonadés ont 8 flagelles, dont 6 a I'extrémité antérieure de leur corps ovoide
et deux autres a I'extrémité postérieure. Les Trypanosomes sont facilement reconnaissables
grace a leur membrane ondulante et leur flagelle libre sur leur extrémité antérieure.

Les Trypanosomes ont un cycle de développement hétéroxene nécessitant un hote vertébré
ainsi qu’un vecteur hématophage pouvant étre aussi bien un insecte qu’une sangsue. Une
infestation majeure peut entrainer anémie, anorexie, abattement.

c) Les parasites du tractus digestif :

Une large variété de flagellés comme les Proteromonas, Retortamonas, Diplomonas,
Oxymonas et Trichomonas peuvent étre retrouvés dans la lumiére intestinale, plus
précisément dans le gros intestin et le cloaque. On retrouve également Giardia sp. attaché
au cellules épithéliales de l'intestin gréle des tétards. lls sont la plupart du temps des
composants normaux de la flore digestive des Anoures. Leur cycle de développement est
monoxéne directe avec la présence de trophozoites flagellés ainsi que la forme de résistance

kystique dans une proportion moindre.

4) Les Amibes :

On les retrouve dans les intestins, le foie et le rein des amphibiens, voire méme au
niveau oculaire ou bien dans le systéme nerveux. Seules quelques especes sont décrites
comme pathogénes. Les amibes sont repérables par leurs pseudopodes, véritables
extensions de leur membrane cytoplasmique au stade « trophozoite ». On retrouve chez

certaines especes une forme de résistance kystique.

5) Les Apicomplexa :
Les infestations par les Apicomplexa sont extrémement variées par leurs sites et leurs
formes. On les retrouve dans le sang (Hemogregarina, Hepatozoon,...) ou ils parasitent les
érythrocytes. On les retrouve également dans les tissus (Eimeria, Isospora,..). Leur

morphologie est variable mais on les distingue par la présence d’'un complexe d’organites au
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pble apical leur permettant a la fois de se mouvoir et de pénétrer les cellules hotes. Leur
cycle de développement est variable et peut impliquer des vecteurs ou bien des hotes
intermédiaires. On retrouve une phase de reproduction asexuée et une phase sexuée. Les
trois différentes phases de multiplication sont la mérogonie (production de mérontes), la
gamétogonie (production de gamétes) et la sporogonie (production de spores). Tous les

Apocomplexa sont parasites, certains pathogenes alors que d’autres non.

6) Les Microsporidia :

Ce sont obligatoirement des parasites intracellulaires. Le cycle de développement est
monoxéne directe. Suite a l'ingestion d’une spore, celle-ci va se développer dans le tube
digestif de I’Anoure formant un tube polaire qui va pénétrer une cellule héte et y amener le
sporoplasme. De nouvelles spores vont étre formées dans cette cellule parasitée qui sera

ensuite détruite libérant alors les formes de dissémination.

7) Dermocystidium :

On classe ce parasite entre les champignons et les protozoaires. On le décrit comme
un protozoaire formant des spores. Les connaissances concernant le cycle de
développement sont tres limitées ; on sait simplement qu’il implique la formation d’hyphes,
sporoblastes et de spores contenant des zoospores uniflagellées. On retrouve les spores de
Dermocystidium sur la peau ou les branchies des Amphibiens, formant des nodules ou des

kystes a I'orgine des troubles respiratoires.

D : Les Metazoaires :

1) Les Mixosporea :

Ce sont des parasites peu courants des Amphibiens chez lesquels ils sont
généralement non pathogénes. Ce sont des parasites obligatoires que I'on distingue par leur
spore infectieuse pluricellulaire contenant des capsules polaires avec un ou deux
sporoplasmes mobiles. Auparavant mal classés dans les Protozoaires, ils sont aujourd’hui
classés a juste titre dans les Metazoaires. Les connaissances concernant leur cycle de
développement sont encore tres limitées mais on pense qu’il serait hétéroxene comme pour

les Mixosporea parasites de poissons.
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2) Les Trématodes Monogenes :

Ils parasitent la peau et les branchies des tétards, mais également |’estomac,
I'intestin et la vessie des adultes. Ce sont des plathelminthes, caractérisés par la présence
d’organes de fixation a leurs pbles antérieur et postérieur. L'organe postérieur appelé
« haptor » est fréquemment équipé de crochets ou de ventouses qui permettent au parasite
de se fixer a son hote. L'Ordre des Monopisthocotylea est parasite interne et externe des
tétards, caractérisé par un haptor équipé de crochets. L'Ordre des Polyopisthocotylea infeste
la vessie des Anoures et posséde un haptor équipé de ventouses. Le cycle de développement
des Monogenes est monoxene directe pour la plupart. Cependant il existe des variations
chez les Polyopisthocotylea chez qui la forme immature va parasiter la peau et branchies des
tétards tandis que la forme mature se retrouve dans la vessie des Anoures adultes. La
plupart des Monogenes produit des ceufs d’ou émergera une larve libre mobile en milieu
aquatique appelée « oncomiracidium » qui se déplace a la recherche d’un héte potentiel. On
retrouve cependant chez les Gyrodactylidés une reproduction vivipare poly-embryonnaire
avec libération de nombreuses larves mobiles libres.

La pathogénicité des Monogenes est tres variable, allant de lésions bénignes jusqu’aux
Iésions tissulaires majeures, causées par |I’haptor, favorisant les infections secondaires.
On peut observer ces parasites par raclage cutané ou des branchies ou bien dans la vessie

par transilluminaton.

3) Les Trématodes Digénes :

Ce sont les plathelminthes les plus couramment rencontrés chez les Amphibiens. Ils
présentent un cycle hétéroxéne dans lequel les Anoures peuvent étre hote intermédiaire ou
définitif. Les formes immatures se retrouvent enkystées dans la peau ou le tissu sous-cutané,
voire dans le cceur, le foie ou dans la paroi intestinale. Les adultes se retrouvent en grande
majorité dans la lumiéere du tractus digestif mais parfois dans la vessie, le cloaque, les yeux,
le systéme nerveux ou les poumons. En général, les Anoures présentent une tolérance
remarquable vis-a-vis des Digenes et les formes cliniques ne sont pas courantes. Il a méme
été suggéré que les trématodes présents dans le gros intestin auraient une relation de
commensalisme voire de symbiose avec leur hote. Les trématodes bénéficieraient du milieu

de vie et des nutriments tout en ne lésant aucunement I'hGte et ingereraient des micro-
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organismes potentiellement pathogenes pour ce dernier (Al-Sorkhy and Amr, 2003).
Cependant certains parasites sont pathogénes et peuvent causer la mort lors d’infestation
massive.

Les cycles de développement sont trés variés, I'amphibien s’infestant par ingestion
de proies infestées comme les larves d’insectes, les escargots, etc... Les cercaires peuvent
également infester I'h6te par pénétration cutanée directe. Dans les cycles classiques
hétéroxene a deux hétes, un invertébré aquatique sert d’hdte intermédiaire et 'amphibien
sert d’hote définitif. Dans les cycles plus complexes on peut retrouver trois ou quatre hotes,
les Amphibiens (tétards et adultes) pouvant servir a la fois d’hote intermédiaire et définitif
pour un méme parasite.

La grande majorité des Digénes présente un cycle évolutif a trois hoétes. L'ceuf
embryonné est ingéré par un hoéte invertébré aquatique ou bien apres éclosion la larve
mobile appelée « miracidium » va pénétrer de facon active ce premier hote. Dans ce dernier
le parasite va se multiplier et évoluer en « cercaire ». Ces derniers vont quitter ’hote et
infester activement ou étre ingérés par un insecte (larve ou imago) dans lequel ils vont se
transformer en « metacercaire » et s’enkyster. Les Amphibiens s’infestent ensuite en
ingérant le second hote intermédiaire, les metacercaires évoluant alors en adulte.

On peut observer ces parasites par la recherche des ceufs dans les feces ou bien en
recherchant les adultes par transillumination ou encore en recherchant les formes enkystées

lors d’autopsies.

4) Les Cestodes :

Les infestations par les cestodes sont peu courantes. Les amphibiens peuvent alors
servir d’hote intermédiaire ou définitif. Les vers adultes se trouvent dans la lumiere
intestinale alors que les stades immatures se trouvent dans la cavité coelomique, les
visceres, le tissu cutané ou bien les muscles. Trois Ordres de cestodes sont représentés chez
les Amphibiens : Pseudophyllidea, Proteocephalidea et Cyclophyllidea. Dans ce dernier Ordre
se trouve la famille des Nematotaeniidae, tres spécifique des Amphibiens et Reptiles. Leur
action pathogene est variable, dépendante de la quantité de parasites.

Pour les Pseudophyllidea et les Proteocephalidea, le cycle de développement fait
intervenir un oceuf dont I'éclosion libére une larve ciliée appelée « coracidium » qui sera

ingérée par un crustacé. Dans ce premier hote, la larve se développera en « procercoide »,
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elle-méme se développant ensuite en « plerocercoide » puis en adulte, soit dans ce premier
hote, soit chez I’'h6te définitif Amphibien. Pour les Cyclophyllidea, I'ceuf libérera la larve
haxacanthe (embryon piriforme) une fois celui-ci ingéré par un premier hoéte. La larve
évoluera soit en « cysticercoide » si I’hote suivant est un invertébré ou un vertébré, soit en
« cysticerque » si I’h6te suivant est un vertébré.

On peut observer les segments des parasites, les capsules oviferes ou encore les
ceufs par analyse coprologique. On peut également observer les adultes par

transillumination ou les formes enkystées lors d’autopsie.

5) Les Nématodes :

IIs représentent le groupe des helminthes le plus large et le plus divers. On retrouve
chez les Amphibiens a la fois les formes larvaires ou les adultes. Les larves sont observées
libres ou enkystées dans de nombreux organes tels que le tube digestif, les muscles, la cavité
ceelomique et méme le sang, alors que les adultes sont surtout retrouvés dans les poumons
ou le tube digestif.

Le cycle de développement implique un ceuf, quatre stades larvaires et des adultes.
L’évolution d’un stade a un autre se fait par mue et on aboutit généralement a des adultes
de sexes séparés, exception faite du genre Rhabdias dont les adultes sont hermaphrodites.
Certains ont des cycles de développement monoxéne direct (Ordre Rhabditida) alors que
d’autres ont des cycles hétéroxenes dans lesquels les amphibiens peuvent servir a la fois
d’hotes intermédiaires, paraténiques et définitifs.

Les Amphibiens peuvent s’infester lors de pénétration cutanée active du Nématode,
ou oralement par ingestion directe d’ceufs contenant les larves infestantes ou indirectement
par une proie servant d’hote intermédiaire.

On peut les observer en recherchant les ceufs ou larves dans les féces, ou par lavage

trachéaux. On recherchera les adultes par transillumination.
6) Les Acanthocéphales :

On les reconnait par leur proboscis (partie antérieure) recouvert de crochets en

forme de cornes. Les Amphibiens peuvent servir d’hote intermédiaire, portant alors la forme

59



immature enkystée « cystacanthe », ou bien d’hote définitif portant alors la forme adulte
dans la lumiére intestinale.

Las Acanthocéphales ont un cycle de développement hétéroxéne nécessitant au
moins un hoéte intermédiaire. L'ceuf contient une larve infestante hexacanthe appelée
« acanthor » et doit étre ingérée par I’h6te intermédiaire (crustacé ou insecte) dans lequel
elle se développe en « acanthella » puis s’enkyste sous forme « cystacanthe » qui représente
la seconde forme infestante. Les hotes définitifs sont nécessairement des vertébrés et
peuvent également porter des formes erratiques cystacanthes. Le cycle peut également faire
intervenir des hotes paraténiques chez lesquels la larve cystacanthe s’enkyste a nouveau.

Le caractére pathogene des Acanthocéphales provient de leur proboscis armé de crochets
qui lésent la paroi intestinale pouvant causer des perforations et favorisant les surinfections.
On pourra identifier ces parasites par analyse coprologique afin d’identifier les ceufs ou par
transillumination pour observer les adultes ou encore par autopsie pour rechercher les

formes juvéniles enkystées.

7) Les sangsues :

Ce sont des Annélides appartenant a la Classe des Hirudinea. Ce sont des
ectoparasites qui peuvent spolier les Anoures aquatiques ou terrestres en se nourrissant de
leur sang. Parfois elles agissent comme endoparasites, pénétrant par le cloaque et se
nourrissant au niveau du foie ou du cceur. Elles quittent leur hote aprés le repas sanguin.
Leur cycle de développement est direct, faisant intervenir les adultes hermaphrodites, dont
les organes génitaux ne sont pas matures au méme moment. Une fois la fécondation croisée
réalisée, entre deux adultes, sur ’hote ou dans le milieu extérieur, la femelle gravide va
déposer des cocons qui contiennent chacun un ceuf. L'ceuf une fois éclos libérera une
sangsue immature qui se mettra a la recherche d’un hote éventuel.

Leur action pathogene vient de leur attachement et de leur activité de nutrition. En
effet ce sont de véritables vecteurs qui peuvent transmettre des hemoflagellés, des
Apicomplexa, des virus ou des bactéries.

On peut les observer directement sur I'h6te ou bien par transillumination ou

autopsie.
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8) Les Arthropodes :

a) Les crustacés parasites des branchies :

On les retrouve temporairement fixé sur les tétards ou les Amphibiens aquatiques. Ils
présentent une carapace dorsale alors que la face ventrale est nue afin de permettre une
meilleure adhérence a I'héte. lls présentent quatre paires de pattes, deux paires d’antennes
et deux paires de maxilles dont I'une est modifiée en piéces buccales de type suceur
permettant de spolier le sang ou I’épithélium de leur hote.

Le cycle de développement est direct, les ceufs étant déposés dans I'environnement
aquatique. La larve qui en sort est mobile et les adultes, méale et femelle, sont ectoparasites.
On les observe directement sur les hotes ou dans I’environnement aquatique.

b) Les pentastomidés :

lIs sont proches des Crustacés, mais présentent des particularités. Leur nom « cinq
bouches » vient du fait qu’ils possedent une bouche avec quatre crochets rétractiles. Les
adultes se nourrissent du sang ou des sécrétions muqueuses de leur hote et vivent dans le
tractus respiratoire, la cavité buccale ou dans |'cesophage. lls ne sont pas spécifiques des
Amphibiens et on les retrouve aussi chez les Mammiféeres.

Leur cycle de développement peut étre direct ou indirect impliquant ceufs, larves,
nymphe et adultes.

On les observe par transillumination, endoscopie ou lors d’autopsie.

c) Les acariens :

Les Thrombiculidés sont des ectoparasites courants. lls se nourrissent du sang et de
la lymphe de leur hote grace a leur piece buccale appelée « stylostome » qui perfore les
tissus.

d) Lestiques :

Appartenant a la Famille des Ixodidiae, ces ectoparasites sont rares chez les
Amphibiens. lls sont hématophages et trés spécifiques de leur hote, bien que certains
comme Amblyomma puisse parasiter les Amphibiens et les Reptiles.

e) Les insectes:

Ils sont représentés par les Dipteres qui sont les seuls insectes a parasiter les

Amphibiens. Leur larve peut parasiter les ceufs, larves et Amphibiens adultes, en infestant

les blessures, lésions.
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PARTIE 2 : HELMINTHES DIGESTIFS ETUDIES

Nous allons présenter dans cette partie les deux parasites digestifs que nous avons
étudiés au cours de notre travail. Nous avons décidé d’étudier ces derniers car ils ont été
observés suite a la réalisation de lavements du tractus digestifs de certains males H. arborea

dans une étude préliminaire.

| : NEMATOTAENIA DISPAR

A : TAXONOMIE

Les informations sur la classification et la description morphologique de N. dispar
proviennent de différents ouvrages (A. Jones et al., 1994; Jones, 1987; M. K. Jones et al.,

1994; Schmidt, 1986; Yamaguti, 1959)

1) Phylogénie classique: classification morphologique
N. dispar appartient a I'Embranchement des Plathelminthes, a la Classe des Cestodes
(segmentés), a I'Ordre des Cyclophyllidea, a la Famille des Nematotaeniidae, au Genre

Nematotaenia et enfin a I'Espéce dispar (Figure 15).
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ORDRE :
Cyclophillidea

A
[ FAMILLE :

Nematotaeniidae

A 2

[ Nematotaenia dispar ]

Figure 15 : Arbre phylogénique résumant la taxonomie de N. dispar.

a) Cestode :

N. dispar est un Cestode car il présente un scolex, un strobile (cou) et un corps
segmenté. Son appartenance aux Cestodes est également due a son organisation générale
en segments indépendants les uns des autres.

b) Cyclophyllidea :

C’est I'Ordre le plus largement représenté au sein des Plathelminthes. Il contient plus
d’especes que I'ensemble de tous les autres Ordres. Ce sont presque tous des parasites de
vertébrés terrestres ou semi-aquatiques, totalement absents chez les poissons.

N. dispar est un Cyclophyllidea car il présente un scolex portant quatre ventouses
simples et que chaque segment porte une glande vitellogéne condensée ainsi que des

gonades différenciées male et femelle.
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¢) Nematotaeniidae :

Cette famille de parasites incluant actuellement une trentaine d’especes est
spécifique des Amphibiens et Reptiles. Leurs caractéristiques sont un scolex sans rostre
portant uniquement quatre ventouses simples. Le strobile est de forme cylindrique a ovale
et la segmentation n’est visible qu’en partie postérieure de I'animal. Les pores génitaux sont
irrégulierement alternés, les ovaires compacts et les testicules sont en nombre variant de un
a dix. On note la présence d’organes para-utérins qui deviendront les capsules oviféres
contenant elles-mémes un ou plusieurs ceufs.

d) Nematotaenia :

L’appartenance a ce Genre est essentiellement basée sur la description des proglottis
(segments) et des organes para-utérins (Figure 16). Les proglottis immatures présentent
deux testicules symétriques en région dorsale, un ovaire médian et une glande vitellogéne
entre l'ovaire et les testicules. Les proglottis gravides sont plus longs que larges (sauf
exception). Les organes para-utérins sont nombreux, non fusionnés et libres dans les

proglottis. Ce genre parasite essentiellement les Amphibiens, plus rarement les Reptiles.

Figure 16 : Proglottis de Nematotaenia spp. a : proglottis immature ; b : proglottis mature,
(Jones, 1987, modifié).



e) dispar:

On distingue N. dispar de N. tarentolae car ce dernier présente des proglottis
gravides plus larges que longs.

On distingue N. dispar de N. hylae car chez ce dernier le réceptacle séminal est au
centre du canal copulatoire alors que chez N. dispar le réceptacle séminal se situe a la
jonction du canal copulatoire et de |'oviducte (appelé canal de fertilisation) qui recoit le
conduit qui vient de la glande vitellogene. Le canal qui en résulte passe dorsalement et
latéralement et devient rapidement I'utérus. De plus les organes para-utérins chez N. hylae
ne se séparent qu’aprés la transformation en capsules oviféeres alors que la séparation est
précoce chez N. dispar.

N. dispar apparait comme étant le seul véritable cestode parasite des amphibiens
dans toute I'Europe. Il est cependant non spécifique (Prudhoe and Bray, 1982). Il couvre une
zone tres vaste du globe (Afrique du Nord, Moyen Orient, Europe, Inde, Asie du sud

est) (Jones, 1987).

2) Taxonomie par génétique moléculaire

Les nouvelles méthodes d’approche par génie génétique ont permis récemment de
valider la classification historique par description morphologique de N. dispar au sein des
Cyclophyllidea. Cette étude a permis de bien montrer la relation phylogénique relativement
étroite avec la famille Taeniidae, parasites des mammiferes comme les genres Echinococcus
sp. et Taenia sp. et les familles Hymenolepididae et Anoplocephalidae également parasites
de mammiféres.

On peut également émettre I'hypothése que la divergence des parasites est
postérieure a celle des hoétes et traduirait une spécialisation secondaire des parasites. Une
précédente étude morphologique de Hoberg et al. (1999) soutient cette hypothése. Le
séquencage d’autres régions d’ADN permettrait de voir les liens génétiques avec d’autres

espéces de la famille des Nematotaeniidae.
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B : CYCLE DE DEVELOPPEMENT DE N. DISPAR

Les cycles de développement au sein des Nematotaeniidae ne sont que trés peu
connus actuellement. Il s’agit principalement d’hypothéses élaborées a partir des
connaissances de I'Ordre des Cyclophyllidea.

H. arborea est un hote définitif de N. dispar, mais on ne sait pas exactement a quel
moment de son propre cycle évolutif la grenouille s’infeste.

Le parasite adulte vit dans la lumiére intestinale de son hote, fixé a la muqueuse
grace a ses ventouses. La reproduction sexuée croisée entre plusieurs proglottis conduit a
I’élimination de proglottis matures via les féces. Ces derniers contiennent les capsules
oviferes qui contiennent elles-mémes un ou plusieurs ceufs (Figure 17). Dans I'ceuf se trouve
« I’'embryon hexacanthe », entouré de I'appareil piriforme.

Cet ceuf est alors ingéré par un invertébré aquatique encore inconnu qui sert de
premier hote intermédiaire. La larve hexacanthe se développera dans I'organisme de se
dernier.

Ce premier héte intermédiaire se fera ensuite lui-méme ingérer par un second hote
intermédiaire. Ce dernier devrait étre un invertébré arthropode, mais nous n’en savons pas
d’avantage. Dans l'organisme de ce dernier la larve hexacanthe se développera en larve
cycticercoide.

Enfin, nous ne savons pas si le cycle de développement fait intervenir un troisieme
hote intermédiaire avant I'hote définitif ou si c’est directement H. arborea qui s’infesterait
en ingérant le second hote intermédiaire. Dans tous les cas la larve termine son
développement en adulte dans le tube digestif de son hote permettant au parasite de

boucler son cycle évolutif.
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Figure 17 : Cycle de développement de N. dispar.

Il : DIPLODISCUS SUBCLAVATUS ET
OPISTHODISCUS SP.

A : TAXONOMIE

Les informations sur la classification et la description morphologique de N. dispar
proviennent de différents ouvrages (Gibson et al., 2005; Ndasmark, 1937; Prudhoe and Bray,

1982; Yamaguti, 1975, 1971).

1) Phylogénie classique : classification morphologique
D. subclavatus et Opisthodiscus sp. appartiennent a [|'Embranchement des

Plathelminthes, a la Classe des Trématoded (non segmentés), a la Sous-classe des Digenes et

a I’Ordre des Echinostomida (Figure 18).
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SOUS-CLASSE : Digenea

A 4

ORDRE: Echinostomida

SUPERFAMILLE :

Paramphistomoidea
L4
FAMILLE : FAMILLE :
Diplodicidae Cladorchiidae
A4

SOUS-FAMILLE :
Schizamphistominae

4 A4

Diplodiscus subclavatus Opisthodiscus sp.

Figure 18 : Arbre phylogénique résumant la taxonomie de D. subclavatus et de
Opisthodiscus sp.

a) Diplodiscus subclavatus
- Trématode
D. subclavatus appartient a la Classe des Trématodes par son apparence vermiforme
aplati non segmenté et par la présence de ventouses.
- Digenea
La Sous-classe des Digenes regoupe les parasites présentant un cycle de

développement hétéroxene par opposition a la Classe des Monogénes qui, elle, répertorie
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les parasites a cycle de développement monoxene. Les stades évolutifs sont également
différents entre ces deux Classes.

D. subclavatus appartient aux Digenes par la présence d’un organe d’attachement couvrant
moins de la moitié de la surface ventrale du corps. Ce sont des parasites de vertébrés
principalement et tres rarement d’invertébrés.

- Echinostomida

Cet ordre largement représenté est retrouvé comme parasite de tous les groupes de
vertébrés, en grande partie chez les mammiféres herbivores.

Il est caractérisé par un corps de forme plus ou moins conique, des gonades males et
femelles différenciées ou non, des ventouses ventrales et orales présentes ou non et un
tégument externe épais permettant de résister aux enzymes et sucs digestifs de I'hote.

- Diplodiscidae

Ce sont des parasites cosmopolites des amphibiens et reptiles, une seule espéece est
décrite comme parasitant des poissons.

D. subclavatus appartient a la famille des Diplodiscidae du fait de son corps de petite
taille, son pharynx muni d’une paire de sacs primaires et son absence de poche ventrale. De
plus il présente des gonades males et femelles différenciées avec un unique testicule et
possede un sac du cirre.

- Diplodiscus

Ce genre est décrit comme parasite des amphibiens et reptiles en Europe, Asie et
Afrique. Il se trouve dans les intestins, principalement dans le rectum des animaux.

D. subclavatus appartient a ce genre par la présence d'un acetabulum
ventroterminal, de caeca courts latéralisés, d’une vésicule séminale externe au testicule,
d’un sac du cirre, d’un utérus intercaecal et de glandes vitellogenes bien développées dans
les zones latérales du corps.

- subclavatus

D. subclavatus (Figure 19) est décrit en France et dans le reste de I'Europe ou il
infeste le gros intestin et le rectum de nombreux anoures tels que Hyla sp., Rana sp.,
Leptodactylus sp., Bufo sp. ainsi que de certains urodeéles.

Cette espéce est caractérisée par un acetabulum ventroterminal, une ventouse

ventrale acetabulaire, des bulbes oesophagiens, un testicule médian a I'équateur du corps,
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des ovaires localisés caudalement au testicule, un utérus situé entre les deux caeca, ainsi

gu’un pore génital situé au niveau de la bifurcation caecale.

Ventouse apicale

Pharynx
Sacs primaires ou bulbes
pharyngiens

Tégument externe

Pore génital
(Esophage et bulbes oesophagiens

Pore génital

Utérus

Caeca

Testicules

Ovaires

Glandes vitellogénes

Acetabulum
Ventouse ventrale

acetabulaire (ventouse
accessoire postérieure)

Diplodiscus subclavatus Opisthodiscus diplodiscoides

Figure 19 : Adultes Diplodiscus subclavatus a gauche et Opisthodiscus diplodiscoides a
droite, (Yamaguti, 1975, modifié).

b) Opisthodiscus sp.
- Trematoda
- Digenea
- Echinostomida
- Paramphistomoidea
Cette superfamille est décrite comme parasite de tout type de vertébrés,
esstiellement les mammiferes herbivores.
Opisthodiscus sp. appartient a cette superfamille par la présence d’une ventouse

ventrale situé a I'extrémité postérieure du corps.
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- Cladorchiidae

Cette famille est décrite comme parasite cosmopolite du tube digestif des
amphibiens, reptiles, poissons et mammiferes.

Opisthodiscus sp. appartient a cette famille par son absence de poche ventrale ainsi
que de bulbe pharyngien. Il présente par ailleurs deux testicules et des glandes vitellogeénes
localisées en zones latérales.

- Schizamphistominae

Cette sous-famille est décrite comme parasitant le tube digestif (et rarement la
vessie) des reptiles et amphibiens, rarement des poissons.

Opisthodiscus sp. appartient aux Schizamphistominae par I'absence de ventouse
génitale et par la présence d’un sac du cirre et des deux testicules localisés entre les caeca.

- Opisthodiscus

Ce genre est décrit comme parasite du rectum des amphibiens en Europe et Afrique
du nord. Il a été décrit en France chez Rana sp. mais jamais chez Hyla sp..

Les caractéristiques de ce genre sont un corps petit et court, large postérieurement
et fin antérieurement (Figure 19). Il présente un acetabulum ventroterminal tres large muni
d’une ventouse accessoire. Il possede également un oesophage trés court avec des bulbes
cesophagiens. Les testicules sont situés juste caudalement au milieu du corps. La vésicule
séminale est externe aux testicules et le pore génital est localisé avant la bifurcation caecale,
ventralement a I'cesophage. Les ovaires sont localisés caudalement aux testicules en région
inter-caecale et les glandes vitellogenes sont trés développées occupant toutes les zones

latérales depuis I'cesophage jusqu’aux extrémités caecales.

2) Ancienne classification et difficulté d’identification
Dans I'ancienne classification morphologique D. subclavatus et Opisthodiscus sp.
étaient tres proches. lls étaient classés au sein de la famille Paramphistomidae et de la sous-
famille Diplodiscinae (Ndsmark, 1937; Yamaguti, 1971). La différenciation de ces deux parasites
sur des critéres morphologiques réside en grande partie sur la présence d’un seul testicule
chez D. subclavatus et de deux testicules chez Opisthodiscus sp., cependant ces testicules
sont souvent masqués par le développement de I'utérus trés proche souvent rendu opaque

par la présence d’ceufs en grande quantité.
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B : CYCLE DE DEVELOPPEMENT DE DIPLODISCUS SUBCLAVATUS

H. arborea peut étre parasitée par ce trématode, cependant le stade de
développement a partir duquel la rainette s’infeste est encore inconnu, bien que le parasite
ait été retrouvé chez des tétards en métamorphose.

Le parasite adulte vit donc accroché a la muqueuse du gros intestin et du rectum des
anoures. La reproduction sexuée du parasite entraine la libération dans le milieu extérieur
via les feces de grandes quantités d’ceufs embryonnés a la ponte, mesurant environ 140x70
um (Figure 20) (Yamaguti, 1975).

Dans |'ceuf se développe le miracidium, premier stade larvaire. Il n’est pas décrit
comment le premier hote intermédiaire s’infeste, si c’est par ingestion passive de |'ceuf
contenant la larve ou bien si le miracidium émerge de I'ceuf et pénetre activement I’hote.
Dans tous les cas, le premier hote intermédiaire est un gastéropode appartenant a différents
genres tels que Planorbis sp., Physa sp., Lymnaea sp..

Le miracidium se développera en sporocyste, mesurant environ 480 um de long, dans
le foie de son héte. Trois semaines apres I'infestation du gastéropode on observe les rédies
matures (mesurant environ 200 um de long) dans le sporocyste. Il n’y a pas de multiplication
du sporocyste par scission.

Les rédies quittent le sporocyste et migrent dans les gonades de I'hGte ou elles
terminent leur transformation en cercaires. Un sporocyste peut engendrer jusqu’a 20
cercaires et il faut 8 a 12 semaines apres l'infestation pour observer les premiers cercaires.
Ce stade présente une queue et est tres mobile.

Les cercaires quittent alors leur premier hote et peuvent survivre plus de 24 h dans
un milieu aquatique a la recherche de leur prochain hoéte. Ainsi s’ils trouvent I'hote
amphibien définitif ils vont s’enkyster sous forme de metacercaire sur I'épiderme de ce
dernier qui ingérera les parasites lors de sa prochaine mue. S’ils ne parviennent pas a
trouver d’hdte définitif ils s’enkysteront dans la vase et pourront parfois étre ingérés par
inadvertance en méme temps qu’une proie par I’hote définitif.

Une fois ingérés par [I'hote définitif, les metacercaires termineront leur
transformation en adulte dans le tube digestif de leur hote, bouclant ainsi le cycle évolutif du

parasite.
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Figure 20 : Cycle de développement de D. subclavatus.

Il est a noter que le cycle de développement de Opisthodiscus sp. est toujours
inconnu a ce jour et aucune description des éléments parasitaires n’a été réalisée

74



PARTIE 3 : COMPORTEMENT DE LA
REPRODUCTION ET LIEN AVEC LE
PARASITISME

Nous allons présenter dans cette partie les connaissances théoriques actuelles sur le
comportement de la reproduction et I'implication potentielle du parasitisme dans cette
problématique. Cette partie servira de base bibliographique pour le second chapitre, partie

3.

:_,\ \-.':

Figure 21 : Couple H. arborea réalisant 'amplexus, male a gauche, femelle a droite
(Troianowski, 2012)

| : COMPORTEMENT ET STRATEGIE DE LA
REPRODUCTION

Chez de nombreuses espéces comme chez H. arborea, les individus d’'un méme sexe
entrent en compétition pour accéder au partenaire sexuel en vue de se reproduire.
L'investissement généralement supérieur des femelles dans la reproduction génére une

compétition plus forte entre les males (Cunningham and Birkhead, 1998). Ainsi, la sélection
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sexuelle peut s’effectuer a deux niveaux (Danchin and Cézilly, 2005). Au niveau intrasexuel,
la sélection peut s’opérer selon une compétition directe entre les males, soit par
interférence, lors d’affrontements physiques, soit par exploitation, lorsque I'obtention d’une
femelle par un male limite la disponibilité de celle-ci pour les autres males. Au niveau
intersexuel, les males sont soumis a une compétition indirecte car dépendante du choix
effectué par les femelles. Le succées différentiel des males dans ces deux domaines favorise
I’évolution de certains traits phénotypiques comme des organes locomoteurs et sensoriels
efficaces ou encore des caracteres attractifs pour les femelles.

A travers la sélection de leur partenaire sexuel, les femelles tirent des bénéfices en
termes d’aptitude phénotypique (Lozano, 1994; Pfennig and Tinsley, 2002; Richardson et al.,
2008). Ces bénéfices peuvent étre directs s’ils procurent un avantage matériel immédiat
(comme l'aide dans les soins parentaux), et indirects s’ils dépendent uniquement des génes
transmis a la descendance. Ainsi les femelles peuvent choisir les males pour leur « bons »
genes via leurs caracteres sexuels secondaires (Mgller, 1990).

Par conséquent, les femelles ont la capacité d’améliorer leur succés reproducteur en
choisissant les males selon des caracteres sexuels secondaires reflétant honnétement leur
qualité. D’aprés le principe du handicap (Zahavi, 1975), la fiabilité de ces signaux repose
essentiellement sur le co(t requis pour leur production. En effet, seuls les meilleurs individus
seraient capables d’exprimer un trait phénotypique qui diminue potentiellement leur survie
ou leur état général. Le co(t imposé par un tel signal peut étre physiologique, directement
lié a la dépense énergétique nécessaire pour sa production et sa maintenance, et/ou
comportemental par une exposition plus élevée aux risques de prédation (Kodric-Brown and
Brown, 1984). Cependant, la qualité réelle des males peut également provenir d’une
contrainte physique inhérente au signal. Par exemple, les fréquences acoustiques produites
par les males, chez H. arborea, sont corrélées négativement a la taille et au poids (Friedl and
Klump, 2002). Les plus grands et gros individus émettent donc des basses fréquences
préférées par les femelles. Généralement, les femelles utilisent plusieurs signaux pour
évaluer la qualité des males tels que des traits morphologiques, acoustiques, olfactifs,
tactiles ou comportementaux (Candolin, 2003).

Par ailleurs, les ornementations des males, dans de nombreuses espéces, sont
dépendantes de la présence de caroténoides. Cela a été montré chez de nombreux oiseaux :

par exemple, chez le merle noir (Turdus merula) (Faivre et al., 2003), chez la mésange bleue
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(Cyanistes caeruleus) (del Cerro et al., 2010), chez le Lagopéde d’Ecosse (Lagopus lagopus
scoticus) (Martinez-Padilla et al., 2007) mais aussi chez des poissons comme le guppy
(Poecilia reticulata) (Lozano, 1994). Or, ces pigments ont un role crucial dans I'efficacité de la
réponse immunitaire (cf. paragraphe suivant), puisqu’ils sont également mobilisés dans la
lutte contre le stress oxydatif di a la réponse immunitaire (Lozano, 1994). Donc, seuls les
males avec de beaux ornements et un systéme immunitaire compétent seraient capables
d’exprimer des caractéres sexuels secondaires de bonne qualité (Lozano, 1994; Martinez-
Padilla et al., 2007).

Chez les especes se reproduisant en lek (systéme courant chez les anoures), les males
se regroupent lors de la saison de reproduction sur des sites spécifiques pour effectuer leur
parade nuptiale (Sullivan et al., 1995). Les femelles obtiennent alors exclusivement des
bénéfices indirects puisque les males ne défendent aucune ressource ni aucun territoire ni
ne participent a I'élevage de la progéniture (Danchin and Cézilly, 2005). Seuls les males
capables de produire des signaux sexuels colteux tels que le chant et la coloration du sac
vocal, appelés males « chanteurs », pourront réaliser I'amplexus et ainsi fertiliser la ponte.
Cependant, les autres males, incapables de rivaliser avec les premiers, pourront adopter des
stratégies alternatives de reproduction afin de maximiser leur succes reproducteur
(Taborsky et al., 2008). Ces stratégies se référent a tous traits phénotypiques
comportementaux qui permettent a un individu d’accéder a la reproduction par une voie
alternative. Ainsi, chez les anoures, les males peuvent adopter une stratégie alternative en
adoptant un statut « satellite » qui leur permet d’exploiter I'investissement d’un male «
chanteur » (Zamudio and Chan, 2008). Cette stratégie se produit au moment de I'amplexus
(Figure 21). Elle se différencie de la stratégie de « sneaker » qui se déroule lors de la
fertilisation de la ponte. Ainsi on défini les couples « chanteur-satellite » qui se composent
d’un male ayant adopté un statut reproducteur « chanteur » qui émet donc des vocalisations
et d’'un autre male ayant quant a lui adopté un statut « satellite ». Ce dernier dont le sac
vocal est dégonflé reste silencieux et positionné a proximité du premier pour tenter
d’intercepter la femelle attirée par le « chanteur » (Zamudio and Chan, 2008). Ces
associations particulieres ont notamment été étudiées au sein de la famille des Hylidés

(Berec and Bajgar, 2011; Castellano et al., 2009; Humfeld, 2008).
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Il : LIEN AVEC LE PARASITISME

Hamilton et Zuk ont émis I'hypothese selon laquelle le choix du partenaire sexuel par
la femelle serait préférentiellement influencé par I'état d’infestation parasitaire des males
(Hamilton and Zuk, 1982). Ceci implique alors que I'expression phénotypique des males
repose sur leur bon état de santé et que cette résistance aux maladies, ou aux parasites par
exemple, est transmissible a la descendance (Mgller, 1990).

Par ailleurs, les ornementations des males dépendent de la présence de caroténoides,
ces pigments ayant un réle crucial dans I'efficacité de la réponse immunitaire (cf. paragraphe
précédent) puisqu’ils sont également mobilisés dans la lutte contre le stress oxydatif de la réponse
immunitaire (Lozano, 1994). Ainsi, seuls les males avec de beaux ornements et un systéme
immunitaire compétent seraient capables d’exprimer des caractéres sexuels secondaires de bonne
qualité (Lozano, 1994; Martinez-Padilla et al., 2007). Les animaux étant incapables de les synthétiser,
les caroténoides constituent une ressource limitante uniquement accessible par I’alimentation (Olson
and Owens, 1998). En conséquence, les caroténoides pourraient étre I'objet d’un compromis
d’allocation entre I'immunité et la coloration témoignant indirectement de la résistance parasitaire
des males (David and Heeb, 2007; Lozano, 1994) : les males avec une bonne immunité, donc peu
parasités, pourraient utiliser plus facilement les caroténoides pour produire des signaux
sexuels bien visibles et attractifs.

La premiére conséquence d’une infestation parasitaire est la baisse de performances
et de I'état général de I’h6te (Sangster, 2002). Trois mécanismes non mutuellement exclusifs
peuvent étre a l'origine des variations concernant les caractéristiques morphologiques.
Premieérement, le parasite réduit I'énergie disponible pour la croissance de son hote en
utilisant directement une partie de ses ressources alimentaires (Kyriazakis et al., 1998).
Deuxiemement, pour les parasites transmis par ingestion, ’hdte peut restreindre sa prise
alimentaire par un comportement d’anorexie suite a I'infestation (Kyriazakis et al., 1998). Ce
second mécanisme peut étre percu comme un symptome de l'infestation ou comme un
mécanisme de lutte apportant a I'hote une réponse immunitaire plus efficace ou lui
permettant d’étre plus sélectif dans le choix de son alimentation et de diminuer le risque
d’une surinfestation. Enfin, le troisieme mécanisme repose sur le fait que l'infestation va
générer un compromis d’allocation chez I’'h6te entre la défense immunitaire et la croissance

(van der Most et al., 2011).
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Par ailleurs, on sait que certains parasites manipulent le comportement des hétes a
leur avantage (Adamo, 2003; Agnew et al., 2000; Cézilly et al., 2010; Nerissa Ramnath, 2009),
par action sur le systéme nerveux et/ou sur le systéme immunitaire. On retient dans la
multitude d’exemples, celui de Dicrocoelium dendriticum (lanceolatum) qui vit dans le foie
des ruminants (hotes définitifs). Le parasite infeste la fourmi du genre Formica sp. (hote
intermédiaire). Cette derniere ingére les cercaires qui vont s’enkyster en métacercaires dans
différentes localisations dans I'organisme de I'insecte, dont les ganglions nerveux. La fourmi
va alors s’accrocher aux brins d’herbe grace a ses mandibules au moment du pic de repas
des ruminants augmentant ses chances de se faire dévorer par I’'hote définitif (Nerissa
Ramnath, 2009).

En diminuant le succes reproducteur des males infestés, les parasites permettent un gain
énergétique pour I'hote qu’ils exploitent a leur propre compte. Ainsi ils potentialisent
I'ingestion de nutriments sans diminuer la survie de leurs hotes définitifs ou sans trop
affecter leur santé générale. Cependant, ces orientations comportementales (diminution de
I'alimentation, orientation de la stratégie de reproduction) pourraient également étre des
mécanismes de défense de I’'hbte contre les parasites. En diminuant son métabolisme, I'h6te
diminue également sa température corporelle ce qui peut potentialiser I'efficacité de sa
réponse immunitaire et ralentir indirectement le métabolisme des parasites ainsi que son

cycle évolutif (Cézilly et al., 2010; Nerissa Ramnath, 2009; Sangster, 2002).

CONCLUSION

Ainsi, I'anatomie, la physiologie et en particulier le comportement de reproduction
de H. arborea sont relativement bien connus. Cependant il reste encore un certain nombre
d’inconnues, particulierement sur les femelles : on ne connait que peu de chose sur leurs
comportements alimentaires et de reproduction, ou la discrimination des partenaires
sexuels potentiels. D’autre part, les agents pathogenes de H. arborea sont relativement peu
étudiés, en particulier leur parasites, que ce soient leurs cycles de développement ou leurs

conséquences sur I’hote.
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CHAPITRE SECOND :
ETUDES
EXPERIMENTALES
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PARTIE 1 : APPORTS DANS
L’ IDENTIFICATION COPROLOGIQUE DES
INFESTATIONS PAR N. DISPAR ET PAR UN
TREMATODE DIGENE

Cette partie permet de mettre en avant les découvertes réalisées au cours de notre
travail concernant les formes et stades parasitaires des deux helminthes digestifs observés
lors d’analyses coprologiques, deux helminthes digestifs étudiés.

Nous verrons tout d’abord la réalisation de la coloration des deux parasites et son apport
dans l'identification des spécimens.
Ensuite nous décrirons les formes parasitaires de N. dispar puis celles du trématode digene,

observées lors d’analyses coprologiques.

| : COLORATIONS DES PARASITES

Des spécimens entiers de parasites ont été obtenus par lavements du tractus digestif
de males H. arborea (cf. Chapitre 2, Partie 2). Leur coloration selon un protocole spécifique
aux trématodes et cestodes (décrit en Annexe 2) a été réalisée afin d’avoir de meilleurs
contrastes anatomiques en vue de l'identification précise des deux parasites (Figure 22). Les
lames colorées et I'identification ont été réalisées grace a la collaboration du Professeur Jean
Mariaux, Responsable du Département des Invertébrés, du Muséum National d’Histoire
Naturelle de Genéve, Suisse.

Nous avons pu observer grace a ces colorations I'ensemble des critéres de diagnose
de N. dispar détaillées précédemment (cf. Chapitre 1, Partie 2). Ce sont ces colorations qui
ont permis d’identifier le trématode digéne, cependant nous n’avons pu conclure quant a
I'espece précise a laquelle il appartient. En effet I'utérus de grande taille, rempli d’ceufs nous
empéche d’observer les caractéristiques morphologiques de diagnose certaine. C'est pour
cela que nous avons détaillé les deux trématodes digénes suivants: D. subclavatus et

Opisthodiscus sp., car il est certain que le parasite étudié soit I'un des deux.
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Il : FORMES PARASITAIRES DE N. DISPAR EN COPROLOGIE

La coproscopie est la technique la plus couramment utilisée pour mettre en évidence
une infestation par les cestodes que ce soient chez les amphibiens ou chez d’autres espéces
(Beugnet et al., 2004; Thienpont et al., 1979; Wright and Whitaker, 2000).

Cependant aucune description des éléments parasitaires de dissémination n’a encore
été publiée pour N. dispar.

La technique coproscopique, mise en place pendant ma premiere année de travail (cf.
Chapitre 2, Partie 2), a permis de mettre en évidence les différents éléments de N.dispar.
L'identification des éléments parasitaires a été réalisée au microscope numérique CX31

(Olympus™) objectif X4, X10 ou X40 (Figure 23).

A : Parasites entiers

On observe parfois dans les feces, a I'ceil nu, le parasite. Il apparait entier ou en
morceaux. Sa taille varie de 4 a 25 cm, de couleur blanchatre opaque. Parfois on ne trouve
pas de proglottis matures a I'extrémité postérieure de I'animal, la segmentation étant alors
peu marquée.

A I'observation au microscope on met en évidence le scolex, le strobile ainsi que les
proglottis immatures ou en maturation qui renferment les organes para-utérins, voire les
proglottis matures, renfermant les capsules oviféeres contenant les ceufs, ces derniers étant

préts a étre évacués dans le milieu extérieur.

B : Proglottis matures

On retrouve a I'examen coproscopique des segments matures en état ou en
morceaux. Leur taille varie de 300 a 500um, rendant leur visualisation a I'observation directe
relativement difficile. Le nombre de capsules oviferes qu’un segment peut contenir est tres

variable, allant de 10 a 35 dans les 50 proglottis entiers étudiés.
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C : Capsules oviferes

Les capsules oviféres dont la taille varie entre 45 et 63 um sont facilement
identifiables a I'examen coproscopique (Figure 23, 2). La capsule, de forme sphérique,
possede une paroi lisse relativement épaisse, constituée de plusieurs assises cellulaires
paralléles les unes aux autres. A I'intérieur on observe un ou plusieurs ceufs dont le nombre
varie entre 1 et 4 pour les plus de 500 capsules oviferes observées. On les observe parfois en

train de se rompre et donc en train de libérer leurs ceufs.

D : Embryophores ou ceufs

Ils sont observables au microscope, directement dans les capsules, comme décrit ci-
dessus, ou bien libres dans le champ. lls sont ovoides, entourés d’une paroi lisse fine appelée
oncosphére et leur taille varie entre 13 et 20um pour les 40 ceufs observés. A l'intérieur,
I'embryon appelé « larve hexacanthe » est typique des Cyclophyllidea au sens large. Son
nom « hexacanthe » a pour origine les trois paires de crochets portées par cette invagination
de scolex qui constitue la larve. Cet embryon, entouré de |'appareil piriforme, occupe
guasiment l'intégralité du volume de I'ceuf et on I'observe régulierement en mouvement

dans son enveloppe protectrice.

N. dispar : parasite mesurant 4 a 25cms dans notre étude, éliminant via les feces,
des proglottis matures (300 a 500um de long) contenant 10 a 35 capsules oviféres (45 a
63um de diametre) contenant elles-mémes 1 a 4 ceufs (13 a 20um de diametre) contenant
I’embryon hexacanthe dont les 3 paires de crochets sont bien visibles, ainsi que I'appareil

piriforme

Il : ELEMENTS PARASITAIRES DE TREMATODE DIGENE EN
COPROLOGIE

Les parasites adultes obtenus par vidange du tractus digestif des animaux mesurent
entre 4 et 8mm de long dans notre étude, avec 8 parasites observés. Seule |a taille des oceufs

est décrite dans la littérature (Yamaguti, 1975). Les ceufs mesureraient environ 140x70um
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pour D. subclavatus, mais aucune redescription n’a été réalisée depuis a ma connaissance.
Les ceufs mesurés dans I'utérus du parasite adulte sont de I'ordre de 100 a 125um par 60 a
70um pour 10 ceufs mesurés. Les ceufs observés a I'analyse coproscopique sont trés
caractéristiques (Figure 24). lls sont ovoides, mesurant de 71x40 um a 105x60 um dans notre
étude, avec 30 ceufs mesurés. lls sont verdatres a brunatres et possedent une paroi lisse et
fine. lls présentent a leur extrémité apicale un opercule caractéristique bien visible a
I’analyse coproscopique. lls présentent un contenu cellulaire et une certaine paleur centrale.
Leur taille apparait variable a I’analyse coproscopique du fait de la solution de sulfate de zinc
qui peut abimer les ceufs. De méme, la préparation du parasite adulte, lors de la coloration,

a pu dilater ou écraser certains ceufs expliquant ainsi les différences de taille observées.

Trématode digéne, identifié comme D. subclavatus ou Opisthodiscus sp.: parasite
mesurant 4 a 8mm de long éliminant des ceufs caractéristiques dans le milieu extérieur.
Ces derniers mesurent de 60x40 pm a 105x60 um, présentent un opercule a I'extrémité

apicale et sont de couleur verdatre a brunatre avec une certaine paleur centrale.
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Figure 22 : Photographies de parasites colorés (Mariaux, 2013) 1 : N. dipar. a) b) détails scolexc ; c)
organes parutérins en début de formation ; d) organes parutérins formés ; e) segments matures. 2 :
Trématode. a) parasite entier ; b) détail ventouse accessoire postérieure ; ¢) détail ventouse apicale.
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Figure 23 : Photographies de N. dispar. 1 : segments. a) segment coupé en deux, 487,80x189,70 um, X4 ; b)
399,11x182,31um, X10 ; c) capsules oviféres contenant les ceufs dans un segment, celle a gauche 43,36um et
celle a droite 42,15um, X40. 2 : Capsules oviferes isolées. a) celle du haut 61,59um et celle du bas 56,66um,
X10; b) 56,61um, X40 ; c) celle de gauche 45,77um, celle en haut 53um, celle en bas 49,98um, X40. 3 : ceufs et
débris de capsules oviféres. a) un ceuf, 13,25um, X40 ; b) quatre ceufs, environ 18um, X40.
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Figure 24 : Photographies des ceufs du trématode. 1: ceufs non abimés. a) 106x66,25 um, X4. b)
106x66,25 um, X10. ¢) 100,7x68,9 um, X10. d) 106x74,2 um, X10. 2 : ceufs abimés par la solution de
sulfate de zinc. a) 74,2x58,3 um, X10. b) 71,55x47,7 um, X10.
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PARTIE 2 : MISE EN PLACE D’UNE
TECHNIQUE COPROLOGIQUE ADAPTEE AUX
FECES DE TRES PETITE TAILLE ET ETUDE
COPROSCOPIQUE

Nous allons décrire dans cette partie la démarche qui nous a permis de mettre au
point une technique coprologique adaptée a notre modele d’étude, H. arborea. Nous avons
réalisé différentes étapes au cours de notre travail afin de maximiser la détection des

infestations par les deux helminthes digestifs décrits précédemment.

| : INTRODUCTION

Les infections parasitaires chez les animaux sauvages étant souvent
asymptomatiques ou passant inapercues par défaut d’examen clinique possible, on les
diagnostique par identification des ceufs, larves et adultes de parasites (récoltés sur animaux
vivants ou morts), grace a leurs tailles et leurs structures (Foreyt, 1989). Différentes
techniques sont utilisées afin de détecter puis de concentrer les éléments parasitaires
présents dans les excréments des hotes. Les techniques de flottations sont le plus souvent
utilisées pour les parasites gastro-intestinaux, notamment les nématodes et les protozoaires.
C'est la technique de référence chez le chien, permettant la mise en évidence de la grande
majorité des infestations parasitaires (Dryden et al., 2005). En effet la migration des
éléments (parasites et débris) dans la solution de flottation est basée sur leur gravité
spécifique et sur le type de solution utilisée (sulfate de zinc, sulfate de magnésium, sucrose,
iodomercurate de potassium, nitrate de sodium...) dont la densité est différente. En effet les
ceufs de la plupart des parasites présentent une gravité spécifique comprise entre 1.05 et
1.23 (David and Lindquist, 1982). Pour qu’un élément flotte il est nécessaire que la densité
de la solution de flottation soit plus élevée que la gravité spécifique de I'élément en
question : les solutions les plus denses atteignant une densité de 1,44. Le choix de la solution

de séparation doit étre fonction de sa toxicité, de son prix ainsi que de la facilité d’utilisation.
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La technique de flottation avec centrifugation permet de réduire le temps nécessaire a la
remontée des éléments parasitaires jusqu’a la surface.

Cependant certains ceufs comme ceux des Trématodes et de Cestodes ne flottent pas
trés bien et sont mieux concentrés par les techniques de sédimentation (Robertson et al.,
2000). Le probléme majeur de ces méthodes provient du fait que les débris sont
relativement denses et apparaissent en grande quantité pouvant géner considérablement la
réalisation de I'examen coprologique. Certains auteurs préconisent donc de coupler une
méthode par centrifugation puis une méthode par flottation, cependant cela nécessite plus
de temps et une quantité de matériel plus importante qui fait souvent défaut dans les
cliniques vétérinaires (Katagiri and Oliveira-Sequeira, 2010). En effet ces derniers
investissent généralement dans une seule des deux méthodes.

D’autre part trées peu de protocoles sont décrits afin de réaliser I'examen
coprologique chez les animaux de petite taille, ces derniers pouvant étre des reptiles,
rongeurs, amphibiens etc... Ce sont ces mémes animaux que l'on retrouve en médecine
vétérinaire, dénommés sous le terme de Nouveaux Animaux de Compagnie (NAC). Les
difficultés a réaliser cet examen coprologique viennent tout d’abord de I'extréme diversité
d’espéces animales qu’ils représentent et de I'extréme diversité de leur régime alimentaire.
Par ailleurs des détails techniques constituent également des barrieres, tels que la quantité
parfois minime de selles émises et leur fréquence d’émission, le régime alimentaire de
certaines espéeces augmentant considérablement la quantité de débris génant la lecture, les
artefacts non décrits dans la littérature pouvant conduire a une lecture et une interprétation
fausse de I'examen coprologique ainsi que les méconnaissances sur les parasites en eux
mémes.

Chez les Amphibiens et plus précisément au sein des anoures, les parasites gastro-
intestinaux sont moyennement connus, bien que décrits dans la littérature. On retrouve des
coccidies, des nématodes, des trématodes et des flagellés. Les cestodes sont également
décrits, mais moins étudiés (Al-Sorkhy and Amr, 2003; Hoff et al., 1984; Jones, 1987;
Mokhtar-Maamouri and Chakroun, 1984; Wardle and Radinovsky, 1975; Wright and
Whitaker, 2000).

Le but de cette étude a été dans un premier temps de mettre en place une technique
coprologique adéquate et relativement peu colteuse, utilisable et parfaitement adaptée a

notre modele biologique H. arborea.
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Nous avons comparé la qualité de la technique coproscopique mise en place dans
cette étude a celle d’'une méthode par lavements, couramment utilisée pour les grenouilles
(Troianowski, 2011), inspirée de Sole et al. (2005) mise au point a I'origine pour étudier le
régime alimentaire des amphibiens d’espéces protégées (Legler, 1977). En I'absence de
bilans parasitaires possibles, nous avons considéré cette méthode comme technique de
référence puisqu’elle est sensée permettre de recueillir les parasites adultes, par rapport aux
analyses coproscopiques qui sont seulement le reflet de I'excrétion fécale des ceufs de ces
parasites.

Dans un second temps nous avons cherché a étudier, grace a une technique de coproculture
adaptée, le statut parasitaire vis-a-vis des nématodes parasites (digestifs et/ou respiratoires)
d’un échantillon de quatre males H. arborea de la population étudiée. Dans un troisieme
temps la description et I'identification des artefacts en coproscopie ont été réalisées, ces
derniéres pouvant fournir des informations, entre autre sur le régime alimentaire des

animaux.

Il : MATERIEL ET METHODE

A : Modeles biologiques et échantillonnages

Les rainettes arboricoles, H.arborea, on été capturées dans la mare « des Planches »
a proximité de la commune d’Optevoz (Isére, France : 5°21'07"’E, 45°44’20”N). Cette

¢ année ; 2°™ année).

opération a été réalisée durant deux années consécutives (1

Durant leur séjour au laboratoire, les animaux ont été conservés dans des terrariums
individuels contenant un point d’eau et une branche de noisetier. La piece de stockage était
maintenue a 22 + 2°C avec une photopériode de 15 h de jour, 9 h de nuit. Les individus ont
été nourris quotidiennement avec un grillon domestique vivant (Acheta domestica) (Figure
25). Les rainettes ont été gardées 15 jours en captivité durant lesquels les feces des animaux
ont été récupérées quotidiennement le matin a 10h puis I'apres-midi 16h et stockées par
jour dans des tubes Eppendorf identifiés. Les féces émises a proximité immédiate du point

d’eau ont souvent été récoltées avec de I'eau, alors que les autres ont été récoltés au sec.

Ces dernieres ont été conservées a +4°C afin de stopper le développement des parasites et
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micro-organismes jusqu’a réalisation de I’étude coprologique, c'est-a-dire entre 1 et 15 jours
post prélevement.
Pour quatre animaux les féces ont été récoltées de la méme maniére, mais ont

directement été mises en culture.

Figure 25 : Acheta domestica utilisés comme nourriture lors de notre travail expérimental
(Photographie personnelle, 2012).

B : Lavements digestifs

La vidange du tractus digestif a été réalisée sur chaque individu avant qu’il soit
relaché sur le site de capture, avec pour objectif de faire sortir les parasites digestifs
présents, selon une méthode inspirée de Sole et al. (2005).

La vidange du tractus digestif consiste en un lavement par voie buccale et un
lavement par voie cloacale, sans anesthésie. L'appareil de lavement consiste en une seringue
de 20 mL reliée a un tube flexible de diamétre externe 3mm et interne 2mm. En pratique la
contention des animaux a été réalisée a la main et 'embout de 'appareil de lavement a été
introduit dans la bouche ou dans le cloaque en veillant a ne pas causer de traumatisme. 30
mL d’eau distillée ont été injectés en maintenant une pression faible mais constante afin de
ne pas léser les organes internes. Nous avons récupéré et identifié les parasites éliminés
grace a ces lavements. Les résultats pris en compte ont été a la fois qualitatifs : présence ou
absence de N. dispar et du trématode mais aussi quantitatifs révélant I'abondance de

I'infestation par N. dispar.
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C : Techniques coprologiques

Trois techniques coprologiques classiques (Beugnet et al., 2004; Thienpont et al.,
1979) ont été réalisées et adaptées si nécessaire a la tres petite quantité de feces récoltées :
(a) I'étalement frais ; (2) la technique par enrichissement ; (3) I’'examen macroscopique.

L'observation et I'identification des éléments parasitaires ont été effectuées a 'aide
du microscope numérique CX31 (Olympus™). Les photographies ont été réalisées a I'aide de
la caméra numérique AxioCam ERc5s (Zeiss™). Concernant les prélévements de la premiere
année d’étude, les feces ne se trouvant pas dans de I'eau ont également été pesées sur

balance de précision APX-200 (Denver Instrument™) a £0.1mg.

1) Technique par étalement frais

Cet examen rapide et peu colteux, décrit par (Vlaemynck and Palermo, 2012), a été
réalisé sur le lot de feces récupéré durant la premiere année d’étude.

On dilue un aliquote (environ la moitié de I’échantillon) dans de I'eau distillée,
jusqu’a obtenir un mélange homogene, directement sur une lame. On recouvre
immédiatement avec une lamelle puis on observe au microscope (objectif X4, X10, X40 voire
X100). On observe attentivement l'intégralité de la lame au grossissement X4 et X10, on
confirme la diagnose au X40 voire X100 si besoin est.

Le matériel étalé sur la lame a été récupéré en lavant la lame et la lamelle a 'aide de
la solution de sulfate de zinc afin de réaliser la technique par enrichissement et pouvoir
comparer les résultats.

ere

Cette technique a été testée sur 31 feces de la 17 année.

2) Technique avec enrichissement par flottation

Cette technique consiste a séparer les éléments parasitaires des débris fécaux
organiques et non organiques et a les concentrer en surface suite a immersion dans un
liquide dense (Figures 26 et 27). Ici nous avons utilisé une solution de sulfate de zinc de
densité égale a 1,36.

L'intégralité de I’échantillon (poids nettement inférieur a 1 gramme) est diluée dans

quelques ml de solution de sulfate de zinc (d=1,36), d’abord en tube Eppendorf a 'aide
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d’une baguette fine. Il est nécessaire de bien déliter I’échantillon afin d’obtenir une solution
homogene sans morceaux.

La solution homogene est ensuite versée dans un verre a pied en plastique, puis la
solution de sulfate de zinc est ajoutée (gsp 15 mL). L'intégralité est immédiatement filtrée
dans un second verre a pied en plastique au travers d’un tamis en métal afin de retenir les
débris de taille trop importante (Figure 27). Le filtrat obtenu est immédiatement versé dans
un tube a essai en plastique de 15 mL jusqu’a obtenir un ménisque convexe sur lequel on
dépose une lamelle en veillant a ne pas créer de bulle d’air. Ensuite, un temps de repos de 4
heures est nécessaire, suivi d'une centrifugation pendant 5 minutes a 2000 tours par minute,
en veillant a équilibrer correctement le rotor (Figure 27). Enfin, la lamelle est récupérée
délicatement et déposée sur une lame correctement identifiée (en veillant toujours a
I'absence de bulle d’air). La lecture est alors réalisée de fagon classique au microscope
(objectif X4, X10, X40 voire X100).

Une partie des féces collectées durant la 1° année d’étude a servi a8 mettre au point
cette méthode par enrichissement. Une fois maitrisée, cette technique a été réalisée sur

I'ensemble des échantillons des deux années.

Poubelle
produits
toxigues

Tubesa \ R 2 ' .
essai - [ : . : Passoire
Y oo e -
. ’ ;g. .

Solution
de sulfate
de zinc

i_

:L’L- 5 e~ 3 e w a5 =
Porte : p &3 Verrea
tubesa ey — @ pied

essai

' sz Lames et
Tubes ) ; os lamelles

Eppendorf

contenant 1 — — . Pince mousse
les selles et baguette a
déliter

Figure 26 : Matériel nécessaire a la réalisation d’analyse coprologique par enrichissement
par flottation, la centrifugeuse ne figurant pas sur la figure.
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Quelques mL
de solution
de sulfate de
zinc

£

gspa 15mL
de solution
de sulfate de

1. Reéaliser un examen macroscopique systématiquement.

2. Ajouter quelques mL de solution de sulfate de zinc
homogénéiser les matieres fécales (intégralité de I'échantillon.

3. Transférer I'intégralité de I'échantillon dans le verre 1.

Puis 4, Ajouter jusqu’a 15mLau total de solution de

sulfate de zinc et mélanger dans le verre 1
jusqu’a obtenir un mélange homogene.

v~

o

11

5. Sansattendre, tamiser le contenu du verre 1 6.
dansle verre 2 a I'aide d’une passoire.

Sansattendre, verser le contenu du verre 2 dans un tube a
essai jusqu’a obtenir un ménisque convexe a ras bord.
Placer immédiatement et délicatement une lamelle centrée
sur le ménisque en appliquant une légére pression.

1 5 min a 2000 t/min
4h

®
®

®

8. Laisser le tube a essai reposer 4h a température ambiante.
9. Remplir un second tube avec de I'eau et équilibrer les deux
en les pesant avant de les placer dans la centrifugeuse.

10. Centrifuger 5 minutes a 2000 tours par minute.

11. Reécupeérer délicatement la lamelle et la poser sur une
lameidentifiée.

12. Observer'ensemble de la lame au microscope, d’abord a
faible grossissement puis moyen puis fort.

Figure 27 : Déroulement de la méthode classique modifiée d’enrichissement par flottation
(Figure personnelle, 2012).
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3) Examen macroscopique

L'examen direct a I'ceil nu a été réalisé directement dans le tube Eppendorf. Nous
avons évalué le volume, la couleur, la consistance, la présence de fragments alimentaires
non digérés, la présence éventuelle d’éléments parasitaires tels que les segments de
cestodes.

Cet examen macroscopique a été réalisé sur les échantillons de la 1% année prélevés

eme

sans eau et sur ’ensemble des échantillons de la 2°"" année d’étude.

D : Coproculture

Les feces de quatre individus ont été mise en culture dans des boites de Pétri de 5 cm
de diameétre. La culture est réalisée aprés avoir délité les feces délicatement avec des pinces
fines dans 8 mL d’eau distillée et quelques grains de charbon actif pou inhiber la croissance
bactérienne et fungique. Les féces ont ensuite été observé quotidiennement pendant 21
jours post émission, a la loupe binoculaire puis au microscope optique afin d’observer la
présence et I'évolution biologique d’éventuels nématodes. De I'eau distillée a été ajouté
lorsque I'évaporation était jugée trop importante.

Des témoins ont été réalisés afin de voir si des nématodes libres étaient présents
dans I’environnement des rainettes arboricoles. Les témoins utilisés ont été I'eau de la mare
mise en culture dans les mémes conditions que les feces en coproculture, de méme que les
sédiments de la mare. De la méme facon, I'eau du terrarium de captivité de chaque individu

a été mise en culture.

E : Identification des parasites

Les parasites ont été identifiés a partir de spécimens entiers obtenus suite a la
vidange du tractus digestif de certains males H. arborea (cf. Chapitre 2, partie 1) puis a leur

coloration et montage entre lame et lamelle.

F : Identification des artefacts

Elle a été réalisée lors de I'analyse coproscopique, de la méme maniere que la lecture

en vue de lidentification des éléments parasitaires. On décrira six catégories différentes
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d’artefacts : (a) morceaux ou parties d’insectes ; (b) grains de pollen ;(c) matériel fungique ;
(d) acariens ; (e) nématodes ; (f) autres.

L'identification précise et les photographies des grains de pollen ont été réalisées
avec le méme matériel que celui utilisé pour les éléments parasitaires avec I'aide des clés
d’identification fournies par le R.N.S.A. (Réseau National de Surveillance Aérobiologique). La
diagnose a reposé essentiellement sur la mesure précise de la taille des grains de pollen ainsi
que l'observation fine de leur structure en tenant compte du moment du prélevement par
rapport aux périodes de pollinisation des végétaux avec l'aide de Raphael Massot, assistant
ingénieur, Service Parasitologie, Vetagro Sup, campus vétérinaire de Lyon. L’identification
des artefacts a été effectuée sur I'ensemble des échantillons des deux années d’étude.

Les nématodes libres ont quant a eux été identifiés lors de la coproculture par observation
microscopique directe des différents stades évolutifs observés, par Nathaly Lhermitte-
Vallarino, chercheur au Département : Parasitologie Comparée et Modeles Expérimentaux,

Muséum National d’Histoire Naturelle de Paris.

G : Analyses des résultats

1) Comparaison des résultats par techniques coproscopiques et des

résultats par lavements

La technigue mise en place dans cette étude a été comparée a la méthode, que nous
considérons comme référence, par lavement du tractus digestif, vis-a-vis de la mise en
évidence ou non d’éléments parasitaires de N. dispar d’une part et du trématode d’autre
part. Le test de McNemar a été utilisé pour cela par I'analyse de la table de contingence des

résultats obtenus par les différentes techniques.

2) Comparaison de la sensibilité de I'analyse coprologique entre analyse

d’un échantillon unique et couplage de trois échantillons successifs

Nous avons utilisé I'ensemble des individus ayant révélé un statut parasitaire positif
vis-a-vis de N. dispar d’une part et vis-a-vis du trématode d’autre part, que ce soit en analyse
coprologique ou bien en lavements digestifs. Nous avons réalisé un tirage aléatoire sur
I’ensemble des résultats d’analyse coproscopique pour chaque individu en ne sélectionnant

qu’un unique résultat. Ainsi on ne sélectionne qu’un seul résultat pour chaque individu et on
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observe si ce dernier est positif ou négatif vis-a-vis de I'un ou I'autre des deux parasites. Cet
échantillonnage aléatoire a été réalisé 100000 fois de sorte a obtenir la sensibilité de
I’'analyse coprologique en utilisant un échantillon unique.

Nous avons procédé de la méme maniere en effectuant un tirage aléatoire de 3
résultats d’analyse coproscopique successifs pour chaque individu. Cette étude a été réalisée

en séparant les deux années d’étude. Nous avons enfin comparé les sensibilités entre elles.

Il : RESULTATS

A : Données générales

Durant la 1°® année d’étude, 26 males H.arborea ont été capturés en train de

chanter. Durant la 2°™® année d’étude, 62 males ont été capturés de la méme maniére. Les

captures ont été réalisées avec attention en prenant garde a ne pas blesser les animaux.

eme

Deux males sont morts durant la période de captivité au cours de la 2°"" année et ont

donc été retirés de I’étude. On a donc un total de 86 individus sur I'ensemble de I’étude.
ere eme

113 feces ont été collectées durant la 1°° année d’étude et 417 durant la 2 année

d’étude, soit un total de 530 échantillons sur I'ensemble de I’étude.

ere

Le nombre de féces moyen collectées par individu est de 4,351a 1" année d’étude et

de 6,95 la 2°™ année d’étude, mais la différence n’est pas statistiguement significative (p-

value = 0,0901). De méme le temps moyen séparant la collecte de deux feces pour un méme

ere eme

individu est de 2,1 jours la 17" année d’étude et de 0,63 jour la 2" année d’étude.

Sur 40 féces ayant été récupérées au cours de la 1° année dans les terrariums
individuels sur surface solide (sans eau), le poids moyen était de 25,75 mg (valeurs

extrémes : 15,00 a 35,00 mg). Les tableaux de résultats sont résumés en Annexes 4 et 5.
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B : Résultats des techniques coprologiques

Les deux tableaux suivants résument les résultats bruts des différentes techniques utilisées
sur les deux années d’étude (Tableaux 1 et 2).

Tableau 1: Résultats des différentes techniques sur chaque année d’étude ainsi que sur
I’ensemble de I’étude, concernant N. dispar. Les résultats de chaque technique, concernant
les colonnes « Segments », « Capsules oviferes » et « C(Eufs » sont calculés par rapports aux
colonnes Echantillons positifs notés « Ech. + » de la technique correspondante.
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Tableau 2 : Résultats des différentes techniques sur chaque année d’étude ainsi que sur
I’ensemble de I’étude, concernant le trématode digéne.

b T
-y
E I:UEJ m
m c — 1
=] [T =l = <
= ™ =
b egl - -
= E Ew —
| = XL
£
W = i =2 e
- — " =y o o
F+F| £ |Bogfemier
o o f—: 0= Olm~ Mg @ wn
cyl|l T |mooldaNRo N
_— e — e T = i | — — ]
— c e 5] o
+ 32 T S =R =
Bl 0 IS N2l s R
G| & [ = N2 g 1
col|l T o als8alsln
=2 2 |g="I'=%|ag="
= 5 ik
5]
S = Il ey =
© = = S oo jo s ,
£+ R| T ol U By -
ol £ |28 FaRiRs
B il - O 8o gl8aa
m\mg e — —_—m AN -
= :
- flad(r™ |2
= — o0
@
E
@
b o r2) o T
= = ™ o L]
5]
2 4
e =
ol
=
'_
™M ~ o
= = = M
N — = [T
_ = |z
+ R & R =
0 _.:g 'g < ~ < <T <
o [¥] — LD‘CJ"" = =
&l O e} — N
7 —_— [= ~
=
.TE = — = —_
o £ =
2
= =
= o o

1) Technique par étalement frais

Sur les 31 féces de la 1°® année d’étude utilisées, nous avons observé des capsules
oviferes de N. dispar sur 1 étalement et un morceau de segment de N.dispar sur 1 autre, ce

qui correspond a 6,45% de prélevement positif (IC95% [0,79-21,42]).

102



Nous avons également observé des ceufs de trématode sur 2 étalements, ce qui

correspond a 6,45% de prélevement positif (IC95% [0,79-21,42]).

2) Technique avec enrichissement par flottation

Sur les 31 féces de la 1% année réutilisées apres la méthode d’étalement frais, 7 se
sont révélées positives avec la technique par flottation pour N. dispar dont les deux qui
I’étaient également avec la méthode précédente. Nous avons retrouvé des capsules oviferes
sur 5 d’entre elles (71,43% ; 1C95% [29,04-96,33]) dont I'étalement frais avait révélé des
capsules pour l'une d’entre elles. Nous avons retrouvé des segments du parasite sur 2
analyses (28,57% ; 1C95% [3,67-70,96]) dont I'étalement frais avait révélé un morceau de
segment pour I'une d’entre elles.

Concernant I'observation des ceufs de trématode, nous les avons retrouvés sur 6
analyses dont les deux qui s’étaient révélées positives avec la technique par étalement frais.
Le reste des résultats est détaillé dans le tableau 1.

a) Concernant N. dispar

La fréquence d’échantillons positifs est relativement semblable entre les deux années
d’étude, soit 21,24% (IC95% [14,11-29,93]) lors de la 1% année d’étude et 26,14% (IC95%
[21,98-30,64]) lors de la 2°™ année d’étude (p-value=0,3455). Ceci est également observé
pour le nombre d’individus infestés mis en évidence par cette technique avec 53,85% (1C95%
[33,37-73,41]) lors de la 1°® année d’étude et 58,33% (1C95% [44,88-70,93]) la 2°™ année (p-
value=0,8816).

Nous avons observé plus de segments lors de la 2°™® année d’étude (42,2% ; 1C95% [32,80-
52,04]) que lors de la 1% année d’étude (25% ; 1C95% [9,77-46,71]), mais cette observation
n’est pas statistiquement significative (p-value=0,1827). Par ailleurs nous avons observé plus
de capsules oviféres lors de la 1% année d’étude (87,5% ; 1C95% [67,64-97,34]) que lors de la
2°™ année d’étude (61,47%; 1C95% [51,66-70,63]). Cette différence est significative
(référence : valeurs théoriques et test exact de fisher: p-value=0,01659). On a observé
globalement la méme fréquence d’ceufs lors des deux années d’étude, soit dans 12,5%
(1C95% [2,66-32,36]) lors de la 1°™ année et 11,93% (IC95% [6,51-19,53]) lors de la 2°™

année.
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La technique avec enrichissement par flottation a mis en évidence plus de capsules oviféres
(66,17% ; 1C95% [57,46-74,14]) que de segments (39,1% ; 1C95% [30,76-47,94]) ou d’ceufs
(12,03% ; 1C95% [7,04-18,80]).

b) Concernant le trématode :

La fréquence d’échantillons positifs ne montre pas de différence statistiquement
significative entre les deux années d’étude (p-value=0,2207) avec 11,50% (IC95% [6,27-
18,87]) la 1° année et 16,79% (IC95% [13,33-20,73]) la 2°™ année. Ceci est également
observé sur le nombre d’individus infestés par ce parasite avec 38,46% (IC95% [20,23-59,43])
la 1°® année et 50% (IC95% [36,81-63,20]) la 2°™ année (p-value=0,4533).

3) Examen macroscopique

Sur les 417 prélévements de féces de la 2°™ année d’étude, 52 féces (12,47% ; 1C95%
[9,46-16,03]) ont été prélevées en milieu aquatique ou du moins en présence d’eau.
Sur les 530 préléevements de féces au total, on observe dans 100% des prélévements des
morceaux d’exosquelette (chitine) d’insecte (principalement de grillons).

Dans seulement 2 prélevements (0,38% ; 1C95% [0,046-1,36]) nous avons observé un

N.dispar dans son intégralité, immature dans un des cas et mature dans le second.

4) Lavements digestifs
Pour la 1% année, les lavements gastriques et cloacaux effectués en fin d’étude sur
les animaux avant leur libération dans leur environnement sauvage ont révélé la présence de
N. dispar chez 13 individus (50% ; 1C95% [29,93-70,07]) (Tableau 1). Pour la 2°™ année, les
lavements ont mis en évidence le parasite chez 38 individus (63,33% ; IC95% [49,90-75,41]).
On a donc sur I'ensemble de I'étude 59,30% (IC95% [48,17-69,78]) des individus ayant
révélés N. dispar suite aux lavements digestifs. L’'abondance moyenne de cestodes obtenus
est de 5 (valeurs extrémes : 1 a 23).
Pour la 1° année on a observé par ailleurs le trématode chez un seul animal (3,85% ;
IC95% [0,10-19,64]) (Tableau 2) et pour la 2°™ année, on I'a observé chez 5 individus
(8,33% ; 1C95% [2,76-18,39]). On a donc sur I'ensemble des deux années d’étude 6,98%
(1C95% [2,60-14,57]) des individus ayant éliminé le trématode suite a la vidange du tractus

digestif. L'abondance moyenne de trématode est de 1,6 (valeurs extrémes : 1 a 3).
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5) Comparaison des techniques par lavements digestifs et par flottation
Le test de Mc Nemar effectué sur les résultats de I'ensemble des deux années
d’étude montre qu’il n’y a pas de différence significative entre les deux techniques vis-a-vis
de N. dispar (p-value=0,823) (Tableau 3). Ce méme test met en évidence une différence tres
significative entre les deux techniques vis-a-vis du trématode (p-value=3,798e-08), la

technique avec enrichissement par flottation étant bien plus sensible (Tableau 4).

Tableau 3 : Table de contingence des résultats obtenus vis-a-vis de N. dispar avec la technique par
lavements digestifs et avec la technique coproscopique avec enrichissement par flottation.

. lavements
technique — —— total
positif négatif
. positif 40 9 49
coproscopies —
négatif 11 26 37
total 51 35 86

Tableau 4 : Table de contingence des résultats obtenus vis-a-vis du trématode avec la technique
par lavements digestifs et avec la technique coproscopique avec enrichissement par flottation.

lavements
technique positif négatif total
positif 5 35 40
coproscopies | négatif 1 45 46
total 6 80 86

a) Concernant N. dispar

ere

Pour la 17" année, la concordance entre ces deux méthodes est observée chez 13
individus (50% ; 1C95% [29,93-70,07]) avec cependant 6 faux négatifs a I'analyse
coproscopique sur les 26 individus soit 23,08% (IC95% [8,97-43,65]) et 7 faux négatifs a la
vidange du tractus digestif (26,92% ; 1C95% [11,57-47,79]).

Pour la 2°™ année, la concordance entre ces deux méthodes est observée chez 53
individus (88,33%; 1C95% [77,43-95,18]) avec cependant 5 faux négatifs a I’analyse
coproscopique (8,33% ; 1IC95% [2,76-18,39]) et 2 faux négatifs a la vidange du tractus digestif
(3,33% ; 1C95% [0.41-11,53]).

Il y a donc une différence statistiquement trés significative concernant les concordances

entre les deux méthodes entre la 1° et la 2°™ année d’étude (p-value = 0,0003349).
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Pour les 5 faux négatifs a I'analyse coproscopique nous avons obtenu au lavement 17
parasites pour un individu, 3 parasites pour deux autres individus et enfin 1 parasite pour
deux autres rainettes. Pour les 2 faux négatifs aux lavements nous avons obtenu 1 analyse
coproscopique positive sur 8 pour le premier individu et 3 analyses positives sur 6 pour le

second.

Si on considere la prévalence totale comme étant le nombre d’individus détectés
comme étant parasités par N. dispar soit par une technique coprologique et/ou par
lavements digestifs, cette valeur atteint 76,92% (1C95% [56,35-91,03]) pour la 1% année (20
individus sur 26) et 66,67% (1C95% [53,31-78,31]) pour la 2°™ année (40 individus sur 60). Il
n’y a pas de différence statistiquement significative entre les deux années d’étude (p-value =
0,3838) soit une prévalence moyenne de 69,77% (IC95% [58,92-79,21]) sur I'ensemble de
I’étude.

b)  Concernant le trématode

¢ année,

La concordance entre ces deux méthodes n’est jamais observée lors de la 1
avec un seul faux négatif a 'analyse coproscopique (3,85% ; 1C95% [0,10 -19,64]) et 10 faux
négatifs a la vidange du tractus digestif (38,46% ; 195% [20,23-59,43]).

Pour la 2°™ année, la concordance est observée pour 5 individus (8,33% 1C95% [2,76-18,39])
avec aucun faux négatif a 'analyse coproscopique et 25 faux négatifs a la vidange du tractus

digestif (41,67% 1C95% [29,07-25,12]).

Si on considere la prévalence totale comme étant le nombre d’individus détectés
comme étant parasités par le trématode soit par une technique coprologique et/ou par
lavements digestifs, cette valeur atteint 42,31% (1C95% [23,35-63,08]) pour la 1°® année (11
individus sur 26) et 50% (IC95% [36,81-63,19]) pour la 2°™ année (30 individus sur 60). Il n’y
a pas de différence statistiquement significative entre les deux années d’étude (p-value =
0,4533) soit une prévalence moyenne de 47,67% (IC95% [36,79-58,73]) sur I'ensemble de

I’étude.
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6) Comparaison de la sensibilité de I'analyse coprologique entre analyse

d’un échantillon unique et couplage de trois échantillons successifs
a) Concernant N. dispar
Pour la 1% année d’étude, on obtient une sensibilité de 36,0 % (1C95% [20,0-50,0])
en réalisant des analyses coproscopiques uniques. La sensibilité atteint 54,0% (IC95% [47,0-
65,0]) en couplant 3 analyses successives.
Pour la 2°™ année d’étude, on obtient une sensibilité de 38,7 % (1C95% [25,0-52,0])
en réalisant des analyses coproscopiques uniques. La sensibilité atteint 70,5% (1C95% [60,0-

80,0]) en couplant 3 analyses successives.

b) Concernant le trématode
Pour la 1°® année d’étude, on obtient une sensibilité de 28,7 % (1C95% [9,10-54,5])
en réalisant des analyses coproscopiques uniques. La sensibilité atteint 54,0% (1C95% [47,0-
65,0]) en couplant 3 analyses successives.
Pour la 2°™ année d’étude, La sensibilité atteint 34,0 % (IC95% [20,0-50,0]) en
réalisant des analyses coproscopiques uniques. On obtient également une sensibilité de

77,0% (I1C95% [63,0-87,0]) en couplant 3 analyses successives.

C : Artefacts observés

De nombreux artefacts sont observables et leur identification est d’un intérét capital.
En effet ils peuvent étre confondus avec des éléments parasitaires ou bien se superposer a
ces derniers et les masquer, génant alors la lecture de I'analyse coprologique et donc son

interprétation.

1) Morceaux ou parties d’insectes
Du fait du régime alimentaire des rainettes qui sont des carnivores strictes, nourries
dans notre étude avec des grillons, nous retrouvons de nombreuses parties d’insectes
notamment d’exosquelette composé de chitine qui n’est jamais totalement digéré (Figure
28, 1-2). On observe également des morceaux de pattes, éperons (pieces piquantes sur les

pattes) ou de piéces buccales (mandibules, maxilles) ainsi que des soies (Figure 28, 3 a 6).
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Figure 28 : Photographies de fragments d’insectes. 1 : Fragments d’exosquelette d’insectes. a) X10;
b) cellules a paroi épaisse, 21.08 a 36.13um, X40 ; c) soies d’insecte accrochées ou non au fragment
d’exosquelette, X10. 2 : Cellule de cuticule d’insecte isolée, 34.33um, X40. 3 : Point d’attache de soie
de grande taille sur I'exosquelette, 108.40x36.13um, X40. 4 : Tarse et griffe, 144.53x21.08um, X40.
5: Eperon, 534.61x140.13um, X10. 6 : Mandibule, X10.
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2) Grains de pollen

De nombreuses espéces sont retrouvées dans les feces, souvent les pollens sont tres

peu dégradés par la digestion (Figures 29, 30 et 31). La période de pollinisation est détaillée

dans le tableau ci-apres (Tableau 5).

Tableau 5 : période de pollinisation des différents grains de pollen identifiés a I’analyse
coproscopique chez H. arborea

grain de pollen période de
pollinisation
nom latin | nom commun
Gymnospermes
Abies sp. Sapin printemps
Cedrus sp. Ceédre octobre
Pinus sp. Pin printemps
Angiospermes
Acer sp. Erable avril @ mi-juin
Aesculus sp. Marronnier mai
Alnus sp. Aulne fin avril & fin juin
Artemisia sp. Armoise juin juillet
Betula sp. Bouleau mars a début juin
Quercus sp. Chéne avril mai
Sambucus sp. Sureau mai juin
Urticaceae famille des Urticantes mars a octobre
Xanthium sp. Lampourde mai juin
Carpinus sp. Chérme avril mai
Fraxinus sp. Fréne avril a juin
Juglandaceae famille des Noyers avril mai
Juglans sp. Noyer avril mai
Poaceae famille des Graminées toute l'année
Populus sp. Peuplier mars avril
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Figure 29 : Photographies de grains de pollen (1) : 1 : Pollen de Gymnospermes. a) Pinus sp. En haut,
61.6x24.6um. Cedrus sp. En bas, 64.05x54.2um, X10 ; b) Cedrus sp. 69.26x45.17um, X40 ; c) Abies sp.
123.18x93.62um, X10. 2 : Acer sp. Suspicion, 18.07um, X40. 3 : Aesculus sp. 28.91um, X40. 4 : Alnus
sp. 28.3um, X40. 5 : Artemisia sp. 19.87um, X40. 6 : Betula sp. 36.13um, X40.
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Figure 30 : Photographies de grains de pollen (2): 1: Quercus sp. a) 34.33um, X40; b) a gauche
30.11um, a droite 27.10um, X40 ; c¢) 33.12x28.91um, X40. 2 : Sambucus sp. a) 27.70x25.90um, X40 ;
b) 27.10y, X40. 3 : Urticaceae suspicion, 17.46um, X40. 4 : Xanthium sp. 24.09um, X40.
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Figure 31 : Photographies de grains de pollen (3) : 1 : Carpinus sp. 42.76um, X40. 2 : a-b) Fraxinus sp.
24.09um, X40. 3 : Juglandaceae, 43.36um, X40. 4 : Juglans sp. 43.36pum. 5 : Poaceae, 36.74x35.52um,
X40. 6 : Populus sp. a) « grains vides » ou « avortés », 22.88x15.06um en haut et 27.10x 14.45um en
bas, X40 ; b) grain fonctionnel, le contenu s’échappe, 21.07um, X40.
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3) Matériel fungique
On observe des spores, voire des sporanges contenant ces dernieres (Figure 32, 1).
On observe aussi des moisissures (Figure 32, 2-3). On peut également observer des levures

comme Cyniclomyces guttulatus (Figure 32, 4).
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Figure 32 : Matériel fungique : 1 : Bryophytes. a) Deux sporophytes (sporanges reliés par le pédicelle) sur fond
de spores, le plus bas 73.91um, le plus haut 61.59um, X10; b) le méme 73.91um, X40; c) Sporophyte,
36.13um, X40; d) sporange ouvert, 90.33um et spores de 6pum en moyenne, X40. 2 : Moisissures, a gauche
15.06um, a droite 13.25um, X40. 3 : Conidie d’Alternaria sp. 36.13x14.45um, X40. 4 : Cyniclomyces guttulatus.
a) 38.54x18.67um, X40 ; b) Levure de gauche 30.71x17.46um, levure de droite 33.12x16.26um, X40.
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4) Acariens

On observe des acariens plus ou moins abimés par la digestion (Figure 33).

Figure 33 : Acariens: 1: 236,35x170,14um, X10. 2 : 182,39x123,33um, x10. 3: 181,95x122,88um,
X10. 4 :312x168um, X10. 5 : 408x228um, X10. 6 : 278,4x163,2um, X10.

5) Nématodes libres et autres en coproculture

Tout d’abord, des protozoaires libres ont systématiquement été observés que ce soit
en coproculture ou bien dans les témoins de culture d’eau de la mare ou encore I'eau du

terrarium de chaque individu. De plus nous avons observé des acariens vivants dans chacune
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des quatre cultures d’eau de terrarium, leur nombre allant de 2 a 6. Des crustacés de
différentes tailles ont été observés en grand nombre que ce soit dans les cultures d’eau de la
mare ou bien dans les sédiments d’eau de la mare. Des nématodes en petits nombre ont été
observés dans les cultures d’eau de terrarium de deux individus.

Concernant les coprocultures, nous avons observé systématiquement sur des féces
fraiches les protozoaires de la flore digestive qui meurent relativement vite, soit dans les 12h
a 24h post défécation. Ces derniers sont remplacés dans les 24h par des protozoaires libres
de taille inférieure qui se développent rapidement dans le milieu de culture.

Nous avons également observé et identifié des nématodes chez les deux mémes individus
dont la mise en culture de I'eau de leurs terrariums avait révélée la présence de nématodes.
Ceux-ci ont été observés aprés 48h de coproculture. Dans les 5 jours suivant la premiere
observation, on observait déja de plus en plus de nématodes dans ces méme coprocultures.
Les nématodes observés sont de taille trés variable suivant s’ils sont matures ou immatures,
ou bien suivant le sexe, les femelles étant bien plus grosses que les males. Les femelles sont
souvent observées portant des ceufs en formation (de 1 a 8) et ceux-ci sont tantét en
blastomeres et tantot larvés, que soit chez les femelles ou bien dans le milieu de culture
(Figure 34). L'identification n’a pu aboutir précisément mais ce sont des nématodes libres

non parasites.
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Figure 34 : Photographies de nématodes libres en coproculture. 1 : femelle mature. a) femelle
portant 7 ceufs, 1086,98x70,89um, X4. b) détails de I'cesophage rhabditoide, 1086,98x70,89um, X10.
2 : male mature. a) 482,05x26um, X10 ; b) 662,40x36um, X10. 3 : immature, 295,35x18,90um, X10.
4 : ceufs. a) larvé, 56x28um, X10 ; b) larvé, 56,6x29,70um, X40 ; ¢) non larvé, 60x31,30um, X40.
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6) Autres
On observe du matériel organique issu de la digestion, parfois quelques débris

végétaux type morceaux de feuilles ou de tiges (Figure 35).
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Figure 35 : Débris organiques et végétaux. 1 : Débris digéré de grillon avec morceaux de segments
de N. dispar de part et d’autre, X10. 2 : débris lignifiés de végétaux ainsi qu’un pollen de Carpinus sp.,
X10.

IV : DISCUSSION

A : Identification des parasites

N. dispar, Diplodiscus subclavatus et Opisthodiscus sp. sont des parasites courants
des Anoures et restent pourtant non décrits en application coprologique en médecine
vétérinaire des NAC. En effet les descriptions morphologiques et anatomiques sont tres
précises quant aux parasites en eux-mémes (Gibson et al., 2005; M. K. Jones et al., 1994;
Prudhoe and Bray, 1982; Yamaguti, 1971, 1963) . Cependant, les éléments de dissémination
et de multiplication des parasites, que sont les capsules oviferes contenant les ceufs pour N.
dispar et les ceufs pour les trématodes, ne sont absolument pas décrits dans la pratique
courante de parasitologie appliqguée. Pourtant, ce sont ces éléments qu’un praticien
vétérinaire devrait savoir identifier en pratique quotidienne lors de la réalisation d’analyse
coproscopique chez des anoures. Cet article apporte les éléments nécessaires a I'observation
et l'identification d’une infestation parasitaire par N. dispar en pratique courante
vétérinaire. Concernant l'identification spécifique du trématode, il est fort probable qu’il
s’agisse de Diplodiscus subclavatus car ce dernier a été décrit comme parasite de H. arborea,
bien que non décrit en France actuellement. Opisthodiscus sp. est trés proche de D.
subclavatus et est connu en France, mais n’a jamais été décrit chez les hylidés. Cependant il

a été impossible de réaliser une identification certaine avec le seul spécimen étudié, tous
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deux étant excessivement proches morphologiquement et anatomiquement. Ils different par
leur nombre de testicules, cependant ce critére de distinction de certitude n’a pu étre utilisé,

un utérus opaque gorgé d’ceufs masquait I'observation.

B : Définition du statut parasitaire des animaux de |'étude

Nous avons choisi dans cette étude de considérer un individu comme infesté, que ce
soit par N. dispar ou par le trématode, dés lors qu’au moins une analyse coproscopique est
positive et/ou que le parasite est observé suite a la réalisation de la vidange du tractus
digestif. Notre gold standard couplant donc les deux méthodes reste imparfait car il est
possible que pour certains animaux considérés comme sains soient en réalité infestés par N.
dispar ou par le trématode digene. Cependant, coupler les deux méthodes permet
d’augmenter la sensibilité de détection du parasite et donc de réduire le risque d’obtention

de faux négatifs.

Notre Gold Standard: couplage de la méthode coproscopique par flottation (1) sur
I’ensemble des analyses effectuées et de la vidange du tractus digestif des animaux (2) pour
obtenir le statut parasitaire vis-a-vis de N. dispar et du trématode.

- Male infesté : positif pour (1) et/ou (2)

- Male sain : négatif pour (1) et (2)

C : Choix de la méthode coprologique

1) L'étalement frais

L’étalement frais donne ici des résultats médiocres, du fait en partie du
régime alimentaire des rainettes sur notre étude, avec une sensibilité de 28,57% (IC95%
[3,67-70,96]) vis-a-vis de N. dispar et 33,33% (1C95% [4,33-77,72]) vis-a-vis du trématode. Les
fragments d’exosquelette d’insectes nuisent beaucoup a la lecture de 'analyse, notamment
des éléments de taille inférieure a celle d’'un fragment de segment de cestode. Les restes
d’insectes digérés masquent donc, par superposition, les éléments parasitaires. De plus,
cette méthode est a privilégier notamment en médecine vétérinaire des NAC si I'on veut

observer la flore digestive, les protozoaires mobiles par exemple. Cependant, elle nécessite
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des selles fraiches, analysées dans les heures suivant leur émission- car les protozoaires sont

trés fragiles dans le milieu extérieur, cela n’a jamais été possible dans notre étude.

2) Flottation

La technique coproscopique par flottation a donné les meilleurs résultats qui sont
comparables a ceux obtenus par lavements quant au statut parasitaire des animaux vis-a-vis
de N.dispar. C'est la seule méthode qui a permis |'observation précise des éléments
parasitaires ainsi que les artefacts.

On privilégie toujours une centrifugation pour la technique d’enrichissement par
flottation car elle permet de récupérer plus d’éléments parasitaires et d’avoir moins de faux
négatifs que la méthode par simple flottation sans centrifugation (Dryden et al., 2005; Zajac
et al., 2002).

On a utilisé dans notre protocole de flottation une solution de sulfate de zinc de
densité égale a 1,36. Ceci est bien supérieur aux recommandations qui sont une densité
minimale de 1,18 pour bien séparer les éléments parasitaires vers la surface (Callait-
Cardinal, 2011).

L’homogénéisation de I'échantillon dans le tube Eppendorf doit étre réalisée avec
soin sinon le risque d’obtenir de faux négatifs est important, les segments de N.dispar étant
rarement |ésés dans les féces (Beugnet et al., 2004).

Il est important de noter qu’une attente inférieure a 4h avant centrifugation ou bien
une centrifugation a une vitesse supérieure a 2000 tours par minute conduit quasiment
systématiquement au décollement de la lamelle et sa destruction dans la centrifugeuse
rendant ainsi toute analyse coproscopique impossible. En effet, ce sont les matieres
organiques qui participent fortement a I'adhérence de la lamelle sur le tube a essai lors de la
centrifugation. Or, chez les anoures et plus particulierement ici chez H. arborea, les féces
sont de trés petite taille, de méme que leur poids, et contiennent donc peu de matiére

organique.

3) L’examen macroscopique

L’examen macroscopique donne des informations sur la digestion (volume, couleur,

consistance) (Vlaemynck and Palermo, 2012) et I'alimentation (100% des féces présentent

120



des restes d’exosquelette d’insectes). Cette valeur de 100% est sans doute dd au régime
alimentaire des rainettes dans notre étude, a savoir qu’elles étaient nourries
quotidiennement avec un Acheta domestica vivant. L'examen macroscopique nous
renseigne potentiellement sur la présence de parasites visible a I'ceil nu. Cependant il reste
limité (0,38%; 1C95% [0,046-1,36]). Il nous fournit également des précisions sur les
conditions environnementales de prélevement et leur possible contamination ou dilution. Ici
12,47% (1C95% [9,46-16,03]) des échantillons ont été prélevés en milieu aquatique ou du
moins en présence d’eau. Ceci est comparable a ce que I'on pourrait rencontrer dans le cas
des NAC en médecine vétérinaire, les animaux étant maintenus dans un environnement de
taille restreinte, avec une zone aquatique et une alimentation standardisée aux variations

limitées en termes de proies.

Technique coprologique de choix pour des féeces en trés petites quantités : analyse

coproscopique d’enrichissement par flottation couplée a une centrifugation.

D : Variation de concordance entre les deux techniques (coproscopie

et lavement digestif) entre les deux années d’étude

Nous avons observé une différence significative concernant la concordance des
résultats entre notre technique coproscopique par flottation et centrifugation et Ila
technique de vidange du tractus digestif (p-value = 0,0003). De plus, ceci est corrélé a une
diminution marquée de I'obtention de faux négatifs par méthode coproscopique : 23,08%
(IC95% [8,97-43,65]) la 1°® année a 8,33% (IC95% [2,76-18,39]) la 2°™ année, mais
également par méthode de vidange du tractus digestif : 26,92% (1C95% [11,57-47,79]) la 1
année a 3,33% (1C95% [0.41-11,53]) la 2°™ année.

La baisse du nombre de faux négatifs par analyse coproscopique ne peut étre
expliguée par une modification dans la technique de réalisation ou dans la méthode
analytique car aucune modification n’a eu lieu entre les deux années.

On observe par ailleurs une augmentation du nombre de feces moyen collectées par
ere

individu lors de la 2éme année. On passe de 4,35 féces analysées par individu la 17 année

d’étude a 6,95 la 2°™ année d’étude. Logiguement, le temps moyen séparant la collecte de
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deux feces consécutives pour un méme individu diminue de 2,1 jours la 1" année d’étude a
0,63 jour la 2°™ année d’étude. Ceci ne peut étre d’origine environnementale, les animaux
ayant été gardés dans les mémes conditions de captivité durant 15 jours au cours des deux
années d’étude.

Cependant les techniciens chargés de collecter les feces n’étaient pas les mémes lors
des deux années d’étude et il est possible que la collecte ait été moins bien réalisée lors de
la 1°™ année (élimination de feces trop petites ou trop séches ou trop délitées en présence
d’eau). Ainsi il apparait logique qu’en augmentant le nombre de féces par individu donc le
nombre d’analyses coproscopiques, on améliore la sensibilité de la méthode et on diminue
le nombre de faux négatifs.

Par ailleurs concernant les variations de résultats sur la méthode par vidange du

ere

tractus digestif, les techniciens n’étaient également plus les mémes entre la 1° année

d’étude et la 2°™ année d’étude. Il est possible que de légeres modifications dans la

réalisation des lavements digestifs aient eu lieu telle une augmentation de la pression

d’injection de I’eau distillée lors de la 2°™® année, expliquant alors un meilleur décrochage

eme

des parasites digestifs et donc la diminution des faux négatifs lors de la 2" année.

Amélioration notable de la réalisation technique de collecte des échantillons ainsi que de

la vidange du tractus digestif des animaux

E : Fiabilité de notre méthode coproscopique

1) Vis-a-vis de la technique par vidange du tractus digestif

La fiabilité de la méthode par flottation utilisée ici est discutée suivant le statut
parasitaire des animaux vis-a-vis de N.dispar d’'une part, et du trématode d’autre part,
obtenu grace a notre gold standard.

Tout d’abord nous n’avons pas mis en évidence de différence significative entre notre
technique coproscopique par flottation et centrifugation et la technique par vidange du
tractus digestif vis a vis de N. dispar (Mc Nemar, p-value=0,823), mais cette différence est
tres significative vis-a-vis du trématode (Mc Nemar, p-value=3,798e-08), notre technique
coproscopique étant largement plus sensible que la technique par vidange du tractus digestif

qui se révele obsoléte pour ce parasite. Cette différence importante entre les deux parasites
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peut s’expliquer en grande partie par la difficulté a éliminer les trématodes par la réalisation
des lavements digestifs. En effet ces derniers ont un corps trapu et des ventouses (apicale et
postérieure) lui permettant sGrement une meilleure fixation a la muqueuse intestinale que
N. dispar lequel présente certes des ventouses au niveau de son scolex, mais possede un
corps allongé libre dans le tube digestif qui a sans doute une résistance au lavement

moindre que le corps court et ramassé du trématode.

Comparaison méthode coproscopique par flottation/méthode par vidange du tractus
digestif :

- pas de différence significative concernant le statut parasitaire vis-a-vis de N. dispar

- différence tres significative concernant le statut parasitaire vis-a-vis du trématode :

méthode par vidange du tractus digestif non fiable

2) Vis-a-vis de sa reproductibilité

La fréquence d’échantillons positifs a I’analyse coproscopique est semblable lors des
deux années d’étude que ce soit par rapport a N. dispar (p-value=0,3455) ou par rapport au
trématode (p-value=0,2207), tout comme la proportion d’individus infestés mis en évidence
par cette méthode vis-a-vis de N. dispar (p-value=0,8816) comme du trématode (p-
value=0,4533). On peut donc dire que cette expérimentation est tout a fait reproductible
d’un point de vue technique et que notre méthode d’analyse coproscopique par flottation et
centrifugation est au point.
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On note également une tendance a observer sur la 17" année d’étude moins de
segments et plus de capsules oviferes de N. dispar tout en ayant la méme proportion d’ceufs
observés. Ceci peut s’expliquer simplement du fait d’'une modification technique minime par
I’expérimentateur. En effet, une homogénéisation légerement plus marquée des feces dans
la solution de sulfate de zinc aurait pour conséquence la rupture d’un plus grand nombre de
segments présents dans les féces. Cette rupture entraine une libération plus importante de
capsules oviféres, sans pour autant que ces dernieres ne se rompent, donc sans libération
plus marquée des ceufs qu’elles contiennent. On peut donc dire qu’une variation méme

minime dans le protocole initial peut avoir des conséquences sur la lecture de I'analyse

coproscopique qui en découle.
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Technique et analyses coproscopiques tout a fait reproductibles

Durant la 1°® année d’étude, environ 50% des individus ont été positifs a I’analyse
coproscopique et aux lavements digestifs avec une correspondance entre les résultats de
50%. Nous avons relevé environ 25% de faux négatifs pour chacune des deux techniques. On

eme

observe une nette amélioration pour chaque technique lors de la 2" année d’étude. On
observe 58,33% d’individus positifs a I'analyse coproscopique et 63,33% aux lavements
digestifs. La concordance entre ces résultats atteint 88,33% et le taux de faux négatifs est
donc diminuée : 8,33% a |'analyse coproscopique et 3,33% a la vidange du tractus digestif.

Il est important de rappeler que I'excrétion des ceufs dans I’environnement par les
Cestodes, via les féces, est trés hétérogéne, discontinue, et que la quantité d’ceufs émis
n’est pas proportionnelle a la quantité de parasites présents dans le tube digestif de I'h6te
(Jones, 1987; M. K. Jones et al., 1994): autrement dit une forte excrétion d’éléments
parasitaires n’est pas synonyme d’une forte infestation (Beugnet et al., 2004; Wright and
Whitaker, 2000). Cependant sur I'étude de 2011, le nombre de parasites récupérés apres
lavements n’a pas été pris en compte, il est donc difficile d’aller plus loin quant aux
hypothéses pouvant expliquer nos résultats. On peut simplement objectiver que notre
méthode coproscopique est au moins aussi bonne que la technique par lavements,
concernant le statut parasitaire des animaux vis-a-vis de N. dispar.

Les hypotheses pouvant expliquer les faux négatifs a I'analyse coproscopique durant la 20me
année d’étude sont les suivantes :

Pour l'individu ayant révélé 17 parasites aprés vidange du tractus digestif par
lavement, les parasites observés étaient non matures. L’hypothése principale quant au
statut parasitaire de cet individu est qu’il a dG étre infesté suite a I'ingestion d’une (ou
plusieurs) proie(s) parasitée(s) peu de temps avant notre étude, ainsi la période pré patente,
qui correspond au temps nécessaire entre linfestation de l'individu par le parasite et
I’excrétion des ceufs dans I'environnement, n’était pas encore révolue. Cette hypothese est
d’autant plus vraisemblable que le nombre de parasites observé est élevé. En effet les hotes
intermédiaires (les proies) sont souvent fortement infestées par les stades immatures des
parasites. Une fois ingérés par I'hote définitif, ces stades larvaires vont se développer en
adultes avec un certain pourcentage de pertes. Une partie des parasites ayant atteint le

stade adulte sera éliminé par I’h6te via ses défenses immunitaires (Mulcahy et al., 2005) ou
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encore par le péristaltisme intestinal, le renouvellement des épithéliums, les nombreuses
réactions chimiques ou enfin du fait de la compétition entre parasites pour les ressources
alimentaires (Chubb et al., 2010). Dans notre cas, I'élimination d’'une partie de ces parasites
au stade adulte n’aurait donc pas encore eu lieu.

Dans les autres cas ou nous avons observé entre 1 et 3 parasites apres lavement,
nous avons pu manquer les éléments parasitaires a I'analyse coproscopique du fait d’'une
excrétion rare et intermittente, voire d’'une quantité d’éléments parasitaires faible. D’autre
part, certains parasites n’étaient également pas encore matures et n’excrétaient donc pas
encore d’ceufs.

A l'inverse l'analyse coproscopique de certains animaux a révélé qu’ils étaient
infestés alors que les résultats des lavements étaient négatifs. La vidange du tractus digestif
par lavement peut étre néfaste aux animaux et avoir des conséquences délétéres sur ces
derniers (données personnelles). En effet, les anoures sont tres sensibles aux modifications
alimentaires et leur peau fine et fragile peut facilement étre lésée lors d’'une contention
(Ballard and Cheek, 2010; Wright and Whitaker, 2000). Ainsi, il est bien plus pratique de
collecter des feces pour analyse coprologique que de manipuler les animaux avec toutes les

conséquences que cela peut avoir.

Technique coproscopique imparfaite : faux négatifs a I'analyse coproscopique comme a la
vidange du tractus digestif.

Privilégier I'analyse coproscopique car sans danger pour les animaux.

F : Différence de sensibilité de I'analyse coprologique entre analyse

d’un échantillon unique et couplage de trois échantillons successifs

Il est préconisé de prélever des feces durant trois jours consécutifs et réaliser
I’analyse coproscopique pour mettre plus facilement en évidence une infestation par les
Cestodes (Thienpont et al., 1979).
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Que ce soit dans la 17" ou la 2™ année d’étude, vis a vis de N. dispar comme du
trématode, on améliore la sensibilité de I'analyse en couplant trois analyses coproscopiques

successives.
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Cependant on observe globalement de meilleurs résultats de sensibilité que ce soit
vis-a-vis de I'un ou l'autre des deux parasites lors de la 2°™ année d’étude. En effet, on peut
expliquer cette différence par un nombre d’analyses coproscopiques plus important par
2éme

individu lors de cette année d’étude, soit 6,95 en moyenne par rapport a une moyenne

de 4,35 lors de la 1° année. De méme, le délai moyen séparant la collecte de deux féces
pour un méme individu est de 2,1 jours la 1° année d’étude et de 0,63 jour la 2°™ année
d’étude.

Par ailleurs, en se référant a la partie 3 de ce chapitre 2, on observe statistiqguement
plus d’échantillons positifs vis-a-vis de N. dispar chez les « satellites » que chez les
« chanteurs », que I'on prenne en compte la 2°™ année (p-value=0,04552) ou bien les deux
années d’étude (p-value=0,0278). Ceci n’est pas observé sur le nombre d’individus positifs
vis-a-vis de N. dispar. Ceci n’est, par contre, pas observé vis-a-vis du trématode. Le manque
d’échantillons nous empéche également de vérifier si les « satellites » ressortent
statistiquement plus positifs vis-a-vis de I'un ou I'autre des parasites que les « chanteurs ».

On peut donc seulement conclure que I'on observe une bien meilleure sensibilité en
couplant I'analyse de trois prélevements successifs, donc bien plus de chance de mettre en
évidence la présence de l'infestation parasitaire sur un individu réellement infesté par N.
dispar ou par le trématode. En effet cela peut s’expliquer par le fait que I'excrétion des ceufs
dans I'environnement se fait de maniere intermittente chez les cestodes comme chez les
trématodes. De plus lintensité de cette excrétion n’est pas corrélée a la quantité de
parasites présents dans le tube digestif de I'hote (Beugnet et al., 2004). Par ailleurs, les
cestodes n’excretent pas directement les ceufs dans le milieu extérieur mais des segments

en faible quantité qui eux contiennent une grande quantité de capsules oviféres, lesquelles

contiennent chacune plusieurs ceufs.

Amélioration significative de la sensibilité de I’analyse concernant N. dispar et le
trématode en couplant I'analyse de 3 échantillons successifs par rapport a I’analyse d’un

échantillon unique.
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G : Infestation réelle de la population de H.arborea par N.dispar et

par le trématode

L'infestation réelle de la population a été obtenue grace a notre gold standard c'est-
a-dire par la détection d’éléments parasitaires soit par analyse coprologique et/ou par
vidange du tractus digestif.

La prévalence totale de l'infestation par N. dispar dans cette étude est de 76,92%
(1C95% [56,35-91,03]) durant la 1°™ année et de 66,67% (IC95% [53,31-78,31]) lors de la 2°™
année. On a donc une prévalence moyenne de 69,77% (IC95% [58,92-79,21]), c'est-a-dire
que 7 males sur 10 sont parasités par ce cestode au sein de la population des Planches.

La prévalence totale de I'infestation par le trématode dans cette étude est de 42,31%
(1C95% [23,35-63,08]) durant la 1°® année et de 50% (IC95% [36,81-63,19]) lors de la 2°™®
année. On a donc une prévalence moyenne de 47,67% (IC95% [36,79-58,73]), c'est-a-dire
que presque 5 males sur 10 sont parasités par ce trématode au sein de la population des

Planches.

Prévalence des infestations parasitaires marquées sur ’'ensemble de I'étude :
- par N. dispar : 69,77% des individus infestés

- par le trématode : 47,67% des individus infestés

De plus le biais des résultats par I'obtention d’individus faux positifs (par simple
transit des éléments parasitaires dans le tractus digestif) dans cette étude est négligeable du
fait que N. dispar présente un cycle de développement complexe hétéroxéne, les éléments
parasitaires retrouvés dans les féces devraient donc avoir été ingérés directement dans
I’environnement ou accidentellement lors de capture d’une proie, ce qui parait improbable.

Cependant, notre gold standard reste imparfait car il y a un risque impossible a
quantifier ici, d’obtention de faux négatifs. En effet bien que la probabilité soit faible, il est
possible que pour certains individus aucune analyse coproscopique n’ait révélé la présence
du parasite et que la vidange du tractus digestif n’ait mis en évidence aucun parasite et que

pourtant ils soient infestés.
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Un nouveau gold standard facile a réaliser pourrait étre un traitement anthelminthique de
chaque individu a la fin de la période de captivité, en gardant les animaux 3 jours
supplémentaires et en réalisant des analyses coproscopiques systématiques. En effet, la
majorité des traitements antiparasitaires ont pour effet la lyse des endoparasites et par
conséquent le relarguage massif via les feces des éléments de dissémination que sont les
ceufs ou les capsules oviferes. Ainsi on pourra avoir une vérification du statut parasitaire de
chaque individu par le biais de ce traitement antiparasitaire en évitant la vidange du tractus

digestif des animaux avec tous les effets déléteres que cela peut avoir.

Perspectives : réaliser un traitement antiparasitaire en fin de période de captivité et
controler le relarguage massif d’éléments parasitaires par analyses coprologiques en évitant

ainsi les vidanges du tractus digestif potentiellement néfastes pour la santé des animaux

H : Importance des artefacts

La reconnaissance des artefacts en analyse coproscopique est indispensable afin de
pouvoir conclure quant au résultat de I'analyse. En effet de nombreux éléments peuvent
étre confondus avec des ceufs ou autres éléments parasitaires.

Lidentification de ces derniers peut renseigner sur de nombreuses choses.
L'identification des fragments d’insectes ou autres arthropodes renseigne sur le régime
alimentaire des animaux. La reconnaissance de I'Ordre auquel les proies appartiennent peut
également nous orienter vers le type d’hote intermédiaire des différents parasites.

Les acariens entiers peuvent provenir de I'environnement, étre des ectoparasites des
proies des rainettes, ou des rainettes elles-mémes.

L'identification des grains de pollens nous indique quelles variétés de végétaux sont
présentes dans le biotope ou vivent les animaux. On a une bonne corrélation entre la
période de pollinisation des différents pollens observés et la période d’émission des feces.
Seul Cedrus sp. a été identifié alors que la pollinisation chez ce gymnosperme est courte et
décalée de 5 a 6 mois antérieurement a son émission dans les féces.

Les moisissures et autres matériels fungiques peuvent venir de I'environnement

comme les sporanges et peuvent se développer si le préléevement est mal conservé ou gardé
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plus de quelques jours en atmosphere humide. L’identification des levures comme
Cyniclomyces guttulatus peut renseigner sur I'état de la flore intestinale. En effet, une
importante quantité de ces levures indique un déséquilibre de cette flore (Vlaemynck and

Palermo, 2012).

L’identification des artefacts en analyse coproscopique est indispensable pour une bonne

lecture et une bonne interprétation des résultats

| : Choix de la coproculture et origine des nématodes observés

Cette méthode est la plus adapté a I'observation et |'identification de nématodes
parasites qu’ils soient digestifs ou respiratoires par leur observation fine et leur évolution
dans le milieu de culture. Par ailleurs, nous avons choisi de tester la méthode de
coproculture car sur I'ensemble des deux années d’étude précédentes, nous avions mis en
évidence 4 nématodes seulement, dont la taille était variable (175x24 um pour le plus petit
jusqu’a 550x33 pum pour le plus grand) sans parvenir a une identification précise et méme
sans pouvoir conclure sur le caractere parasite ou libre des nématodes en question.

Les quatre nématodes observés en analyses coproscopiques durant les deux
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premieres années d’étude et les nématodes cultivés lors de la 2°"" année d’étude sont tout a
fait semblables. Ce sont des nématodes libres donc issus de I'environnement. Ils peuvent
donc provenir d’ingestions de proies avant la capture, dans le biotope naturel des rainettes
ou bien dans le milieu d’élevage des grillons utilisés comme nourriture durant les périodes

de captivité au laboratoire.

Les 4 males n’ont pas révélé d’infestation par des nématodes digestifs ou respiratoires.
Une étude a une plus grande échelle prenant en compte le statut reproducteur des
individus parait intéressant.

La contamination de la coproculture par des nématodes libres de I’environnement est

courante.
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V CONCLUSION PARTIELLE

Notre étude a bien permis de mettre au point une méthode d’analyse coprologique
adaptée a H. arborea et de ce fait aux NAC et nous avons identifié et détaillé avec précision
deux parasites digestifs de H. arborea.

Ainsi la méthode développée et retenue est la méthode d’enrichissement par
flottation couplée a une centrifugation. Cette technique est tout a fait reproductible et
largement privilégiée par rapport a la technique par vidange du tractus digestif qui présente
une sensibilité médiocre concernant le statut sanitaire des animaux vis-a-vis de l'infestation
par le trématode. De plus elle peut avoir des conséquences néfastes sur la santé des
animaux.

Notre gold standard qui s’est révélé imparfait, basé sur le résultat des analyses
coproscopiques couplé au résultat des lavements digestifs, pourrait étre complété par la
réalisation d’un traitement anthelminthique en fin d’étude coprologique en captivité mais
guelques jours avant de relacher les animaux. Ainsi le relarguage massif des éléments
parasitaires de dissémination pourrait étre mis en évidence par analyse coprologique de

contrdle.
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PARTIE 3 : IMPACT DU PARASITISME SUR
L’ETAT CORPOREL AINSI QUE SUR LA
STRATEGIE DE REPRODUCTION CHEZ HYLA
ARBOREA

| : INTRODUCTION

H. arborea est un modele biologique trés pertinent pour étudier le parasitisme et la
stratégie de reproduction car c’est une espéce qui se reproduit en lek ou le choix des
femelles repose sur I'expression de caracteres sexuels secondaires des males qualifiés de
« chanteurs ». Ces signaux visuels (coloration du sac vocal) et acoustiques (chant) sont
relativement colteux (Gomez et al.,, 2011), le chant pouvant multiplier par 24 le
métabolisme de base (Grafe and Thein, 2001). De plus la coloration du sac vocal utilise des
caroténoides impliqués aussi dans le fonctionnement du systéme immunitaire (Richardson
et al., 2009). les males doivent donc « choisir » entre soit utiliser ces pigments pour avoir
une bonne immunité s’ils sont confrontés a des charges parasitaires élevées, soit les utiliser
pour avoir une belle coloration du sac vocal s’ils sont peu parasités, la coloration témoignant
indirectement de la résistance parasitaire des males. Enfin, les males les plus petits peuvent
utiliser la stratégie de reproduction alternative « satellite », qui leur permet d’exploiter
I'investissement d’un male « chanteur » pour réaliser 'amplexus a sa place (Brepson et al.,
2012). Par ailleurs, nous avons identifié deux parasites digestifs au sein de la population
male étudiée dont la prévalence est relativement importante (partie 1 et 2).

Nous avons donc cherché a savoir si le parasitisme par N. dispar et le trématode avait
un impact sur I’état corporel, donc le phénotype des males et orientait, dans un contexte de
sélection sexuelle, la stratégie de reproduction de ces derniers. Nous avons donc mesuré la
masse moyenne et la taille des individus dont le statut reproducteur (« chanteur » ou
« satellite ») est connu (Figure 36), dans I’hypothése que le parasitisme diminuerait la
croissance de I'h6te (masse et taille) et aurait des répercussions sur la stratégie de

reproduction de ce dernier.
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Figure 36 : Couple de males H. arborea « chanteur-satellite », chanteur a gauche, satellite
a droite (Troianowski, 2011).

Il : MATERIEL ET METHODE

Cette étude a été réalisée sur les mémes échantillons que ceux utilisés pour les parties 1 et

2.

A : Mesures des caractéristiques individuelles des males

Les rainettes ont été pesées sur site lors de leur capture a JO, puis en captivité a J0+7
et enfin a JO+15 avant de les relacher dans leur milieu naturel. Toutes les mesures ont été
effectuées aprés que les animaux aient uriné. Ces mesures ont été effectuées sur balance de
précision APX-200 (Denver Instrument™) a +0,1mg. Ceci nous a permis d’obtenir une masse
moyenne par individu qui sera utilisée pour les analyses par la suite.

Nous avons également réalisé une moyenne de trois mesures successives de la

longueur museau-urostyle (LMU, +1mm) le jour de la capture, afin d’obtenir leur taille.

B : Analyses parasitologiques

Les techniques utilisées ont toutes été décrites dans la partie précédente.
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C : Analyses des résultats

1) Analyses statistiques

Toutes les analyses ont été réalisées avec le logiciel R, version 3.0.0.
a) Statistiques univariées

Il est important de noter que les observations en analyses uni-variées ne
représentent pas la réalité mais les interactions dans un modele simple ne prenant en
compte que deux variables et uniqguement ces deux variables correctement identifiées. Les
différentes variables prises en compte une a une sont: masse moyenne; taille (LMU);
stratégie de reproduction (chanteur/satellite) ; parasitisme (par N. dispar, par le trématode,
par les deux, par aucun des deux).

La normalité des jeux de données a été vérifiée par le test de Shapiro-Wilk. Dans le
cadre d’une loi Normale, nous avons utilisé des tests paramétriques avec comparaison de
variances (test de Bartlett) puis une analyse Anova dans le cas de variances égales ou un test
de Welch dans le cas de variances inégales. Dans les cas ou les données ne suivent pas une
loi Normale, nous avons utilisé des tests non paramétriques avec le test de Kruskall-Wallis.
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Tous les résultats ont été analysés en prenant en compte la 2" année seule puis I'ensemble
des deux années d’étude.

Nous avons également inclus dans cette partie le modele bi-varié faisant intervenir a
la fois la taille et la masse des individus vis-a-vis de la stratégie de reproduction.

Dans la partie Il : RESULTATS nous avons choisi de conserver la représentation
graphique en box-plot qui est une des plus lisibles. Nous avons présenté pour chaque
modele uni-varié la masse des individus sur le graphique de gauche ainsi que la LMU des

individus sur le graphique de droite, les deux graphiques étant présentés conjointement,

mais les échelles sont différentes.

b) Régression logistique
Nous avons utilisé plusieurs modeéles complexes GLM prenant en compte les
différentes variables pour pouvoir éliminer les variables n’influencant pas I'analyse. Nous
avons d’abord étudié le lien entre parasitisme et stratégie de reproduction, puis le lien entre

masse moyenne et stratégie de reproduction ainsi que le lien entre taille (LMU) et stratégie
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de reproduction. Enfin nous avons étudié le lien entre masse moyenne et parasitisme puis
entre LMU et parasitisme.

Il est a noter que toute analyse impliquant la variable « parasitisme » est subdivisée en sous
variables « N. dispar » et « trématode ».

Les modeles conservés, choisis pour leur plus petit AIC (critére d’Akaiké) ont tous été
vérifiés par analyse des résidus. Nous avons vérifié que ni les résidus de Pearson ni les
résidus de déviance n’avaient une valeur absolue supérieure a 2.

c) Estimations d’aprés les résultats statistiques

La réalisation des analyses statistiques uni-variées ainsi que les régressions
logistiques et linéaires nous ont permis d’obtenir des informations quantitatives sur I'impact
du parasitisme sur les caractéristiques morphologiques des individus, ainsi que sur
I'orientation de la stratégie de reproduction suivant I’évolution de ces caractéristiques

morphologiques.

Il : RESULTATS

A : Données générales

Durant la 1°" année d’étude, 26 males chanteurs H.arborea ont été capturés. Durant

la 2™ année d’étude, 62 males ont été capturés, dont 32 chanteurs et 30 satellites. Les

captures ont été réalisées avec attention en prenant garde a ne pas blesser les animaux. Un

chanteur et un satellite sont morts durant la période de captivité et ont donc été retirés de
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I’étude. Nous avons donc 57 males chanteurs (26 la 17 année et 31 la 2" année) et 29
males satellites sur I'ensemble de I'étude.
Le tableau 6 récapitule la distribution des parasites chez les rainettes en fonction de la

stratégie de reproduction des individus.
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Ce qui ressort principalement est qu’il n'y a pas de différence de prévalence

parasitaire, en tenant compte des deux méthodes de récolte (coproscopie et lavements
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digestifs) entre les individus chanteurs et satellites. Les individus satellites ne sont ni plus
parasités par N. dispar (p-value=0,9661) ou par le trématode (p-value=0,1711), ni par les

deux en méme temps (0,1054) que les individus chanteurs.

B : Analyses coprologiques

(Référence Chapitre 2, partie 1)

Le tableau suivant résume les résultats des deux techniques retenues (partie 1), dont
I’addition représente notre gold standard, pour chaque année d’étude, concernant N. dispar
et le trématode suivant le statut reproducteur des individus.

Tableau 7 : Résultats des différentes techngiues sur chaque année d’étude ainsi que sur
I’ensemble de I’étude, concernant N. dispar et le trématode digéne vis-a-vis de la stratégie
de reproduction des animaux.
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On n’observe aucune différence significative quant a la proportion d’échantillons
positifs au sein des individus chanteurs entre la 1° et la 2°™ année d’étude, que ce soit par
rapport a N. dispar (p-value=1) ou par rapport au trématode (p-value=1). Ceci est également
observé concernant le nombre d’individus positifs a N. dispar (p-value=0,8850) comme au
trématode (0,4907) entre la 1° et la 2°™ année ‘étude.

On observe statistiguement plus d’échantillons positifs vis-a-vis de N. dispar chez les
satellites que chez les chanteurs, que l'on prenne en compte la 2°™ année (p-
value=0,04552) ou bien les deux années d’étude (p-value=0,0278). Ceci n’est pas observé sur
le nombre d’individus positifs vis-a-vis de N. dispar, que I'on prenne en compte la 2°™ année
d’étude (p-value=0,1021) ou bien les deux années d’étude (p-value=0,0924).

On n’observe aucune différence statistiqguement significative concernant le nombre
d’échantillons positifs vis-a-vis du trématode entre les individus chanteurs et satellites, que

éme

I'on prenne en compte la 2°°" année d’étude (p-value=0,0633) ou bien les deux années

d’étude (p-value=0,9735). Aucune différence significative non plus concernant le nombre

d’individus positifs vis-a-vis du trématode, que I'on prenne en compte la 2°™® année d’étude

(p-value=0,1211) ou bien les deux années en méme temps (p-value=0,0666).

Les males « satellites » présentent significativement plus d’échantillons positifs vis-a-vis de

N. dispar que les males « chanteurs ».

C : Régression linéaire de la masse des individus en fonction de leur

taille

Les figures ci-dessous montrent I'étroite relation entre les variables « taille » et « masse ».
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Figure 37 : Lien marqué et dépendance entre masse et taille des males H. arborea.

On observe une corrélation directe entre ces deux parametres, lorsque I'on fait la
régression linéaire du log(masse) en fonction du log(taille) et que I'on observe la distribution

des résidus, on obtient une droite quasiment parfaite (Figure 37).
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masse

Une corrélation directe entre la masse moyenne et la taille des individus est observée :

corrélation de 96,7%.

D : Analyses statistiques uni-variées

1) Individus chanteurs (57) versus satellites (29)

7.5
|
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|
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|

5.0

45

4.0

ch sat Ch Sat

statut statut

Les chanteurs sont significativement plus lourds (p-value=0,0039) et plus longs que les satellites (p-
value=0,0121). On observe une moyenne de 5,88g et 40,19mm pour les chanteurs et de 5,40g et
39,16mm pour les satellites. On a donc une différence de 0,48g (8,16%) et de 1,03mm (2,56%) chez

les satellites.

Les males « chanteurs » sont significativement plus lourds et plus grands que les males

« satellites »
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2) Individus parasités ou non par N. dispar

a) Individus totaux (60 parasités versus 26 non parasités)
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Les individus parasités par N. dispar ne sont pas plus légers que ceux qui ne le sont pas (p-
value=0,2151), mais les individus parasités par N. dispar sont significativement plus petits que les
individus non parasités par ce cestode (p-value=0,0056). On observe une moyenne de 40,68mm pour
les individus non parasités par N. dispar et de 39,50mm pour les individus parasités. On a donc une

différence de 1,18mm, soit 2,9%.
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b) Individus chanteurs (43 parasités versus 14 non parasités)
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Les chanteurs parasités par N. dispar ne sont pas plus légers que ceux qui ne le sont pas (p-
value=0,6028), mais les chanteurs parasités par N. dispar sont significativement plus petits que les
chanteurs non parasités par ce cestode (p-value=0,0233). On observe une longueur moyenne de
40,98mm pour les chanteurs non parasités par N. dispar et de 39,82mm pour les chanteurs parasités
par N. dispar soit une différence de 1,16mm (2,83%).

c) Individus satellites (21 parasités versus 8 non parasités)
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Les satellites infestés par N. dispar ne sont ni plus légers (p-value=0,1451) ni plus petits (p-

value=0,1321) que les satellites non parasités par ce cestode, bien que I'on observe une tendance.

3) Individus parasités ou non par le trématode

a) Individus totaux (41 parasités versus 47 non parasités)
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Les individus parasités par ce trématode sont significativement plus légers (p-value=5,935e-06) et
plus petits (p-value=6,005e-05) que les individus non parasités par ce trématode. On observe une
moyenne de 6,05g et 40,58mm pour les individus non parasités par ce trématode et de 5,37g et
39,06mm pour les individus parasités par ce trématode. On a donc une différence de 0,68g (11,24%)

et de 1,52mm (3,75%) chez les individus infestés par ce parasite.
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b) Individus chanteurs (25 parasités versus 32 non parasités)
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Les chanteurs parasités par ce trématode sont significativement plus légers (p-value=0,0001) et plus
petits (p-value=0,0007) que les chanteurs non parasités par ce trématode. On observe une moyenne
de 6,20g et 40,82mm pour les chanteurs parasités par ce trématode et de 5,50g et 39,24mm pour les
chanteurs non infestés. On a donc une différence de 0,70g (11,29%) et de 1,58mm (3,87%) chez les

chanteurs parasités par le trématode.

¢) Individus satellites (18 parasités versus 11 non parasités)
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Les satellites parasités par ce trématode ne sont pas significativement plus légers (p-value=0,1057)

ou plus petits (p-value=0,142) que les satellites non parasités par ce trématode, bien qu’une nette

tendance apparaisse.

4) Individus parasités par N. dispar et le trématode versus autres (individus

parasités par I'un ou l'autre des parasites ou non parasités)

a) Individus totaux (30 parasités versus 56 autres)
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Les individus infestés par les deux parasites en méme temps sont statistiquement plus légers (p-

value=2,029e-05) et plus petits (p-value=4,164e-05) que les autres individus, a savoir ceux parasités

par N. dispar ou le trématode ainsi que les individus non parasités. On observe une moyenne de

5,98g et 40,43mm pour les autres individus et de 5,26g et 38,79mm pour les individus parasités par

les deux parasites en méme temps. On a donc une différence de 0,72g (12,04%) et de 1,64mm

(4,06%) chez les individus infestés par les deux parasites.
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b) Individus chanteurs (16 parasités versus 41 autres)
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Les chanteurs infestés par les deux parasites en méme temps sont statistiquement plus légers (p-
value=0,0004) et plus petits (p-value=0,0006) que les autres chanteurs, a savoir ceux parasités par N.
dispar ou le trématode ainsi que les individus sains. On observe une moyenne de 6,13g et 40,68mm
pour les autres chanteurs et de 5,36g et 38,91mm pour les chanteurs parasités par les deux parasites
en méme temps. On a donc une différence de 0,77g (12,56%) et de 1,77mm (4,35%) chez les

chanteurs infestés par les deux parasites.
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c) Individus satellites (14 parasités versus 15 autres)
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Les satellites parasités par les deux parasites en méme temps semblent étre plus Iégers et plus petits
que les autres satellites, a savoir ceux parasités par N. dispar ou le trématode ainsi que les individus
sains, cependant la taille de I’échantillon est trop faible pour réaliser une étude statistique

significative.
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5) Individus parasités par N. dispar et le trématode versus individus non
parasités

a) Individus totaux (30 parasités versus 15 non parasités)
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Les individus infestés par les deux parasites a la fois sont significativement plus légers (p-
value=0,0002) et plus petits (p-value=3,196e-06) que les individus non parasités. On observe une
moyenne de 6,04g et 41,31mm pour les individus non parasités et de 5,26g et 38,79mm pour les
individus parasités par les deux parasites en méme temps. On a donc une différence de 0,78g

(12,91%) et de 2,52mm (6,10%) chez les individus infestés par les deux parasites.
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b) Individus chanteurs (16 parasités versus 11 non parasités)
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Les chanteurs infestés par les deux parasites a la fois sont significativement plus légers (p-
value=0,0151) et plus petits (p-value=0,0002) que les chanteurs non parasités. On observe une
moyenne de 6,11g et 41,61mm pour les chanteurs non parasités et de 5,36g et 38,91mm pour les
chanteurs parasités par les deux parasites en méme temps. On a donc une différence de 0,75g

(12,27%) et de 2,70mm (6,49%) chez les chanteurs infestés par les deux parasites.

c) Individus satellites (14 parasités versus 5 non parasités)
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Les satellites infestés par les deux parasites a la fois sont significativement plus légers (p-
value=0,0011) et plus petits (p-value=3,196e-06) que les satellites non parasités. On observe une
moyenne de 5,86g et 40,50 mm pour les satellites non parasités et de 5,15g et 38,64mm pour les
satellites parasités par les deux parasites en méme temps. On a donc une différence de 0,71g
(12,11%) et de 1,86mm (4,59%) chez les satellites infestés par les deux parasites. Il est important de

noter que la taille de I’échantillon est faible.

6) Individus parasités par N. dispar et le trématode versus individus
parasités par N. dispar seul

a) Individus totaux (30 parasités par les 2 versus 30 parasités par N. dispar seul)
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Les individus infestés par les deux parasites a la fois sont significativement plus légers (p-
value=7.163e-05) et plus petits (p-value=0,0123) que les individus parasités par N. dispar seul.

On observe une moyenne de 6,06g et 40,21mm pour les individus seulement parasités par N. dispar
et de 5,26g et 38,79mm pour les individus parasités par les deux parasites en méme temps. On a
donc une différence de 0,80g (13,20%) et de 1,42mm (3,53%) chez les individus infestés par les deux

parasites.
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b) Individus chanteurs (16 parasités par les 2 versus 23 parasités par N. dispar seul)
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Les chanteurs infestés par les deux parasites a la fois sont significativement plus légers (p-
value=0,0008) et plus petits (p-value=0,0331) que les chanteurs parasités par N. dispar seul. On
observe une moyenne de 6,24g et 40,45mm pour les chanteurs seulement infestés par N. dispar et
de 5,36g et 38,91mm pour les individus parasités par les deux parasites en méme temps. On a donc
une différence de 0,88g (14,10%) et de 1,54mm (3,81%) chez les individus infestés par les deux

parasites.
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c) Individus satellites (14 parasités par les 2 versus 6 parasités par N. dispar seul)
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Les satellites infestés par les deux parasites a la fois ne sont pas plus légers ou plus petits que les

satellites simplement parasités par N. dispar, cependant la taille de I’échantillon est faible.
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7) Individus parasités par N. dispar et le trématode versus individus

parasités par le trématode seul

a) Individus totaux (30 parasités par les 2 versus 11 parasités par le trématode seul)
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Les individus infestés par les deux parasites a la fois ne sont pas plus légers (p-value=0,0737) que les
individus infestés par le trématode seul bien qu’il y ait une tendance, par contre ils sont plus petits (p-
value=0,0104). On observe une longueur moyenne de 39,82mm pour les individus infestés seulement
par le trématode et de 38,79mm pour les individus parasités par les deux parasites a la fois, soit une

différence de 1,03mm (2,59%) chez ces derniers.
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b) Individus chanteurs (16 parasités par les 2 versus 7 parasités par le trématode seul)
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Les chanteurs infestés par les deux parasites a la fois ne sont ni plus légers (p-value=0,1679) ni plus

petits (0,0566) que les chanteurs parasités par le trématode seul. On observe cependant une légere

tendance.

c) Individus satellites (14 parasités par les 2 versus 4 parasités par le trématode seul)
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Les satellites infestés par les deux parasites en méme temps ne sont ni plus légers (p-value=0,0737) ni

plus petits (p-value=0,3317) que les satellites parasités par le trématode seul.

8) Modeles uni-varié finaux

a) Concernant la masse et la taille sur la stratégie de reproduction

Le tableau 8 ci-apres représente les résultats finaux des modeéles uni-variés conservés

utilisant la masse moyenne et la taille (LMU) prises séparément puis conjointement afin

d’expliquer la stratégie de reproduction.

Tableau 8 : Impact des caractéristiques morphologiques (masse moyenne et LMU) sur la
stratégie de reproduction (« chanteur » ou « satellite ») des individus, analyse uni-variée.

Stratégie de reproduction

Odds Ratio IC 95% (OR)
Nb. Nb. p-value (OR)
Chanteurs Satellites Borne inf. | Borne Sup.
Masse moyenne 57 29 0,0030 NA NA NA
rapport ala <ou= 22 21 1 1 NA NA
médiane > 35 8 0,004 0,24 0,09 0,61
1° 12 10 1 1 NA NA
répartition peme 10 11 0,65 1,32 0,38 4,45
dans les p—
quartiles 3 15 6 0,25 0,48 0,13 1,67
4°me 20 2 0,01 0,12 0,02 0,55
LMU 57 29 0,02 NA NA NA
rapport ala <ou-= 28 29 1 1 NA NA
médiane > 29 5 0,004 0,2 0,06 0,56
1¢ 20 17 1 NA NA
repartition 28me 8 7 0,96 1,03 0,3 3,45
dans les p—
quartiles 3 13 2 0,04 0,18 0,03 0,78
4°me 16 3 0,03 0,22 0,05 0,8
Taille et
masse < ou 16 20 1 1 NA NA
= médiane
Synthese Taille ou
taille et masse > 18 5 0,01 0,22 0,06 0,69
masse médiane
Taille et
masse > 23 4 0,002 0,14 0,04 0,45
médiane
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On observe une différence significative lorsque la masse moyenne des individus est

supérieure a la médiane de la population (p-value=0,004) et également lorsqu’elle se situe

dans le 4°™ quartile (p-value=0,01). On observe une différence significative lorsque la taille

des individus (LMU) est supérieure a la médiane de la population (p-value=0,004) et

eme eme

également lorsqu’elle se situe dans le 3" quartile (p-value=0,04) et le 4 quartile (p-
value=0,03). En effet, plus I'individu sera lourd et grand plus il adoptera une stratégie de
reproduction de type « chanteur », I'orientation vers le statut chanteur étant relativement
importante (Tableau 8).

On observe également cela lorsque I'on considere a la fois la taille et la masse des

individus (Tableau8).

Plus un male est lourd et grand, plus la probabilité qu’il soit « chanteur » est importante

Plus un male est léger et petit, plus la probabilité qu’il soit « satellite » est importante

b) Concernant le parasitisme sur la stratégie de reproduction
Le tableau 9 ci-apres représente les résultats finaux des modeles uni-variés conservés

utilisant le parasitisme afin d’expliquer la stratégie de reproduction.

Tableau 9 : Impact du parasitisme sur la stratégie de reproduction (chanteur ou satellite)
des individus, analyse uni-variée.

Stratégie de reproduction ]
. . Odds Ratio IC 95% (OR)
Parasites | Infestation Nb. Nb. p- value (OR)
Chanteurs Satellites Borne inf. | Borne Sup.
. NON 18 8 1 1 NA NA
N. Dispar
Ooul 39 21 0,7 1,21 0,46 3,38
NON 34 11 1 1 NA NA
Trematode
Ooul 23 18 0,0593 2,42 0,98 6,2
N. dispar + NON 41 15 1 1 NA NA
trématode oul 16 14 0,066 2,39 0,95 6,14

On n’observe aucune conséquence de linfestation par N. dispar sur la stratégie de
reproduction des individus (p-value=0,7).
On observe une tendance concernant la conséquence de l'infestation par le trématode sur le

statut reproducteur des animaux (p-value=0,0593) orientant la stratégie de reproduction vers le
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statut satellite. Cependant cet effet n’est pas significatif bien que présent et la différence
d’orientation, en terme de stratégie de reproduction, reste minime.
La méme observation est réalisée lorsque I'on considéere la co-infestation par N. dispar et le

trématode (p-value=0,066) (Tableau 9).

L’infestation par N. dispar et/ou par le trématode n’a pas de lien significatif direct sur la stratégie
de reproduction des males.

Le lien du trématode avec le statut « satellite », bien que minime et non significatif, est présent.

E: Analyses statistiques multi-variées: régression logistique et
linéaire
1) Interaction parasitaire
Nous avons vérifié dans tous les modeles présentés ci-apres si les parasites
présentaient une interaction entre eux sur les différentes variables, que ce soit la stratégie
de reproduction (chanteur ou satellite) ou les caractéristiques morphologiques (masse
moyenne et taille).

On n’observe aucune interaction statistiquement significative entre les deux

parasites sur I'ensemble des modéles.

2) Lien entre parasitisme et état corporel des animaux

Nous avons observé a travers différents modéles que N. dispar comme le trématode
ont un effet statistiquement significatif sur la masse et la taille des animaux (voir C : Analyses
statistiques uni-variées) mais que c’est bien le trématode qui a le plus d’impact sur la masse
des individus (Tableau 10) et que c’est le modele prenant en compte N. dispar et le
trématode qui explique le mieux la relation avec la taille des individus (Tableau 11). Les
Pseudo R2 de 0,21 pour le lien entre masse et parasitisme ainsi que le Pseudo R2 de 0,22
pour le lien entre taille et parasitisme permet de dire que les parasites n’expliquent pas a

eux seuls, toutes les variations morphologiques.
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Tableau 10: Résumé de la sélection des modeles expliquant la variation de masse par le
parasitisme. Dev. Rés. : déviance résiduelle ; AIC: critere d’information d’Akaike ; AAIC : différence
d’AIC entre le modeéle étudié et le meilleur modele; Pseudo R2: mesure de la proportion de
déviance expliquée par le modele ; p-value : calculée par rapport au meilleur modele, sauf pour le
modele * (interaction) qui est comparé au méme modeéle sans *.

variables explicatives
(variable a k Dev. rés. ddl AIC AAIC Pseudo R2 p-value
expliquer=masse)
1 (nul) 75,52 | 51,374 84 202,42 | 19,3 NA 4.878e-06
N. dispar 76,2 50,424 83 202,83 | 19,71 NA 2.109e-06
N. dispar * trématode 73,1 39,129 81 185,28 2,16 NA 0,3392
N. dispar + trématode | 72,33 39,57 82 184,23 | 1,11 NA 0,3537
trématode 71,57 39,985 83 183,12 0 0,21 NA

Tableau 11: Résumé de la sélection des modeéles expliquant la variation de taille par le
parasitisme. Dev. Rés. : déviance résiduelle ; AIC: critére d’information d’Akaike ; AAIC : différence
d’AIC entre le modele étudié et le meilleur modele; Pseudo R2: mesure de la proportion de
déviance expliquée par le modéle ; p-value : calculée par rapport au meilleur modéle, sauf pour le
modele * (interaction) qui est comparé au méme modéle sans *.

variables explicatives
(variable a expliquer= k Dev. rés. ddl AIC AAIC Pseudo R2 p-value
taille)
1 (nul) 30,355 | 288,33 84 349,04 | 19,06 NA 2.811e-06
N. dispar 39,96 263,46 83 343,38 13,4 NA 5.451e-05
trématode 48,25 238,38 83 334,87 4,99 NA 0,08481
N. dispar * trématode | 56,085 219,8 81 331,97 1,99 NA 0,9503
N. dispar + trématode 55,09 219,8 83 329,98 0 0,22 NA

L’'infestation par N. dispar est liée avec une taille inférieure chez les males

L’'infestation par le trématode est liée avec une masse et une taille inférieures chez les
males

Il n’y a pas d’effet synergique ou antagoniste des parasites I'un sur I'autre, une simple

addition des effets est observée

3) Lien entre parasitisme, morphologie des animaux en tenant compte de la

stratégie de reproduction

a) Modéles morphologiques expliquant la stratégie de reproduction
Le tableau suivant montre le lien entre taille ou masse moyenne sur la stratégie de

reproduction, sans prendre en compte le parasitisme.
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Tableau 12 : Résumé des deux modeles morphologiques sur la stratégie de reproduction. Dev.
Rés. : déviance résiduelle; AIC: critere d’information d’Akaike; AAIC: différence d’AIC entre le
modele étudié et le meilleur modele ; Pseudo R2 : mesure de la proportion de déviance expliquée
par le modeéle ; p-value : calculée par rapport au modeéle nul.

variables explicatives
(variable a expliquer = k Dev. rés. ddl AIC AAIC Pseudo R2 p-value
statut reproducteur)
1 (nul) 1 107,74 84 109,74 8,68 NA NA
taille 2 102,32 83 106,32 5,26 0,05 0,01989
masse moyenne 2 97,058 83 101,06 0 0,1 0,001082

On observe que c’est la masse moyenne qui explique le mieux |'orientation de la
stratégie de reproduction, indépendamment de I'effet « parasitisme ».
b) Modeéles parasitaires expliquant la stratégie de reproduction
Le tableau suivant montre le lien entre le parasitisme et la stratégie de reproduction,

sans prendre en compte les caractéristiques morphologiques.

Tableau 13 : Résumé de la sélection des modeles expliquant la stratégie de reproduction par le
parasitisme. Dev. Rés. : déviance résiduelle ; AIC: critere d’information d’Akaike ; AAIC : différence
d’AIC entre le modéle étudié et le meilleur modele; Pseudo R2: mesure de la proportion de
déviance expliquée par le modele ; p-value : calculée par rapport au meilleur modele, sauf pour le
modele * (interaction) qui est comparé au méme modéle sans *.

variables explicatives
(variable a expliquer = k Dev. rés. ddl AIC AAIC Pseudo R2 p-value
statut reproducteur)
1 (nul) 1 107,74 84 109,74 | 1,71 NA 0,054
N. dispar * trématode 4 103,94 81 111,94 3,64 NA 0,7808
N. dispar + trématode 3 104,02 82 110,02 1,99 NA 0,9236
trématode 2 104,03 83 108,03 0 0,034 NA

On observe que c’est bien le trématode qui aurait un effet sur I'orientation de la

stratégie de reproduction. Cependant le pseudo R2 de 0,034 pour ce modéle montre qu'il

n’explique qu’une partie relativement faible de cette orientation.
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c) Modeéle final obtenu a parti du modéle complet
Le modele final utilisé prend en compte les deux parasites pris séparément sans

interaction et les caractéristiques morphologiques des individus (Tableau 14).

Tableau 14 : Résumé de la sélection des modeéles expliquant la stratégie de reproduction
par le parasitisme et la morphologie des individus, a partir du modéle complet. Dev. Rés. :
déviance résiduelle ; AIC: critére d’information d’Akaike ; AAIC : différence d’AIC entre le
modele étudié et le meilleur modele.

variables explicatives (statut

reproducteur = variable a k Dev. rés. ddl AIC AAIC
expliquer)
1 (nul) 1 107,74 84 109,74 8,68

taille + masse moyenne + N.

. ) 5 96,731 80 106,73 5,67
dispar + trématode
masse moy?nne+ N. dispar 4 96,731 31 104,73 367
+ trématode
Masse moyenne + 3 96,831 83 102,82 | 1,76
trématode
masse moyenne 2 97,058 83 101,06 0

On observe que le modele expliquant le mieux l'orientation de la stratégie de
reproduction est la variable morphologique « masse moyenne ». Il est cependant intéressant
de noter que la variable « taille » est retirée en premier du fait de sa corrélation extréme
avec la masse, n’apportant alors que peu d’informations différentes par rapport a la variable
« masse moyenne ». La variable « trématode » est la derniere a étre mise de coté, ce qui
confirme I'effet non significatif mais présent de l'infestation par ce parasite sur le statut

reproducteur des animaux.
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Le tableau 15 apporte une représentation du modéle multi-varié final prenant en compte la

masse moyenne et la taille en méme temps.

Tableau 15: Autre représentation du résumé du modeéle sélectionné expliquant la
stratégie de reproduction par le parasitisme et la morphologie des individus, a partir du
modéle complet.

Stratégie de reproduction
. IC95%
. p-value Odds Ratio
Chanteurs Satellites -
Borne inf. | Borne Sup.
taille et
masse < ou 16 20 1 1 NA NA
=ala
Synthese médiane
taille et taille ou
masse masse > a 18 5 0,018 0,211 0,053 0,72
moyenne | la médiane
Taille et
masse > a 23 4 0,006 0,129 0,027 0,51
la médiane
Infestation NON 18 8 1 1 NA NA
N. dispar oul 39 21 0,508 0,68 0,211 2,137
Infestation NON 34 11 1 1 NA NA
Trématode oul 23 18 0,878 1,09 0,348 3,244

On observe comme dans la représentation précédente (tableau 14), que c’est bien les

caractéristiques morphologiques qui expliquent le mieux [I'orientation du statut

reproducteur et que le parasitisme ne I'explique pas directement.

F : Estimation a partir des résultats précédents
1) Impact du parasitisme sur les caractéristiques morphologiques des

individus
a) Surla masse moyenne
La masse moyenne des individus non parasités de la population d’étude est de 6,1g
(valeurs extrémes : 5,9 a 6,3g).
Un individu de cette population qui serait infesté par le trématode serait en moyenne plus

maigre de 0,7g (valeurs extrémes : 0,4 a 1,0g) soit 11,48% de sa masse.
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L'infestation de N. dispar n’a pas de lien avec la masse moyenne des individus et ne peut
donc pas étre quantifiée.

b) Sur la taille (LMU)

La LMU des individus non parasités de la population d’étude est de 41,2mm (valeurs

extrémes : 40,5 a 41,9mm).
Un individu de cette population qui serait infesté par le trématode mesurerait en moyenne
1,4mm de moins (valeurs extrémes : 0,7 a 2,2mm) soit 3,40% de sa taille.
Un individu de cette population qui serait infesté par N. dispar mesurerait en moyenne
1,0mm de moins (valeurs extrémes : 0,2 a 1,8mm) soit 2,42% de sa taille.
Puisqu’il n’y a pas d’interaction entre l'infestation par I'un et I'autre des deux parasites, un
individu de cette population qui serait infesté par les deux parasites en méme temps
mesurerait en moyenne 2,4mm de moins (valeurs extrémes : 0,9 a 4,0mm) soit 5,83% de sa

taille.

2) Impact de I'évolution des caractéristiques morphologiques sur la

stratégie de reproduction des animaux
a) La masse
L'odd ratio, concernant |'orientation de la stratégie de reproduction vers le statut
« chanteur », d’un individu de la population par rapport a un autre individu de cette
population pesant 0,7g de moins est de 0,47 (IC95% [0,29; 0,77]). Cela signifie
gu’inversement, I'individu pesant 0,7g de moins, aurait 2,13 fois plus de probabilité d’étre
« satellite ».
b) La taille (LMU)
L'odd ratio, concernant l'orientation de la stratégie de reproduction vers le statut
« chanteur », d’un individu de la population par rapport a un autre individu de cette
population mesurant 1mm/1,4mm/2,4mm de moins est de 0,73/0,65/0,48 (IC95% [0,56 ;
0,971/[0,44; 0,95]/[0,25; 0,92]). Cela signifie qu’inversement, lindividu mesurant
1mm/1,4mm/2,4mm de moins, aurait 1,37/1,54/2,08 fois plus de probabilité d’étre

« satellite ».
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IV : DISCUSSION

A : Choix des modeles statistiques

On observe un impact supérieur de l'infestation par le trématode par rapport a
I'infestation par N. dispar, que ce soit en analyses uni-variées ou multi-variées car la
différence de masse moyenne (p-value=7.163e-05) et de taille (p-value=0,01233) est
significative entre les individus infestés par les deux parasites et ceux infestés par N. dispar
seul, alors gu’il n’y a pas de différence significative de variation de la masse moyenne entre
les individus infestés par les deux parasites et ceux infestés par le trématode seul (p-
value=0,07378). La variation de la taille reste quant a elle significative (p-value=0,01041).

D’aprés tout ceci et en se référant a I'analyse statistique multi-variée (régression
logistique) le modele expliquant le mieux I'impact du parasitisme sur les variations de masse
moyenne des individus est celui prenant en compte le trématode seul alors que c’est le
modele prenant en compte I'infestation par les deux parasites a la fois qui explique le mieux

les variations de tailles au sein de la population étudiée.

B : Impact direct du parasitisme sur les caractéristiques

morphologiques des hotes

Les males parasités ont une taille et une masse inférieures aux males sains, ce qui
semble indiquer une limitation de la croissance induite par le parasite. La croissance est une
caractéristique souvent altérée chez I’hote par les colits liés au parasitisme (Agnew et al.,
2000). De plus on sait que la premiére conséquence d’une infestation parasitaire est la
baisse de performances et de I'état général de I'hGte (Sangster, 2002).

Dans notre étude nous avons observé I'impact des deux parasites digestifs présents
au sein de cette population de H. arborea. En effet la réalisation d’analyses coproscopiques
couplées aux lavements digestifs des animaux permet d’obtenir une prévalence proche de la
réalité et d’obtenir I'intégralité du cortege des helminthes digestifs. L’action pathogéne des
deux parasites étudiés ici était jusqu’alors inconnue. Nous avons pu montrer que
I'infestation par le trématode est liée avec une diminution de taille et de poids de I'h6te et
qgue cet impact est plus important que celui de N. dispar dont I'impact se retrouve

essentiellement sur la taille des individus infestés. Nous avons également montré un lien
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additif car l'infestation conjointe par ces deux parasites a plus d’impact sur la morphologie
des hotes que les infestations simples par I'un ou I'autre de ces derniers.

La diminution potentielle du taux de croissance des males infestés par N. dispar et/ou
le trématode nécessite logiquement que I'infestation se déroule précocement. Les tétards
étant phytophages jusqu’a l'initiation de la métamorphose et le cycle évolutif de N. dispar
faisant nécessairement intervenir un hote intermédiaire invertébré arthropode avant
I'ingestion par son hote définitif, I'infestation devrait se produire lors ou apres la
métamorphose (Wright and Whitaker, 2000). Concernant le moment de l'infestation par le
trématode, celui-ci doit avoir lieu également relativement précocement. En effet
I'identification reste incertaine entre D. subclavatus ou Opisthodiscus sp., mais le cycle de
développement du premier est connu dans ses grandes lignes et le cycle du second doit en
étre relativement proche du fait de leur proximité phylogénique. En effet il fait intervenir un
premier hote intermédiaire gastéropode lequel libérera les cercaires qui iront s’enkyster en
métacercaires sur le tégument externe de la rainette. Cette derniere les ingerera lors de la
mue (Yamaguti, 1975). Ainsi les hotes peuvent s’infester des leur jeune &age adulte
expliquant le retard de croissance induit par le parasite. La poursuite des travaux en
génétique moléculaire devrait permettre a I'aide de sondes moléculaires spécifiques a N.
dispar de rechercher sa présence dans les proies potentielles de H. arborea (Turlin, 2011).
Cependant la difficulté réside dans la diversité alimentaire des rainettes, lesquelles sont
toujours des prédateurs placés tres haut dans la chaine alimentaire (Chubb et al., 2010). En
effet les rainettes arboricoles exploitent non seulement les niches écologiques horizontales
lors de la période de reproduction, mais également les niches écologiques verticales du fait
de leur vie arboricole le reste du temps. Une étude a mis en évidence 53 catégories de proies
dans I'estomac de H. arborea et souvent en présence de restes de mues en milieu aquatique
(Kovacs et al.,, 2007). Que ce soit pour l'un ou l'autre des deux parasites étudiés ici,
I'infestation aura donc lieu dans I'environnement aquatique, c'est-a-dire lors de la période

de métamorphose comme dit précédemment ou bien lors des saisons de reproduction.

C : Effet indirect du parasitisme dans la sélection sexuelle

La conséquence d’une augmentation de la masse moyenne et ou de la taille moyenne

a un lien significatif avec l'orientation de la stratégie de reproduction vers un statut
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« chanteur », que ce soit en analyses uni-variées ou en analyses multi-variées. Cette
orientation est d’autant plus marquée lorsque I'on observe la distribution du statut
reproducteur des individus par rapport aux médianes (de poids et de taille) de la population.
Ceci est encore plus vrai lorsque I'on observe cette distribution en analyse uni-variée dans le
3% et 4°™ quartiles. On peut donc dire que plus les individus seront lourds ou grands plus
ils adopteront un statut « chanteur ». Ceci est encore plus vrai s’ils sont a la fois lourds et
grands. Ainsi, si les individus sont plus légers et/ou sont plus petits ils adopteront
préférentiellement un statut reproducteur « satellite ».

Il est a noté que malgré tout la variation de masse moyenne n’explique que 10% de la
variation d’orientation du statut reproducteur et que la variation de la taille n’explique que
5% de cette variation de stratégie de reproduction. Ces chiffres sont donc a utiliser avec
modération sur un modele dont les interprétations quantitatives restent limitées du fait de
la taille peu élevée de I’échantillon étudié.

La qualité d’un male en vue de son succes reproducteur est un parameétre composé
de plusieurs variables telles que la santé générale, le statut sanitaire, la résistance aux
pathogénes ou l'efficacité physiologique dans un environnement donné (Gomez et al.,
2011). On sait que les caracteres sexuels secondaires des males que sont le chant et la
coloration du sac vocal véhiculent des informations sur la qualité du male en tant que
potentiel partenaire sexuel pour la femelle qui utilise ces informations (Gomez et al., 2009;
Richardson et al., 2010a, 2008). Notre étude a permis de mettre en évidence lI'impact
indirect du parasitisme, donc du statut sanitaire, sur I'orientation du statut reproducteur des
animaux infestés. En effet, le parasitisme a un impact non négligeable sur les
caractéristiques morphologiques que sont la masse et la taille des individus, ces dernieres
ayant elles-mémes des conséquences sur la stratégie de reproduction adoptée par les
individus infestés. Ainsi les individus infestés auront tendance a étre plus légers et plus petits
et donc indirectement de s’orienter vers un statut reproducteur « satellite ». Plusieurs
études montrent que chez H. arborea comme pour beaucoup d’anoures, la masse et la taille
sont des parametres qui influencent la fréquence dominante du chant des males (Berec and
Bajgar, 2011; Friedl and Klump, 2002; Gomez et al., 2011; Richardson et al., 2010b). En effet,
la fréquence dominante est négativement corrélée a la masse et a la taille des males ; ainsi
les plus grands individus émettent des chants de basse fréquence, plus graves, préférés des

femelles. Ceci reflete I’hypothése du désavantage intrinseque de la morphologie sur le
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succes reproducteur des males (Brepson et al., 2012). La seconde hypothése est expliquée
par le manque de réserve énergétique des males les plus petits. Une étude a montré la
difficulté pour les males initialement « chanteurs » de H. arborea a maintenir I'activité
acoustique lorsqu’ils sont sous contrainte alimentaire stricte (Brepson et al., 2013). lls ont
montré que les males les plus gros avaient plus de difficulté a maintenir un nombre élevé de
« bouts » au sein du chant, alors que les males les plus petits avaient plus de difficulté a
maintenir I'activité de chant elle-méme. Par ailleurs il a été mis en évidence que les individus
les plus gros utilisaient moins d’oxygene par gramme de tissu que les individus les plus petits
lors du chant (Voituron et al., 2012). Or on sait que le chant chez les anoures est trés coliteux
a produire (Gomez et al., 2011) et que celui de H. arborea est un des plus colteux (Grafe and
Thein, 2001). Les observations précédentes vont donc dans le sens de |'orientation de la
stratégie de reproduction des males les plus petits vers le statut « satellite ».

Comme dit précédemment les males adoptant le statut « satellite » sont plus petits
que leurs congéneres « chanteurs » (Berec and Bajgar, 2011; Brepson et al.,, 2013). Dans
notre étude ces observations sont vérifiées. Les males « chanteurs » sont significativement
plus lourds (p-value=0,0039) et plus longs que les « satellites » (p-value=0,0121). On
observe une moyenne de 5,88g et 40,19mm pour les « chanteurs » et de 5,40g et 39,16mm
pour « les satellites ». On a donc une différence de 8,16% du poids et de 2,56% de la taille
chez les males « satellites ». Compte tenu de I'impact mis en évidence des parasites sur les
caractéristiques morphologiques, notre hypothese initiale semble probable. En effet
I'infestation par le trématode est liée a un poids inférieur de 0,7g en moyenne, soit 11,48%
de sa masse totale et qu’un individu infesté par N. dispar et le trématode en méme temps
aura en moyenne une taille inférieure de 2,4mm de longueur soit 5,83% de sa taille.
Indirectement et toujours en accord avec notre réflexion initiale , un individu infesté par le
trématode aurait (en se référant a la perte de poids) une probabilité 2,13 fois plus élevée
d’étre « satellite » et un individu infesté par les deux parasites aurait (en se référant a la
perte de taille) une probabilité 2,08 fois plus élevée d’étre « satellite ».

Par conséquent il est fort probable que l'infestation par N. dispar et le trématode agisse
guand méme indirectement sur la sélection sexuelle chez H. arborea. Ainsi, les femelles en
choisissant un male de grande taille et relativement lourd, par l'intermédiaire de ces
caractéristiques acoustiques pourrait bénéficier de genes de résistance aux parasites (s’ils

existent) (Mgller, 1990).
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D’autre part en se référant a notre analyse coproscopique concernant l'infestation
par N. dispar, on observe que les males « satellites » présentent significativement plus
d’échantillons positifs que les males « chanteurs » que I'on prenne en compte la 2°™ année
(p-value=0,0455) ou bien les deux années d’étude (p-value=0,0278) alors que le nombre
d’échantillons collectés entre les deux catégories de males reste semblable. Ceci peut
s’expliquer par la réalisation d’une reproduction sexuée chez N. dispar, facilitée par
I'altération de I'état de santé de son hoéte. En effet, peut-étre le parasite affaibli-t-il le
systéme immunitaire de son hote le rendant moins apte a éliminer le parasite, lequel peut
concentrer son énergie afin de contaminer a un plus haut niveau le milieu de vie de ses
hotes augmentant indirectement par le biais de son cycle hétéroxene la probabilité
d’infester un plus grand nombre d’hotes définitifs.

Par ailleurs, les adaptations parasitaires sont complexes car elles impliquent une
relation tres étroite avec les hétes qui co-évoluent dans une course de « contre adaptation »
physiologique, écologique et comportementale. Cette course « contre adaptative » implique
qgue pour chaque adaptation parasitaire pour passer au travers d’une défense de I'hote,
I’h6te met en place une contre-stratégie et ainsi de suite, ceci correspondant a la théorie de
la Reine Rouge (Nerissa Ramnath, 2009). Ainsi, si indirectement le parasitisme oriente la
stratégie de reproduction vers le statut « satellite », cela devrait apporter un bénéfice
majeur au parasite. En effet, on sait que certains parasites manipulent le comportement des
hotes a leur avantage (Adamo, 2003; Agnew et al.,, 2000; Cézilly et al., 2010; Nerissa
Ramnath, 2009). En effet, les parasites peuvent manipuler le comportement de leurs hotes
par action sur le systéme nerveux et/ou sur le systéme immunitaire. En diminuant le succes
reproducteur des males infestés ou en orientant la stratégie de reproduction de ces derniers
vers le statut « satellite » moins colteuse énergétiquement, les parasites permettent un gain
énergétique pour I’'hote qu’ils pourraient exploiter a leur propre compte. Ainsi ils
potentialiseraient I'ingestion de nutriments sans diminuer la survie de leurs hotes définitifs
ou sans trop affecter leur santé générale. En effet on peut facilement supposer que les males
« chanteurs » H. arborea seront plus souvent la cible de prédateurs car facilement
repérables par ces derniers, diminuant par la prédation les possibilités de dissémination.
Cependant, cette orientation comportementale vers un statut reproducteur « satellite »

pourrait également étre un mécanisme de défense de I’'hote contre les parasites. En

diminuant son métabolisme, I'"h6te diminue également sa température corporelle ce qui
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peut potentialiser I'efficacité de sa réponse immunitaire et ralentir indirectement le
métabolisme des parasites ainsi que son cycle évolutif (Cézilly et al., 2010; Nerissa Ramnath,
2009; Sangster, 2002).

Il faudrait également se pencher sur I'étude de la coloration du sac vocal chez H.
arborea dont on connait I'implication en tant que caractére sexuel secondaire des males
impliqué dans le choix du partenaire sexuel par la femelle (Gomez et al., 2010). Il s’agirait de
comparer la coloration des sacs vocaux entre les males infestés par ces deux parasites et les
males sains. Une premiere étude réalisée ne prenant en compte que l'infestation par N.
dispar, dont le statut parasitaire des animaux a été obtenu par le seul lavement digestif, n'a
pas permis de conclure a un impact de ce dernier sur la coloration et la brillance des sacs
vocaux (Troianowski, 2011). On sait cependant que la coloration des sacs vocaux comme de
nombreux autres ornementations dans le Regne Animal repose sur la présence de pigments
caroténoides impliqués dans la défense immunitaire de I'organisme (Lozano, 1994; Olson
and Owens, 1998). Une étude a également montré que chez H. arborea, la coloration des
sacs vocaux mélait trois pigments caroténoides impliqués également dans le systéme
immunitaire donnant une coloration rouge orangée aux sacs vocaux, couleur préférée par
les femelles lors du choix du partenaire sexuel (Richardson et al., 2009). On considéere que
les caroténoides sont de bons marqueurs car coliteux a obtenir dans un environnement qui
n‘en contient que peu. Les males les plus colorés sont donc de meilleurs chasseurs, plus
aptes a la survie et a la lutte contre les prédateurs car ils arrivent a obtenir une quantité plus
importante de caroténoides d’'un méme environnement par rapport a leurs compétiteurs.
Ainsi, les femelles en choisissant les males les plus colorés assurent a leur progéniture une
plus grande probabilité d’étre en bonne santé, de mieux lutter contre les différents
problemes de santé et tirent également un bénéfice direct qui est de réaliser I'amplexus
avec un partenaire potentiellement moins parasité et donc diminuer le risque de s’infester a
son contact.

Par la suite il faudrait étudier le choix des femelles pour tester leur capacité a
discriminer les males parasités. Une étude de terrain analysant la proportion de males en
amplexus étant parasités apportera un premier élément de réponse. Cependant il est
possible que les femelles soient elles-mémes parasitées, pouvant alors entrainer des erreurs
dans la discrimination des potentiels partenaires sexuels (Pfennig and Tinsley, 2002; Poulin

and Vickery, 1996). Ainsi les parasites en altérant le comportement des femelles parasitées,
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altérent la nature de la sélection sexuelle et de ce fait I’évolution des caractéres sexuels des

males pour leur propre compte.

D : Hypotheses alternatives a I'impact du parasitisme

L'absence de lien significatif entre la stratégie de reproduction des males
(« chanteurs » ou « satellites ») et leur état parasitaire pourrait provenir d’'un effet
antagoniste d’autres facteurs non contrdlés. De plus, notre étude a mis en évidence que
seulement 10% de la variation de masse et 5% de la variation de taille des individus
expliquait la variation du statut reproducteur. Par exemple, I'investissement des males dans
la reproduction avant leur capture n’est pas connue et pourrait influencer les mesures de
masse et de taille effectuées en laboratoire. En effet, la masse des individus diminuera
probablement suivant le temps passé a parader sur le site de reproduction, ceci influengant
également directement la qualité des signaux acoustiques et visuels des males (Brepson et
al., 2012). Ainsi un male étant depuis plusieurs nuits en parade intensive par le biais des
chants et du gonflement synchrone de son sac vocal coloré aura logiquement perdu du
poids, ses signaux seront alors moins attractifs qu’un autre male venant juste d’arriver sur le
site de reproduction.

Alternativement, I'hypothése de l'investissement terminal pourrait expliquer un
investissement équivalent sur une période assez courte, en terme de signaux sexuels entre
des individus sains et des individus parasités par N. dispar et/ou le trématode (Clutton-
Brock, 1984). De ce fait les males « chanteurs » parasités pourraient ne chanter que
quelques nuits puis ne paraderaient plus du tout. Cette hypothese est pertinente du fait de
I’espérance de vie relativement courte de H. arborea (Friedl and Klump, 1997). Ainsi les
males infestés par N. dispar et/ou le trématode pourraient dépenser la méme quantité
d’énergie dans la parade nuptiale que leurs homologues sains au détriment de leur santé, de
leurs défenses immunitaires et de leur croissance. Cette hypothese pourrait étre testée par
une comparaison inter et intra populationnelle de I'age en fonction du parasitisme. On
s’attend a ce que I'dge moyen soit plus faible dans les populations soumises aux plus fortes
pressions parasitaires.

L'absence de lien direct entre la stratégie de reproduction (et donc les signaux

sexuels) et le parasitisme pourrait également s’expliquer par une mauvaise définition de la
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résistance parasitaire de I’'h6te. D’'une part, un individu sain est considéré comme résistant
alors gu’il s’agit peut étre d’un individu n’ayant jamais rencontré le pathogéne. A l'inverse,
un male infesté par N. dispar et/ou le trématode pourrait simplement étre en train d’activer
sa réponse immunitaire comme le laisse supposer les lavements digestifs de certains
individus ayant révélé une multitude de cestodes immatures. La coloration des sacs vocaux
des males n’est pas en réalité le reflet d’'une absence de parasites mais de leur capacité a les
éliminer (Dawson and Bortolotti, 2006). D’autre part, aprés une infestation parasitaire un
individu pourrait étre capable de retrouver sa coloration initiale aprés un certain temps.

Par ailleurs les males optant pour la stratégie de reproduction « satellites » ne
présentent pas nécessairement un moins bon succes reproducteur. Une étude de terrain a
montré sur une population de H. cinerea que 16% des males « chanteurs » avaient un male
« satellite » lequel réalisait I'amplexus dans 50% des cas (Perrill et al., 1978). De plus,
certains males changent de statut reproducteur entre deux nuits voire au cours de la méme
nuit (Brepson et al., 2012). Ce changement est en partie d( a I'attractivité des autres males
concurrents. Ainsi un male modérément attractif en contact avec un male tres attractif aura
plus tendance a adopter un statut « satellite » alors que le méme male en présence d’'un

concurrent moins attractif aura tendance a adopter un statut « chanteur ».

V : CONCLUSION PARTIELLE ET PERSPECTIVES

Nous avons pu mettre en évidence |'effet indirect du parasitisme par N. dispar et le
trématode sur la stratégie de reproduction des males H. arborea par le biais de son impact
sur I'état corporel de ces derniers en termes de masse et de taille.

Cependant notre étude souffre de plusieurs limites inhérentes au modeéle biologique
choisi.

Tout d’abord le nombre limité de I'effectif de notre échantillonnage global et encore plus
lorsque I'on se réfere a I'effectif des individus dont le statut reproducteur est « satellite ».
En effet la taille réduite de I'effectif a un effet direct sur le manque de puissance de nos tests
statistiques et la difficulté d’interprétation des résultats.

Ensuite, le gold standard utilisé (voir partie 1) reste imparfait. En effet, il est possible que

certains animaux n’ayant pas révélé d’éléments parasitaires lors de I'analyse coprologique ni

169



lors des lavements digestifs soient infestés par I'un et/ou I'autre des deux parasites étudiés.
Ceci modifie alors nos résultats et I'analyse que I'on peut en faire.

Par ailleurs, I'absence d’un indice de masse corporel chez les anoures nous empéche
de savoir quels individus sont maigres ou en surpoids. Bien qu’un indice de condition
corporelle appelé « Scaled mass index » existe et soit applicable a toutes les espéces de
vertébrés, il permet seulement de prédire la masse que ferait un individu par rapport a une
taille de référence (taille moyenne de la population étudiée par exemple) (Peig and Green,
2010, 2009). Ainsi dans notre étude, notre taille de référence serait Lo=39,9mm et le
®SMA=4,18. Il faudrait donc se pencher sur cette méthode bien qu’imparfaite.

Nous avons donc préféré conserver les deux variables de condition corporelle car méme si
elles sont liées l'une a l'autre intrinsequement elles n’apportaient pas les mémes
informations en absence de I'utilisation d’un indice de masse corporelle.

Ensuite, les facteurs de confusion existants limitent également I'approfondissement de notre
étude.

Premiérement, I'dge des animaux étudiés : on pourrait supposer que les individus parasités
les plus petits sont les plus jeunes et de ce fait plus parasités que les individus plus grands
qui seraient plus agés car les premiers n’auraient pas encore eu le temps de se débarrasser
des parasites par le biais d’une réponse immunitaire efficace (Sangster, 2002) ou encore que
la faible proportion d’individus agés s’expliquerait par une mortalité induite par le parasite
sur des animaux plus faibles (Rousset et al., 1996). Cependant, chez les vertébrés
ectothermes la taille n’est pas un bon indicateur de I’'adge chez H. arborea (Friedl and Klump,
2005). Il serait donc intéressant de trouver un moyen fiable pour connaitre I'dge des
individus.

Deuxiémement, le lieu de capture des males: on peut facilement supposer que certains
endroits précis peuvent héberger une concentration plus ou moins importante de N. dispar
et/ou du trématode. En effet les hotes intermédiaires de ces deux parasites ne sont
probablement pas retrouvés en proportions égales, que I'on se trouve au milieu de la mare
avec plusieurs metres d’eau de profondeur, ou bien sur les berges humides, ou encore dans
la prairie environnante. Ainsi, peut étre a-t-on sélectionné des individus dont I’exposition a
nos deux parasites était différente.

De plus, en se référant a la partie 1 et aux lavements digestifs concernant N. dispar,

nous avons eu une grande variabilité dans le nombre de parasites obtenus. Ainsi I'individu
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ayant éliminé 17 parasites immatures dans notre étude était sans doute infesté depuis peu
de temps. Il apparait donc une nouvelle incertitude dans cette étude qui se rajoute a I'dge
des males : depuis combien de temps sont-il parasités ? Or ce questionnement se heurte au
manque de connaissance sur la biologie de N. dispar, d’ou I'importance de continuer a
I’étudier et approfondir I’étude de son cycle de développement.

Idéalement il faudrait travailler sur l'intégralité des espéces parasites infestant la
population étudiée de H. arborea (Clayton, 1991; Moller et al., 1999). Dans notre étude nous
nous sommes cantonnés a étudier, avec toutes les réserves que |'on peut avoir, la
population de parasites digestifs de notre population héte. Cependant les parasites étudiés
ne sont peut étre pas les plus pathogénes de 'ensemble de la population parasitaire. D’autre
part les infestations multiples et I'intensité de chacune d’elles peut perturber I'interprétation
de nos résultats (Humfeld, 2008). Il faudrait prendre en compte les ectoparasites, I'ensemble
des endoparasites et les parasites sanguins, cependant pour notre modéle biologique qui est
une espéce protégée, I'étude des parasites sanguins n’est pas envisageable. En effet H.
arborea présente une vasoconstriction telle que I'on doit avoir recours a I'’euthanasie pour

prélever son sang.
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CONCLUSION

Chez Hyla arborea, espéce d’anoures dont la reproduction repose sur le choix du
partenaire sexuel par la femelle, les males doivent montrer leur qualité de reproducteur par
I’expression de traits sexuels secondaires couteux : le chant et la coloration du sac vocal. Ces
traits pourraient eux-mémes étre influencés par leur état parasitaire. En effet, le parasitisme
digestif va d’une part probablement diminuer les réserves énergétiques de I'hote par
spoliation, potentiellement entrainer une baisse d’état général et I'apparition d’anorexie. La
réponse a cette action pathogéne pourrait étre la nécessité pour I'h6te de faire un
compromis d’allocation entre sa réponse immunitaire et sa croissance.

La stratégie de reproduction des males H. arborea étant influencée par I'état corporel des
individus, cela laisse supposer une influence indirecte du parasitisme sur la reproduction de

cette espece.

Notre travail a permis d’identifier, plus ou moins précisément, deux parasites
digestifs du cortége parasitaire de H. arborea : un cestode (Nematotaenia dispar) et un
trématode digene. Nous avons pu décrire précisément les éléments de dissémination de ces
deux parasites ce qui n’avait encore jamais été réalisé. En effet, nous avons détaillé la taille
et I'aspect des capsules oviféres contenant les ceufs de N. dispar ainsi que les ceufs
operculés du trématode digéne, lors d’analyse coprologique. Concernant l'identification
précise du trématode, il serait intéressant d’obtenir de nouveaux spécimens en réalisant des
lavements digestifs chez des individus ayant révélé une infestation par ce dernier a I'analyse

coprologique.

Nous avons également montré I'impact du parasitisme par N. dispar et le trématode
sur les caractéristiques morphologiques des males H. arborea infestés: un effet négatif
significatif sur la taille et la masse de ces derniers. Donc, la chute de croissance et
I’'amaigrissement potentiellement induits chez les males infestés auraient des répercussions
sur la stratégie de reproduction de ces derniers : les plus petits et légers opteraient pour le
statut « satellite » alors que les plus grands et lourds s’orienteraient vers le statut
« chanteur ». Nous avons ainsi trés probablement mis en évidence l|'effet indirect du
parasitisme sur le statut reproducteur des animaux. Pour aller plus loin, le marquage des

individus permettrait d’estimer I'investissement des males dans la reproduction au cours de
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la saison grace au temps de présence sur le site de reproduction et a la stratégie de
reproduction utilisée. De méme, il serait nécessaire d’élargir I'identification du cortege de
parasites infestant cette population de rainettes arboricoles et d’approfondir la
connaissance des cycles de développement des parasites par la poursuite des analyses
moléculaires en cours. Le but étant de développer une méthode permettant de détecter les
éventuels hotes intermédiaires de ces derniers pour, in fine, connaitre le moment exact de

I'infestation (pré ou post-métamorphose).

Cette étude a reposée sur la mise en place de la technique d’analyse coproscopique
la plus adaptée au modele biologique. Il s’agit donc d’une technique d’enrichissement par
flottation couplée a une centrifugation, adaptée aux feces de petites voire tres petite taille.
De plus, cette technique coproscopique simple, rapide et peu colteuse a réaliser, permet de
connaitre le statut parasitaire et la flore intestinale normale de ces animaux. La description
minutieuse des artefacts observés dans cette étude permet une lecture optimale des

analyses coproscopiques.

Cette technique pourrait facilement étre adaptée pour les Nouveaux Animaux de Compagnie
(NAC). Il serait intéressant de systématiser les examens coprologiques sur les NAC par
méthode quantitative et non plus seulement qualitative ou semi-quantitative, avec au
préalable une quantification des différents éléments parasitaires au sein de populations
témoins en bonne santé afin d’obtenir des valeurs de référence.
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Annexe 1 : Suite de I’étude bibliographique : les syndromes idiopathigues et les maladies
bactériennes des anoures.

V SYNDROMES IDIOPATHIQUES

Malgré tous les efforts possibles afin de poser un diagnostic sur tel ou tel syndrome, il
est fréquent que ce dernier reste incertain ou inconnu. Les plus classiques sont aujourd’hui

décrits comme étant des pathologies a part entiere.

A : SPINDLY LEG OU MEMBRE ATROPHIE

De nombreux anoures au stade larvaire ne parviennent pas a se métamorphoser ou

meurent peu de temps apres la métamorphose. La prévalence de certaines malformations
des membres a amené les spécialistes a nommer cet ensemble de malformations : spindly
leg syndrome ou encore skeletal and muscular underdevelopment (SMUD).
La complexité impliquée dans le séquencage des étapes de la métamorphose n’est pas
encore totalement élucidée et des échecs lors de diverses étapes clés peuvent conduire a
des échecs de métamorphose (Etkin and Gilbert, 1968). Certains antibiotiques ou certaines
substances toxiques pour la thyroide ou autre organe sont connus comme inhibiteurs ou
interrupteurs de métamorphose.

Le développement classiqgue du spindly leg syndrome montre un tétard
apparemment sain, morphologiquement normal, cependant au cours de la métamorphose
les membres postérieurs notamment se mettent a présenter un varus ou bien un valgus. Le
ou les membres atteints deviennent fins et extrémement faibles. Si I'animal parvient au
terme de sa métamorphose .en vie, il meurt en général quelques jours plus tard du fait
d’une incapacité a chasser et ingérer les proies.

Plusieurs facteurs sont impliqués dans la malformation des membres chez les jeunes
anoures. La nutrition (tétards et adultes), la génétique (consanguinité, dégénérescence),
I’environnement (toxines, surpopulation, faible taux d’oxygene dans I’eau, luminosité) et les
traumas. Au niveau de I'alimentation, on sait qu’un défaut en vitamine B est impliqué dans
le spindly leg syndrome. L’alimentation des parents est également cruciale. En effet ceux-ci

dépensent une quantité importante d’énergie dans leur progéniture, la femelle investie
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nutriments, vitamines et réserves graisseuses dans le développement des ceufs. Si
I'alimentation présente une carence pour un nutriment d’importance capitale, les ceufs ne
pourront probablement pas réaliser un développement embryonnaire physiologique. Le
male quant a lui investie énormément dans la parade nuptiale ainsi que dans la qualité de
son sperme. En effet c’est lui qui apportent I'essentiel des enzymes impliquées dans le
développement embryonnaire (Wright and Whitaker, 2000).

L'implication génétique est également prouvée du fait que la progéniture d’un
groupe parental ayant montré une forte prévalence de spindly leg syndrome, élevée avec la
progéniture d’un autre groupe parental n’ayant pas présenté ce syndrome ont développé
malgré tout le syndrome (Powell, 1993). Ceci souléve la question de I’hybridation
interspécifique. En effet des especes d’anoures et particulierement des hylidés sont
visuellement identiques alors que génétiquement différentes et présentent des vocalisations
différentes (H. versicolor et H. chrysocoelius). Le croisement entre ces deux espéces peut
conduire a I'apparition de malformations comme le spindly leg syndrome.

L’exposition aux toxines, produits chimiques et tératogénes, une concentration en
oxygene trop faible, une température trop faible, une luminosité faible, des traumas, etc...

peuvent accroitre I'apparition de malformations.

B : SYNDROME DE MORT SUBITE POSTMETAMORPHOSE

Apres la métamorphose durant laquelle aucune anomalie n’a été observée, les jeunes
adultes semblant a priori morphologiquement normaux meurent subitement. Cela laisse
suggérer une maladie infectieuse, cependant aucun organisme pathogene n’a été identifié,
d’olu I'appellation de syndrome de mort subite post metamorphose nommée en anglais
« postmetamorphic death syndrome ». Les basses températures environnementales
semblent impliquées mais certaines especes sont plus touchées que d’autres, laissant plutot
supposer une cause infectieuse plutét que toxique. La Chytridiomycose est pour l'instant

I’étiologie qui semble la plus probable.

C: ARTHRITES

On peut observer des gonflements articulaires ou péri-articulaires, décolorés et

douloureux a la palpation. Le liquide que I'on peut ponctionner révele des cristaux d’acide
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urique. Les étiologies suspectées sont une carence d’origine alimentaire en certaines
protéines impliquées dans le transport et la clairance de 'urée. Les spécialistes relient ces
arthrites a acide uriqgue communément appelées « la goutte » aux calculs vésicaux ou rénaux
que I'on rencontre également chez les anoures aprés des périodes de déshydratation ou

bien suite a une alimentation inadaptée.

D : SYNDROME D’OEDEME GENERALISE

Ce syndrome fait référence a une accumulation de liquide en région sous-cutanée,
suite notamment a des infections bactériennes, virales ou fungiques cutanées qui affectent
la capacité de la peau a réguler I'homéostasie. Cependant il existe d’autres étiologies
possibles mais non vérifiées telles que les néoplasies, insuffisances hépatiques ou rénales,

hypoprotéinémie, hypocalcémie, etc...

E : PROLAPSUS RECTAL, CLOACAL ET GASTRIQUE

Le plus souvent la cause initiale reste inconnue, cependant les étiologies les plus
communes sont I’"hypocalcémie, les occlusions ou obstructions, les infestations parasitaires

et les intoxications.

VI MALADIES BACTERIENNES

A : FACTEURS DE PREDISPOSITION

Ce sont souvent des maladies difficilement identifiables au sein d’une population
jusqu’a ce que tous les individus soient atteints. Confirmer le diagnostic de ces maladies chez
des individus vivants reste tres difficile, les publications étant trés peu nombreuses et les
descriptions cliniques et pathologiques de ces différentes pathologies sont tres pauvres. La
majorité des infections bactériennes est due a des germes gram négatif contre lesquels des
antibiotiques sont largement efficaces, cependant la pharmacocinétique de ces molécules
chez les anoures et plus largement chez les amphibiens restent encore inconnue.

Ces maladies bactériennes sont largement plus fréquentes chez des animaux en

captivité que dans le milieu sauvage car les facteurs favorisants sont essentiellement liés a
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I’environnement : mauvaise qualité d’eau, humidité, température, photopériode et substrat
inadaptés, surpopulation, alimentation déséquilibrée etc...

L’hibernation aussi un impact non négligeable sur I'apparition des ces maladies. En
effet I’hibernation, du fait de la diminution de température corporelle, affecte le systéme
immunitaire ainsi que le tractus digestif pouvant créer un déséquilibre et favoriser des

germes potentiellement pathogenes (Banas et al., 1988).

B : INFECTIONS LOCALISEES

Ces infections sont relativement peu décrites du fait des facteurs antimicrobiens
présents sur la peau des anoures. Ceci permet a ces animaux de vivre en permanence dans
des milieux aquatiques hébergeant souvent des germes potentiellement pathogénes, sans
étre atteints. De ce fait, les blessures superficielles, en compromettant l'intégrité de
I’épithélium, crées une voie d’entrée pour les germes de I'environnement. Les blessures
dégéneérent alors vers des ulceres, des abcés voire méme des septicémies. Les germes
impliqués sont essentiellement a gram négatif comme Acinetobacter spp., Aeromonas spp.,
Citrobacter spp., Flavobacterium spp., Pseudomonas spp., etc...

Un des signes d’appel est la décoloration de I'’épiderme qui évolue en quelques jours
a quelques semaines vers des lésions plus marquées voire une septicémie.

Les infections oculaires sont quant a elles causées par des germes a gram négatif ou a
gram positif. On retrouve les panophtalmies, les uvéites, les kératites et les lipidoses

cornéennes.

C: INFECTIONS GENERALISEES

De nombreuses bactéries sont souvent isolées lors du « red leg syndrome » ou de
septicémies. On pense que ces infections généralisées sont multibactériennes (Brooks et al.,
1983). Cependant les isolements des germes ont été réalisés sur des individus décédés et

doivent donc étre interprétés avec précaution.
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1) Red Leg Syndrome

Cette dermatosepticémie bactérienne peut étre due a une ou plusieurs des quatre
théories suivantes :

- linfection se met en place du fait d’interactions complexes entre de nombreux
germes ou par la dominance d’une espéce bactérienne en particulier.

- linfection a lieu suite a une immunodépression causée par une élévation des
stéroides endogeénes post stress (variation de température, qualité de I'eau,
surpopulation, produits chimiques toxiques) (Carey, 1993; Gross et al., 1994).

- l'infection a lieu suite a I'atteinte primaire par d’autres agents biologiques tels que
les virus entrainants une immunodépression permettant a certaines bactéries de se
développer (Cunningham et al., 1996; Laurance et al., 1996).

- l'infection se développe suite a la colonisation de la peau endommagée par les
radiations UVB (Blaustein et al., 1994) ou par d’autres agents physiques.

Le nom de Red Leg Syndrome vient de I’hyperhémie observée sur la peau du ventre
ainsi que sur la face ventrale des membres postérieurs des anoures en phase de septicémie.
L’érythéme observé est due a une vasodilatation périphérique. On peut également observer
plusieurs zones de nécrose ou d’ulcération cutanées voire digités ainsi que des papules
hémorragiques et des pétéchies intradermiques. Les autres symptomes sont variés tels que
de I'cedéme sous-cutané, des effusions cutanées sero-hémorragiques et de I’'hémoptysie.
Les pétéchies sont bien sur retrouvées sur les organes internes comme les muscles, les reins,
le foie, etc... Une perte de poids et de graisse sous-cutanée est notable sur les individus
malades.

Cette dermatosepticémie était historiquement due a Aeromonas hydrophila, décrite
début des années 1900 (Emerson and Norris, 1905) mais les signes cliniques peuvent étre
causés par de nombreuses autres bactéries ou virus. Les bactéries impliquées dans les
septicémies sont généralement les Pseudomonas spp., Flavobacterium spp., Serratia spp.,

Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Mycobacterium spp., Chlamydia spp. et Rickettsia

spp..
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2) Syndrome d’cedéme généralisé
Ce syndrome fait référence a la combinaison d’un hydroccelome et d’'un cedéme
sous-cutané. Il peut étre associé ou non a une septicémie. Lorsque I'cedéme est septique, sa
formation est due a des lésions vasculaires et lymphatiques qui compromettent les
circulations de retour du secteur interstitiel vers le secteur vasculaire ainsi qu’aux lésions
cutanées qui entrainent une entrée trop importante d’eau dans l‘organisme. Les

insuffisances hépatiques et rénales sont également impliquées.

D: GERMES NON PATHOGENES MAIS POTENTIELLEMENT
ZOONOTIQUES

De nombreuses bactéries ont été isolées chez les anoures, certaines pouvant étre
responsables de zoonoses graves. Cependant I'isolement de ces germes sur les amphibiens

ne signifie pas qu’ils sont la source de ces derniers ni I'origine des zoonoses.

1) Leptospira
L'isolation ou la mise en évidence dans le sérum de Leptospira spp. est relativement
courante chez les anoures. On retrouve cette bactérie dans les eaux stagnantes peu
exposées a la lumiére du soleil ce qui explique en partie sa mise en évidence. On retrouve
Leptospira interrogans serovar Automnalis, Australis et Panama. Aucune pathologie n’a
encore été attribuée aux Leptospires chez les amphibiens et on ne sait pas pourquoi cette
bactérie se développe chez ces animaux ectothermiques mais infecte gravement les animaux

endothermiques.

2) Listeria
Listeria monocytogenes est couramment retrouvée dans I'environnement aquatique.
On la retrouve dans le tractus digestif et les selles de certains anoures et aucune pathologie

n’a été mise en évidence suite a I'inoculation orale de ce germe.
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3) Salmonella
De nombreux amphibiens sains portent des Salmonella spp. (plusieurs espéces en
méme temps) et ils ne semblent aucunement affectés par cette bactérie ubiquiste dans le
milieu aquatique. Cependant il y a un risque de transmission via la consommation d’eau
contaminée ou la consommation de cuisses de grenouilles, certains sérotypes étant
responsable de zoonoses. De plus les Salmonella spp. isolées chez les amphibiens présentent
souvent un panel relativement large d’antibiorésistance et une antibiothérapie aura peu de

chance d’étre efficace et curative.

4) Edwardsiella

Edwardsiella tarda est classiquement retrouvé chez les mammiferes sauvages
aquatiques et marins et chez les poissons. De plus on peut retrouver cette bactérie dans les
eaux de surface, peu profondes. Ce n’est donc pas une surprise d’isoler ce germe de tractus

intestinal des amphibiens qui apparaissent comme des porteurs sains de la bactérie.
5) Yersinia

Yersinia enterocolitica est retrouvée dans le tractus digestif de nombreux anoures en bonne

santé et ne semble impliquée dans aucune pathologie.
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Annexe 2: Distribution dans I’organisme des différents parasites infestant les anoures

(Wright and Whitaker, 2000).
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Annexe 3 : Protocole de préparation et de coloration de trématodes et cestodes (Mariaux,

2013).

| : MATERIEL

1 solution de chlorure de sodium 0.9%

1 solution de formaldéhyde 4% (formol)

1 flacon de colle spécifique Eukitt® ou Diapath®

10 coupelles contenant respectivement :

1) Carmin (solution éthanol 70° et 5% acide chlorhydrique saturée en rouge carmin)
2) Ethanol 75°

3) Ethanol 75° + 1 goutte d’acide chlorhydrique concentrée
4) Ethanol 75° + 1 goutte d’acide chlorhydrique concentrée
5) Ethanol 95°

6) Ethanol 100°

7) Ethanol 100° + 1/4 Eugénol

8) Ethanol 100° + 1/2 Eugénol

9) Ethanol 100° + 3/4 Eugénol

10) Eugénol pur

Il : METHODE

A : Fixation

- Plonger les parasites fraichement récupérés pendant 5 minutes dans la solution de chlorure
de sodium 0.9%, ce qui correspond au rincage.

- Fixer les parasites dans la solution de formol, pendant 1h dans le cas de parasites de petite
taille comme dans cette étude, sinon 24h.

- Conserver les spécimens jusqu’a réalisation de la coloration dans une solution d’alcool 70°.

B : Coloration

- Immerger les parasites dans le bain 1 pendant 15 minutes.

- Rincer les spécimens dans le bain 2 (bain a renouveler aprés chaque rincage).
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- Faire régresser la coloration dans les bains 3 puis 4 (évt. 3-4) pendant le temps nécessaire
(qui varie en fonction du volume du parasite, en regle générale environ 4 a 8 minutes dans
chaque bain).

- Tremper un morceau de feuille cartonnée dans |'alcool a 95°. Etaler au mieux les spécimens
sur ce support. Tremper identiquement une lame (de microscope) et la déposer sur les
spécimens. La feuille et la lame sont donc accolées et les parasites étalés entre les deux. Le
tout est immergé dans le bain 5 pendant 30 minutes (ou plus). Déposer un ou deux petits
plombs sur le montage s'il parait trop épais. Dans les cas ou les animaux a colorer sont déja
bien plats, spécialement s'il s'agit de petits spécimens une simple immersion dans le bain 5
suffit.

- Enlever les plombs, décoller la plaque de verre et laisser encore la préparation quelques
minutes dans l'alcool.

- Laisser dans le bain 6 durant 30 minutes.

- Passer dans le bain 8 pendant 5 minutes.

- Passer dans le bain 9 pendant 5 minutes.

- Passer dans le bain 10 pendant 5 minutes.

- Monter directement les spécimens entre lame et lamelle grace a une colle spéciale.
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Annexe 4 : Résultats des analyses coproscopiques par la méthode d’enrichissement par

Itats des vidanges du tractus digestif, de la 1°" ann

d’étude.
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Annexe 5 : Résultats des analyses coproscopiques par la méthode d’enrichissement par

flottation ainsi que les résultats des vidanges du tractus digestif, de la 2

eme

année d’étude.

nrainette (méle) | date capture | statut copro | 24-avr. | 25-avr, | 26-avr. | 27-avr. | 28-avr.

2-avr. aoavr.‘ 1-mai ‘Z-mai

3-mai ‘ A-mai ‘ 5-mai

6-mai

7-mai

&-mai

9-mai

10-mai | lavement :nb Parasites

CE =capture échouée
M =animal mort

? =impossible de conclure (feces trop pauvre)
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th1 23/04/2012 - 0
Satl 23/04/2012 - (1) 2
ch? 23/04/2012 - i
Sat2 23/04/2012 + 5
ch3 3/04/2012 0
Sat3 23/04/2012 2
Cha 23/04/2012 8
Sat4 CE Na
Chs 23/04/2012 4
Sat5 23/04/2012 4
ché 3/04/2012 1
Sat6 3/04/2012 9
Ch7 CE Na
Sat7 23/04/2012 0
Chg 23/04/2012 17
Sat8 23/04/2012 0
Ch9 24/04/2012 1
Sat9 24f04/2012 2
ch1o 24f04/2012 0
5at10 24/04/2012 0
Ch1l 24/04/2012 0
Satll 24/04/2012 0
th12 24/04/2012 2
Sat12 24/04/2012 8
ch13 24/04/2012 1
sat13 24f04/2012 5
Ch14 24/04/2012 0
Sat14 24/04/2012 1
Ch1s 26/04/2012 2
Sat15 26/04/2012 7
Ch16 26/04/2012 0
Sat16 26/04/2012 2
th17 27/04/2012 0
sat17 CE Na
Ch1g CE Na
Sat1g CE Na
th19 CE Na
Sat19 27/04/2012 3
ch20 27/04/2012 5
5320 27/04/2012 7
chal 27/04/2012 0
Sat21 27/04/2012 2
tha 28/04/2012 3
Sat22 28/04/2012 0
th33 28/04/2012 1
Sat23 28/04/2012 Na
ch2 28/04/2012 0
Sat24 28/04/2012 2
th2s 28/04/2012 0
Sat25 28/04/2012 0
ch 26 28/04/2012 0
Sat26 28/04/2012 1
th2? 28/04/2012 1
Sat27 28/04/2012 7
ch2s 28/04/2012 5
Sat28 28/04/2012 0
thy 28/04/2012 0
Sat29 28/04/2012 Na
ch3o 28/04/2012 5
5at30 28/04/2012 8
Ch3l 28/04/2012 0
Sat31 28/04/2012 0
tha 29/04/2012 16
Sat32 29/04/2012 3
th3 29/04/2012 3
Sat33 29/04/2012 0
ctha 29/04/2012 1
Sat34 29/04/2012 1

observations 3t les 2 parasites
mort le 10/05/112 non non
oui oui
oui oui
non non
mort le 09/05/12 non non
oui oui
non non
NA NA
oui oui
oui oui
non non
mort le 04/05/12 non non
NA NA
autre parasite (1=1)|  oui non
non non
non non
non non
non non
non non
non non
oui non
oui non
oui oui
autre parasite (n=1)|  oui oui
non non
non non
non non
non non
autre parasite (1=2)|  oui oui
non non
non non
autre parasite (n=3)|  oui oui
non non
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
oui oui
oui oui
oui oui
non non
oui oui
non non
mert le 14/05/12 oui non
oui oui
mort le 01/05112 NA NA
non non
oui oui
non non
non non
oui non
oui oui
oui oui
oui oui
non non
autre para (n=1) oui non
non non
mort le 01/05112 NA NA
mort le 14/05/12 non non
mert le 13/05/12 oui oui
oui non
oui non
oui oui
non non
non non
non non
oui oui
oui oui







GRENET Arnaud

LES PARASITES DIGESTIFS DE LA RAINETTE ARBORICOLE
(HYLA ARBOREA) : IDENTIFICATION ET LIENS AVEC LA
STRATEGIE DE REPRODUCTION DES MALES

These d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Lyon, le 4 octobre 2013

RESUME :

La rainette arboricole (H. arborea) est un anoure menacé dans le monde entier, et ce en
grande partie a cause de I’activité humaine, mais nos connaissances sur cette espece, en
particulier en terme de parasitisme, restent encore relativement limitées. Seule la reproduction
est bien décrite et étudiée. Le choix du partenaire sexuel, par la femelle, repose sur la production
de signaux extrémement co(teux énergétiquement par les males. Ces derniers peuvent opter
pour des stratégies de reproduction différentes selon leur réserve énergétique et/ou leurs
caractéristiques morphologiques. On peut donc se demander si les parasites influencent la
stratégie de reproduction des males H. arborea.

Nous avons tout d’abord identifié deux parasites digestifs chez H. arborea et mis en
place une technique d’analyse coprologique adaptée a la taille des féces de notre modéle.

Nous avons alors apporté des criteres d’identification des différentes formes et des
différents stades parasitaires, observables en analyse coprologique, témoignant d’une infestation
par I’un et I’autre des deux parasites étudiés.

Nous avons ensuite mis en évidence I’influence indirecte du parasitisme sur la stratégie
de reproduction des males : un lien négatif avec la taille et la masse de ces derniers.

MOTS CLES :
- rainette verte
- parasitisme
- feces
- reproduction
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