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MAROTTE Grégory

Résumé

La perche, comme toutes les espéces élevées en captivité, est soumise a différents types de
stress qui peuvent avoir des effets délétéres sur le systéme immunitaire, la reproduction ou la
croissance. Etant donné que I’on constate, lors du processus de domestication, une diminution
chez certaines espéces de la sensibilité au stress, et par conséquent une réduction des effets
délétéres qui en résultent, nous avons voulu caractériser la réponse au stress en fonction du
niveau de sélection de la perche commune (Perca fluviatilis) en captivité. Deux générations
(F1 et F4) ont été successivement confronté a un stress de confinement chronique, un stress de
transport et enfin a un challenge bactérien (Aeromonas hydrophila). Divers paramétres ont été
mesurés tels le cortisol, le glucose, les Hsp60 et 70 ainsi que la réponse immunologique a une
infection bactérienne. La plupart des paramétres mesurés montrent que le confinement
chronique entraine une réponse au stress importante et persistante. Nous avons pu montrer un
effet du confinement sur I’expression des Hsps. Les poissons F1 montrant une diminution
significative (p<0.05) des Hsp60 aprés 15 jours (2.01ng et 0.78ng d’équivalent Hsp.ug de
protéines pour JO et J15 respectivement) alors que pour les Hsp70 une augmentation
hautement significative (p<0.01) pour les deux générations a pu étre démontré (concentrations
respectivement de 0.291 et 1.05ng d’équivalent Hsp/ug de protéines pour JO et J30). Nos
résultats ont aussi montré que I'exposition préalable & un stress chronique permet de
minimiser la réponse a un stress aigu comme celui consécutif au transfert des poissons d'une
ferme a I'autre. Suite au challenge test, nous avons pu déterminer que c’était le génération F4
qui, suite au stress tel qu’il a été opéré, était la plus sensible. L’activité des lysozymes et la
production d’anticorps étaient respectivement de 54 unités/min/ml et de 1.05 pour F1 alors
que pour F4 elles étaient de 72 unités/min/ml et de 1.58 respectivement ce qui démontre cette
plus grande sensibilité a I’infection bactérienne et au stress.
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Introduction




La réponse au stress induite par les processus d'élevage est étudiée depuis plusieurs dizaines
d’années. Le stress a, en effet, été identifié comme une cause importante de perturbations
rencontrées chez les animaux domestiques comme chez les poissons en aquaculture. Un stress
chronique peut avoir des effets délétéres sur divers processus physiologiques comme ceux de
la reproduction, la croissance, le systéme immunitaire ou encore la résistance aux bactéries. Il
est évident que dans une optique d’élevage ces conséquences du stress sont un véritable
probléme, c’est pourquoi, les études se sont multipliées afin de comprendre comment le stress
pouvait induire de tels effets et ainsi pouvoir tenter d’y remédier.

En aquaculture, les études se sont focalisées sur des espéces comme le saumon, la truite, la
carpe, le bar, le tilapia mais peu de travaux ont été réalisés chez la perche qui a été pourtant
identifiée comme une espéce d’avenir en aquaculture.

Il a été suggéré, via I’étude de certaines espéces, que la domestication pouvait diminuer la
sensibilité des différents individus au stress et ainsi réduire les effets délétéres qui en
résultent. Comme cela a pu étre effectué pour d’autres espéces d’élevage tel le bétail, on
pourrait également avoir recours a la sélection génétique et ainsi ne garder que des individus
présentant des caractéristiques en terme de réponse au stress favorables aux conditions
d’élevage.

L’objectif de notre travail sera de caractériser la réponse au stress de confinement et son
impact du stress sur le systéme immunitaire de juvéniles de la perche commune (Perca
Sfluviatilis) mais aussi de voir dans quelle mesure le niveau de domestication pourra influencer
la réponse au stress.

Nous avons donc travaillé sur deux générations, une génération F1 issue de géniteurs
sauvages et une génération F4 issue de géniteurs F3 captifs. Les poissons ont été soumis a
trois stress consécutifs a savoir un stress de confinement chronique, un stress de transport et
enfin 4 un challenge bactérien (Aeromonas hydrophila).

Ces perches ont fait I’objet de divers prélévements d’organes (foie et la rate) et de sang pour
I’étude de divers paramétres biologiques étudiés : le glucose et le cortisol sanguin, 1’activité
des lysozymes et les protéines de stress (Hsp60 et Hsp70) ainsi que la sensibilité aux bactéries
par la production d’anticorps.

Le présent travail s’articule en quatre parties. La premiére consiste en une synthése
bibliographique permettant de visualiser I’ensemble des connaissances actuelles sur les
différents types de stress en élevage et leurs effets, sur le processus de domestication, sur le
systéme endocrinien et immunitaire mais aussi sur |’interaction entre ces deux systémes.

La deuxiéme partie concerne la description de la méthodologie utilisée lors de notre
recherche. La troisiéme partie concerne les résultats obtenus pour les différentes expériences,
ceux-ci étant ensuite interprétés dans la quatriéme partie.
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Figure I: Exemples de réponse secondaire utilisées comme indicateurs de stress (Iwama et Barton
1991)
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2.1 Stress et captivité

2.1.1 Introduction générale
2.1.1.1 Notion générale du stress

Le concept de stress est présent depuis trés longtemps. Hippocrate, en son temps, considérait
déja que la réponse individuelle & une maladie avait deux composantes : « pathos », qui était
la souffrance, et « ponos » qui était le travail fourni par le corps pour lutter contre la maladie.
Au 17°™ siécle, le stress a commencé a vouloir signifier une force agissant sur une personne
et plus tard la réponse ou la résistance d’une personne a cette force.

Darwin a probablement été le premier a émettre I’idée fondamentale du concept de stress. Il a
pointé dans son concept de sélection naturelle, le fait que I’environnement soit constamment
en changement ce qui cause une situation stressante pour les organismes. Seuls les organismes
capables de faire face a ces changements seraient capables de survivre et de se reproduire. Le
concept a évolué au fur et & mesure du temps et des connaissances, et est aujourd’hui,
considéré comme un état produit par I’environnement, ou autres facteurs, étendant la réponse
adaptative d’un organisme au dela de la normale, et, qui peut perturber le fonctionnement
normal d’un individu jusqu’a un point tel que les chances de survie se trouvent diminuées
(Brett 1958). D’autres, plus simplement, ont défini le stress comme toutes menaces et/ou
perturbations de 1I’homéostasie (A.Munck, Guyre & Holbrook 1984).

Le stress a été la cible de beaucoup d’études surtout depuis le développement de I’aquaculture
et depuis que ’on s’est rendu compte des effets que celui-ci pouvait avoir sur I’organisme. En
effet, de nombreuses pratiques en aquaculture telles que le transport, la manipulation, le
confinement, etc. engendrent un stress pour les poissons. Les recherches ont pu mettre en
évidence I’importance de I’axe hypothalamo-hypophyse-interrénale (HPI) pour les vertébrés
inférieurs et I’axe hypothalamo-hypophyse-surrénale(HPA) pour les vertébrés supérieurs dans
la réponse a un stress. (Iwama et barton 1991).

La réponse au stress est divisée en trois.
e La réponse primaire caractérisée par une décharge de catécholamines et de
corticostéroides suite a ’activation de I’axe HPI (ou HPA). Cette réponse est initiée
par la perception d’une situation stressante pour I’organisme ;

e La réponse secondaire qui correspond aux changements physiologiques et
biochimiques engendrés par les catécholamines et les corticostéroides. Parmi ces
changements, on peut citer I'hyperglycémie, la diminution des réserves de glycogénes
ou encore les modifications hydrominérales. (Figure 1).Cela va permettre de fournir
plus d’énergie a I’organisme afin de faire face au stress ;

e La réponse tertiaire qui comprend les changements globaux au niveau de I’individu
(croissance, reproduction, résistance immunitaire) et au niveau de son comportement.
Ces effets se manifestent si le stress est de longue durée.

2.1.1.2 Importance sur la santé¢ humaine et animale

Le stress induit un coiit métabolique supplémentaire a I’organisme. Une portion de I’énergie
disponible va donc étre redirigée pour permettre de faire face au stress et cela au détriment
d’autres fonctions. Si le stress est prolongé, il peut méme entrainer des effets déléteres au
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niveau du systéme immunitaire ce qui peut aboutir & une plus grande susceptibilité aux
maladies. Dans le domaine de I’élevage intensif particuliérement, le stress est de plus en plus
présent et entraine beaucoup d’effets non désirables sur les organismes. Par conséquent, le
stress est depuis plusieurs dizaines d’années de plus en plus étudié et on commence a plus se
soucier du bien étre des animaux afin de diminuer le stress et ainsi réduire les effets néfastes
du stress.

Parmi tant d'autres mécanismes susceptibles d'étre affectés par le stress, on a pu voir que le
stress pouvait affaiblir les défenses anti-radicalaires : diminution des teneurs tissulaires en
composés piégeurs de radicaux libres comme le glutathion et la vitamine C ou encore la
diminution de Pactivité des enzymes antioxydants (catalase, superoxyde dismutase etc.). La
diminution des teneurs des tissus en composés spécialisés dans le captage des radicaux libres
réduit de fagon directe la vitalité des animaux, leur croissance et leur résistance aux
pathogénes. En plus de cela, le phénoméne diminue I’intérét des tissus correspondants pour
’alimentation humaine, d’abord parce qu’ils apportent moins de composés bénéfiques a la
santé humaine, ensuite parce que la viande présente une durée de résistance aux
peroxydations plus courte, ce qui pose des problémes de délais de commercialisation et de
consommation. Une fois avoir pris connaissance des ces effets, on peut essayer de les réduire.
Par exemple en diminuant le stress le plus possible ou en ayant recours a une alimentation
équilibrée et riche en composés piégeurs de radicaux libres. Ces quelques exemples montrent
bien que le fait de comprendre le ou les mécanismes d’action permet des limiter les effets voir
de les éliminer.

2.1.2 Captivité et induction de stress chez les poissons

2.1.2.1 Captivité et processus de domestication

Avant de parler de domestication, il est important de définir les concepts d’acclimatation et
d’adaptation.

L’acclimatation est un changement physiologique qui permet a un individu de faire face a
des conditions changeantes de son environnement. Par exemple : Augmentation de 1’activité
métabolique suite a un température ambiante plus faible.

L’adaptation est une évolution. Elle implique donc la sélection d’alléles de certains génes au
cours de I’évolution. Par exemple : Si lors d’une variation de ’environnement, des individus
posseédent des alleles leur conférant un avantage sur d’autres individus de la méme espéce,
leurs geénes seront lus, représentés dans la génération suivante etc. menant une sélection
d’alleles particuliers. Ce processus prend donc beaucoup plus de temps.

La domestication, elle, se définit comme le processus par lequel un animal devient adapté a
I’homme et ses besoins ainsi qu’a I’environnement captif (Price, 1984)

Processus de domestication

Le processus de domestication implique [’adaptation a un environnement captif. (Price et
King 1968). La domestication est atteinte suite a la combinaison de changements génétiques
au fur et & mesure des générations, aux stimulations de I’environnement et aux expériences
durant la vie de I’animal. (Price 1984).



Figure 2: Différents espéces domestiquées (S. Migneau-Grasteau et

B

2005)
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La transition entre la vie « libre » et la captivité est souvent accompagnée de changements de
disponibilité et/ou d'accés aux abris, a ’espace, la nourriture, I’eau et aussi a des changements
dans la prédation et I’environnement social (Price, 1999).

Ces changements constituent la base de la sélection de phénotypes domestiqués, c'est-a-dire
des individus capables de se reproduire dans les nouvelles conditions de vie.

Les changements génétiques influengant le développement de phénotypes domestiqués
résultent de la dérive génétique, de I’inbreeding, de la sélection artificielle, de la sélection
naturelle en captivité et de la sélection relachée. L’inbreeding et la dérive génétique
produisant des changements génétiques aléatoires alors que, pour la sélection, les
changements sont plus dirigés.

La sélection artificielle est probablement le processus de domestication le mieux compris
(Price & king 1968) et est le seul mécanisme unique a la domestication. C’est ’homme et ce
dont il a besoin qui influence la direction de la sélection. Il va pouvoir sélectionner 1I’animal
en fonction de la qualité de son sperme, de sa capacité a grossir, de sa taille, de son type de
comportement (agressif ou pas), etc. L’homme va donc sélectionner un trait caractéristique tel
la vitesse de croissance par exemple et faire se reproduire des individus ayant ce trait et ainsi
forcer la sélection des génes permettant cette meilleure croissance.

A c6té de ce type de sélection, on retrouve la sélection naturelle. Ici ’homme n’intervient pas
et les individus n’arrivant pas & s’adapter a ’environnement captif meurent et donc leurs
génes ne passent pas a la génération suivante. Cette sélection est généralement assez forte au
niveau des premiéres générations et le degré d’adaptation et la fréquence de geénes
« favorables » vont augmenter au fur et a mesure de la sélection.

Et enfin la sélection relachée, elle, tient compte du fait que certains traits et comportements
importants pour la survie dans la nature perdent tout leur sens en captivité.

Des aptitudes comme la compétition pour la reproduction ou encore la capacité de se cacher
peuvent diminuer fortement di au fait que c’est I’homme qui choisit les reproducteurs et qu’il
fournit les abris. Cela explique pourquoi les couleurs claires sont plus présentes dans les
animaux d’élevage. (Beilhartz et al 1993)

Mais le plus important effet de la domestication est la réduction de la réponse (sensibilité) a
un changement de I’environnement (Price, 1999). Cette caractéristique est observée chez
toutes les espéces domestiques. Cette réduction semble étre une adaptation a la vie captive.
Cela, a pour effet, que des variations de ’environnement pergues par les animaux sauvages
comme une situation stressante pourront, pour des animaux domestiqués, étre pergues comme
une situation « normale » et ainsi réduire, voire annuler, le stress que cela pourrait provoquer.
Cependant les effets de la domestication sont moins bien connus chez les poissons. En effet,
I’homme a domestiqué bon nombre d’espéces mais pour ce qui est des poissons, I’homme ne
s’y est intéressé que depuis peu (figure 2).

2.1.2.2 Niveau de domestication de la perche

Les poissons carnassiers (brochet, perche, sandre, ...) demeurent des espéces nobles des plans
d’eau de nos zones tempérées. Ces espéces sont, apres les salmonidés, les poissons d’eau
douce les plus appréciés par les consommateurs d’Europe de I’ouest. Toutefois, si les marchés
sont réellement importants, ils sont largement approvisionnés par les produits de la péche
dans les grands lacs ou les réseaux hydrographiques de pays d’Europe de I’est ou du nord.
L’analyse de cette concurrence a montré que la perche commune, Perca fluviatilis, occupe
une place favorable et que cette espéce peut réellement constituer une voie de diversification
pour I’aquaculture continentale européenne (Fontaine, 2004).
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Actuellement, 1'élevage de la perche commune est pratiqué principalement en polyculture
d’étangs mais la production dans ce systéme reste délicate et souvent incontrdlable. Dans
certaines régions, la perche est considérée comme indésirable par les pisciculteurs, du fait de
problémes de nanisme, liés en grande partie a la densité de population trop importante. Ainsi
le développement d’une nouvelle filiére de production de perche en monoculture intensive, a
recueilli, dés le départ, le soutien des pisciculteurs d’étangs.

Des recherches visant a optimiser la culture intensive de la perche commune ont été engagées
selon trois phases successives :

e Phase d’évaluation : acclimatation de I’espéce en milieu confiné et caractérisation de
son comportement, maitrise zootechnique aux différents stades de développement et
identification du systéme d’élevage le mieux adapté aux exigences de I’espéce ;

e Phase d’optimisation : caractérisation et contrdle du cycle de reproduction, définition
des conditions environnementales optimales pour la croissance et la survie a tous les
stades de développement, détermination des besoins nutritionnels et étude des effets
de I’alimentation sur la qualité des produits, amélioration génétique et sélection des
populations mises en élevage ;

e Phase de transfert de technologies: validation des protocoles expérimentaux en
condition de production commerciale, soutien au développement de fermes percicoles
pilotes et a la structuration d’une nouvelle filiére.

Au niveau de processus de domestication, des démarches d’amélioration génétique et de
sélection des populations mises en élevage ont été engagées cela dii au fait que la perche étant
une espéce a croissance relativement moyenne d’une part et présentant un dimorphisme
sexuel de croissance en faveur des femelles d’autre part (Fontaine et al. 1997).

La production de néomales (XX) a permis de produire dans une seconde étape des
populations 100% femelles (Rougeot et al 2002). Une seconde voie a également été
prospectée pour obtenir des populations monosexes femelles. Aprés fécondation, avec du
sperme génétiquement inactivé, I’application d’un choc thermique permet la production de
gynogénotes 100% femelles (Rougeot et al 2004). Par comparaison a une population normale
(sex-ratio : 50/50), le gain de croissance des populations ainsi obtenues peut atteindre 30% sur
I’ensemble d’un cycle de production.

A coté de cela, la perche présente par ailleurs d’importantes différences de croissance selon
leur origine géographique (Mandiki et al 2004), mais aucune démarche n’a encore été
engagée de maniére rationnelle.

Malgré cela aucune véritable stratégie de sélection n’a pu étre effectuée et donc méme si
beaucoup de chose ont été réalisées la perche ne peut pas étre considérée comme une espéce
domestiquée mais plut6t une espéce en voie de domestication.

2.1.2.3 Différents types de stress induits chez les poissons en captivité

Les processus physiologiques que les poissons doivent effectuer dans les conditions normales
de vie sont plus rudes sous plusieurs aspects que ceux des animaux terrestres. La
concentration en gaz dans I’environnement aquatique est beaucoup plus variable qu’au niveau
de I’atmosphére terrestre. Les réductions de taux d’oxygéne ne sont pas rares et la respiration
s’en trouve plus compliquée. En plus de fournir de ’oxygene, I’eau sert & suspendre le
poisson mais aussi a diluer les déchets métaboliques. La densité de I’eau est également trés
élevée (800 fois celle de I’air) et beaucoup d’énergie est nécessaire pour simplement extraire
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I’oxygeéne afin de pouvoir respirer. Et méme si les poissons sont adaptés a ce milieu, cela
n’empéche pas un colit énergétique assez important (G.A. Wedemeyer 1996). En plus de cela
viennent se rajouter en captivité de nombreux stress. On distingue trois causes principales
d’induction de stress en captivité : la qualité de I’eau, les pratiques habituelles en élevage
(manipulation, transport, etc.) et enfin les interactions sociales.

Parmi les parametres de la qualité de 1’eau, on peut citer les paramétres physico-chimiques, la
température, la turbidité de I’eau et I’oxygéne dissout.

Pour ce qui est des pratiques habituelles en élevage de nombreuses procédures peuvent
entrainer une situation de stress. La manipulation, le transport, la promiscuité, le confinement
sont des paramétres assez communs en aquaculture.

Et enfin pour ce qui est des interactions sociales, le fait d’étre dans un environnement restreint
et a des densités parfois trés élevées engendre des interactions sociales plus fréquentes ce qui
peut également induire un stress chez le poisson.

2.1.2.4 Les parameétres du stress

Afin de pouvoir juger la réponse d’un organisme a un stress, différents paramétres peuvent
étre mesurés. Ceux-ci nous donneront des informations sur le type de stress, son intensité, sa
durée ou encore sur ses effets.

a. Le cortisol

La réponse au stress entraine 1’activation de deux composants du systéme neuroendocrinien.
Le systéme chromafine qui aboutit a la sécrétion de catécholamines d’une part, et de I’axe
hypothalamo-hypophyse-interrénale (HPI) d’autre part. La stimulation de I’axe HPI entrainant
la sécrétion de corticostéroides tel le cortisol. Celui-ci va par la suite interagir a différents
niveaux et va étre responsable de bon nombre d’effets du stress sur ’organisme. Il constitue
donc un parameétre important a mesurer. En plus la durée et la magnitude de la réponse sont
spécifiques au stresseur et a ’espéce. (Barton & Iwama 1991 ; Waring et al 1992). Un stress
de faible intensité engendrera une faible augmentation de la concentration en cortisol, alors
qu’un stress plus intense, entrainera une augmentation de la concentration en cortisol plus
importante. Par exemple, un bref stress de manipulation va causer une faible augmentation de
la concentration en cortisol plasmatique chez la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss),
tandis qu’un stress de confinement chronique provoque une forte augmentation de la
concentration en cortisol et cela pendant un laps de temps plus important. (Barton et al 1980).
Au niveau de la perche, Acerete et al. (2004) ont étudié I’effet du transport sur la réponse au
stress. La réponse au cortisol a montré une augmentation avec un pic aprés 2 jours et un retour
a la normale aprés plus d’une semaine. Jentoft et al. (2005), eux, de leurs cOtés, ont étudié
I’effet d’une bréve manipulation sur la perche. Ils ont obtenu un pic de cortisol aprés 30min et
un retour a la normale aprés 3h. On peut donc bien voir que la réponse en termes de
cortisolémie dépend du type de stress et de son intensité. La réponse au stress est également
cumulative. Par exemple, Barton et Shreck, ont soumis trois groupes de saumons a un, deux
ou trois stress de manipulation successif et ont remarqué que le pic de cortisol aprés la
derniére manipulation était de plus en plus élevé. Ce phénoméne a également été observé au
niveau du glucose par Barton et al.

Des études comparatives ont montré une grande variation au niveau de la concentration en
cortisol ou en glucose suite a un stress de confinement (Pickering et Pottinger), a la
manipulation (Wedemeyer 1976) et autres stress. Cela a permis de montrer par exemple que la




Tableau 1 : Localisations et roles cellulaires des différentes protéines de choc thermique (modifié d’aprés Hartl et al.,
1994 ;Liautard, 1994; Ait-Aissa, 2000)

Familles d’| Localisations Réle constitutif Réle aprés induction par
HSP un stress
HSP90 Cytoplasme | Formation de complexes Serait impliquée dans le
Réticulum | protéiques avec plusieurs développement de
endoplasmiquel enzymes, récepteurs (ex : thermotolérance/résistance au
hormonaux) et composants d| stress
cytosquelette
HSP70 Cytoplasme | - Régule I’homéostasie Protection contre toute forme d
Réticulum | protéique : protéotoxicité :
endoplasmique mise en forme e formation de complexes
Mitochondrie| e assemblage protéiques qui évitent la
Noyau e transport intracellulaire] ~ dénaturation (notamment
Chloroplaste | 4 réparation des protéine ~ pour des molécules vitales
pour la cellule)
- Réle de chaperone e empéche la formation
moléculaire qui prévient et d’agrégats insolubles (létaux
protége de la dénaturation pour la cellule)
protéique e destruction des agrégats
formés, renaturation des
-Impliquée dans la réponse protéines endommagées
immunitaire (transport de e transport des protéines trés
I’antigéne), phagocytose. endommaggées vers la
dégradation lysosomiale.
HSP60 Cytoplasme | Chaperone moléculaire : e Renaturation des protéines
(chaperonine) | Mitochondrie| e mise en forme et altérées
Chloroplaste assemblage des ¢ Protection contre la
protéines dénaturation et I’agrégation
e prévention de mais incapable, contrairemer|
’agrégation des aux HSP70, de casser les
peptides naissants agrégats formés
sHSP Cytoplasme | e Protéines de liaison du| e Intéraction avec les filaments
collagéne d’actine : stabilise le
e Chaperone moléculaire| cytosquelette aprés traitemen
potentiel toxique
e Impliquée dans la
thermotolérance
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truite saumonée (Salmo trutta) était plus sensible que la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus
mykiss) au vu de la durée et de la magnitude plus importante de la réponse du cortisol.

b. Le glucose

La sécrétion de catécholamines et de cortisol va permettre de faire face au stress. Les
catécholamines stimulent la glycogénolyse (Mommsen et al 1988) au niveau des muscles, la
lipolyse au niveau des cellules adipeuses ainsi qu’une augmentation de rythme cardiaque. Le
cortisol, lui, va stimuler la mobilisation des acides gras et la néoglucogenése. Cela va
permettre de fournir a I’organisme I’énergie nécessaire pour pouvoir réagir rapidement a un
stress. C’est pourquoi, suite a une situation stressante, la concentration en glucose dans le
sang augmente et fait donc du glucose un paramétre physiologique souvent utilisé et mesur¢.
Surtout que, comme le cortisol, le dosage est assez aisé.

Le glucose tout comme le cortisol, a un profil de réponse dépendant du stress et de son
intensité. Si I’on reprend les expériences de Jentoft at al. (2005) et de Acerete et al. (2003) sur
la perche on peut voir que le stress de transport induit une réponse plus longue (1semaine) et
d’intensité supérieure alors que pour le stress de manipulation le réponse est courte (24h) et
de plus faible intensité.

c. _Les protéines de stress (heat shock proteins ou Hsp)

Hormis cette réponse physiologique, le stress induit également une réponse cellulaire. Celle-ci
comprend des variations d’expression d’une série de protéines dont les Heat shock proteins
(Hsps) ou protéines de stress. (Iwama et al 1998). Les hsps sont des protéines appartenant a
une famille agissant en conditions normales (les Hsps comptent pour 5-10 % des protéines
totales) et sous conditions stressantes. Les situations stressantes connues pour induire une
augmentation de I’expression des Hsp sont évidement le stress thermique mais aussi la
privation de glucose, I’exposition aux radicaux libres, I’infection par les pathogénes ainsi
qu’une blessure tissulaire. (Parsell 1994 ; Lindquist 1988). Les Hsps sont extrémement
conservées au niveau des différentes espéces et ont des roles trés importants comme la
translocation, le folding et I’assemblage des protéines. (Hendrick and Hartl 1993). Par
conséquent, elles sont également appelées « molécules chaperonnes ».

Elles sont généralement classées en fonction de leur poids moléculaire. On aura donc parmi
les plus grosses Hsps, les Hsps 110, 90, 70 et 60 kDa. On a également des Hsps de plus petits
poids moléculaires : Les Hsps 10, 20, 30, etc. Chacune pouvant avoir des roles différents
(tableau 1).

Elles ont plusieurs activités biochimiques distinctes. La premiére est leur rle de chaperonne
moléculaire comme on vient de le citer. Elles vont donc empécher la mauvaise agrégation et
la dénaturation des protéines et permettre un retour a la conformation normale et active des
protéines dénaturées.

Leur capacité a maintenir les protéines dans une conformation stable va étre mise a profit par
une variété de processus physiologiques comme le contréle du cycle cellulaire, le processing
des stéroides ou la présentation d’antigénes.

Elles vont également intervenir dans la régulation du turnover des protéines. (Prohaszka and
Fust, 2004)
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Table
Occurrence of primary, secondary and tertiary stress responses in various fish species
Stressor Stress response: primary (plasma cortisol)  Secondary (metabolism) Tertiary Species Ref.
(growth)
Cortisol in feed (45 days) (S0 mg kg~ at N.D ND. S decrease® in  Cyprinus carpio ). Komen,
5% BW per day) final BW (mixed sex) unpublished
Cortisol in feed (45 days) (S0 mg kg~' at N.D ND NS difference®  C. carpio (all J. Komen,
5% BW per day) in final BW female) unpublished
Cortisol in feed (10 weeks) (0-100 mg N.D . S increase” in TAT® ) S decrease* in  Ictalurus punc-  [7]
kg~! at 3% BW per day) i ) o final BW tatus
Cortinolinmd(lomh)(OandIOOmg Increase* 3 h post-feed (from 25 to 320 vs. Increase® in plasma glucose S decrease in S decrease® in -~ Oncorhynchus  [4]
kg~! at 3% BW/day) from 8 to 15 ng ml~! at week 8) LG*® final BW mykiss
Cortisol implant (60 day) (0, 5 and 50 ug S increase* at day 60 (104 vs. 65 ng ml—') S increase® in plasma glucose S decrease® NS decrease® in  Salvelinus fonti- [50]
kg~! BW) in LG® S increase® in FBP-ase® S increase® final BW nalis
in G6PDH®
Monthly 1-h confinement (5 months) NS increase’ (120-200 vs. 50-100 ng mI~') N.D. NS difference’ 0. mykiss [35)
in growth rate
Exposure to pH 4.2 (60 days) (10-75 vs. 10-20 ng ml") S increase® in plasma glucose S increase® S decrease® in  S. fontinalis [20]
in plasma FFAS S increase® in plasma final BW
-protein ’
Monthly 1-h confinement (5 months) S increase® 1 h post eonﬁn:ment (l114vs. ND - . ) NS difference’ - 0. mykiss [34]
97 ng ml—Y) . in growth rate
Daily suspension in air/draining tank/chas- Increase® 1 h post-stress (from 7.5 to 15 vs. Increase® in plasma glucose NS decrease® NS difference® 0. mykiss 4]
ing, 5~6 h post-feed 7.5 ng mi~" constant at week 8) in LG® . in final BW
High stocking density (120 vs. 30 kg m~>) NS increase® (163 vs. 8.8 ng mI~") at day S decresse® in plasma glucose S decrease® - S decrease® in 5. fontinalis 51
30 !

(30 days)

in LG° S increase* in PK®, FBP-ase?, GK!, final BW
G3PDH! S decrease® in HKX, GGPDH®

N.D. not determined.

*Relative to control. =

STAT, WAmmnsfulalpeaﬁcmty
°LG, liver glycogen.

4 FBP-ase, fructose 1,6-biphosphatase.

* G6PDH, glucose-6-phosphate dehydrogenase.
In fish with high stress response as. compared to those with low stress response.
2FFA, free fatty acids.

2 PK, phosphofructokinase.

{GK, glycerol kinase.

3 G3PDH, glycerol-3-phosphate dehydrogenase.

¥ HK, hexokinase.
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Chez les poissons, peu d'études ont été réalisées sur le stress rencontré en captivité tel le
confinement, la manipulation et l'induction de I'expression de ces Hsps. Chez certaines
espéces comme le saumon atlantique, il été montré que les stress rattachés a 1’élevage, hormis
le stress thermique, n’induisaient pas de maniére significative une surexpression des Hsps
(Iwama et al., 2003 ; Zarate et Bradley 2003). Cependant, les Hsps restent un paramétre
intéressant & mesurer au vu de leur role de chaperonne et du fait de l'exposition permanente
des animaux d'élevage aux radicaux libres suite & plusieurs types de stresseurs (Aurousseau,
2002).

d. Les paramétres de I'immunité

Le stress est connu pour avoir des effets sur le systéme immunitaire. Par conséquent, parmi
les paramétres de stress que 1’on peut mesurer, on retrouve bon nombre de paramétres de
I’immunité que ce soit inné ou acquis. On peut citer le lysozyme, la production de radicaux
superoxydes, les Ig, ’activité phagocytaire et bien d’autres. Cependant, nous reviendrons sur
ces paramétres et 1’effet du stress sur ceux-ci dans le chapitre sur I’immunité.

2.1.2.5 Effets a court et a long terme du stress en élevage

On considére qu’a court terme (stress aigu), la réponse au stress est adaptative. C'est-a-dire
qu’elle permet a 'individu de faire face au stress et d’y répondre de maniére rapide en lui
fournissant le surplus d’énergie nécessaire. Malheureusement, sous des conditions d’élevage
intensif par exemple, le stress est souvent prolongé ce qui entraine une perte prolongée de
I’homéostasie. La réponse au stress passe d’une réponse adaptative a une réponse
« maladaptative » ce qui peut résulter en une réduction de la croissance (J.H. Van
Weerd 1998), de probléme au niveau de la reproduction ou encore une diminution de la
résistance a la maladie.

Les effets sur la croissance semblent dus au fait que lors d’un stress chronique la demande
énergétique pour y faire face est telle que I’allocation énergétique pour la croissance s’en
trouve diminuée. Cependant, le cortisol semble aussi avoir un effet sur la cascade hormonale
impliquée dans la régulation de la croissance. (Pickering 1992). De nombreuses expériences
ont été réalisées sur I’effet du stress sur la croissance. Un résumé de quelques expériences et
de leurs effets est représenté sur le tableau 2.

Le stress a également une profonde incidente sur la reproduction. L’effet suppresseur du
stress chronique (via le haut niveau de cortisol) sur la testostérone, I’cestradiol et les
gonadotropines dans le plasma ainsi que la vitellogénine circulante a été montré in vitro ainsi
que via des implants de cortisol in vivo (Carragher et al 1989). Le cortisol agirait en affectant
les sites de liaison de I’oestradiol dans le foie (Pottinger & Pickering 1990), ce qui suggére un
mécanisme par lequel le stress affecterait la production de vitellogénine.

Le stress a également beaucoup d’effets sur les différents paramétres de I’immunité innée et
acquise ainsi que sur la résistance aux bactéries mais ceux-ci seront repris dans le chapitre
correspondant.

2.1.2.6  Modification de la réponse au stress suite a la domestication

L’exposition a un stress chronique, a, comme on vient de le voir, des effets néfastes sur
I’organisme. Malheureusement, les stress en élevage intensif sont difficilement évitables.
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Par conséquent, il a été suggéré que des organismes présentant un degré de réponse inférieur
suite a un stress, pourrait avoir de meilleures performances en élevage. (Pottinger & Pickering
1997). Par exemple, Jentoft et al en 2005 ont montré une différence de croissance entre la
perche commune et la truite arc-en-ciel suite a un stress chronique. L’effet plus important du
stress de manipulations successives sur la perche est en parti expliqué par le fait que la perche
présente une réponse en terme de cortisolémie plus importante. Cela a été mis en relation avec
le fait que la perche n’est pas une espéce domestiquée alors que la truite, elle, oui. La perche
étant plus sensible, elle présente des niveaux de cortisol suite a un stress plus important ce qui
engendre plus d’effets néfastes chez cette espéce par rapport a la truite par exemple.

Cependant I’inverse est également possible. Au vu du c6té adaptatif de la réponse a un stress
aigu, les individus ayant une forte réponse au stress pourraient étre avantagés par rapport aux
autres. Par exemple Castranova et al en 2004 ont étudié I’effet du stress sur la production
d'androgeénes, sur la spermiation et sur la qualité du sperme chez le bar sélectionné pour une
faible(LCR) ou une haute (HCR) réponse au stress. (En terme de cortisol)

Le stress induit était de courte durée et de faible intensité et répété tous les mois pendant
quatre mois.

Les résultats ont montré que les Bars LCR présentaient une diminution des niveaux de
testostérone et de 11-KT associée a une diminution de la durée de spermiation. Les Bars LCR,
soumis a un stress pendant la période de maturation, montraient des effets négatifs sur leur
performance de reproduction plus importants que les Bars HCR.

Pottinger & Carrick en 1999 avaient obtenus des résultats allant dans le méme sens alors
qu’ils travaillaient sur la croissance chez la truite arc-en-ciel. Les truites LCR présentant une
croissance inférieure suite a des stress de trois heures de confinement (stress aigu). Le fait
d’avoir une réponse rapide et de forte intensité semble donc, dans ce cas-ci, étre un avantage.
Cependant il ne faut pas oublier qu’en aquaculture, spécialement en production intensive, les
stress rencontrés sont souvent des stress chroniques. Que ce soit le confinement, les
interactions sociales plus importantes, etc. Par conséquent, une faible réponse suite a un stress
est préférable. Si, comme on a pu le voir, la domestication entraine une diminution de la
sensibilité a un stresseur, elle pourrait donc rendre les individus plus aptes et plus adaptés a
vivre dans un milieu stressant.

En conclusion, la sélection, pour une haute ou une faible réponse au stress, est possible et
semble intéressante mais tout dépend du type de stress rencontré. En effet, comme on vient de
le voir, si le stress est de type aigu, la sélection pour une haute réponse est plus avantageuse
puisque en cas de stress aigu, la réponse au stress est adaptative. Par conséquent, une réponse
plus rapide et plus forte constitue un avantage. Par contre, en cas de stress chronique, la
réponse au stress étant considérée comme « maladaptative », la sélection, pour une faible
réponse, pourrait réduire les effets néfastes et ainsi procurer un avantage.

2.2 Systéme immunitaire

2.2.1 Considérations générales

Tout organisme constitue, pour de nombreux microorganismes, un environnement
particuliérement riche en nutriments et favorable a leur croissance et leur développement. La
principale fonction du systéme immunitaire consistera donc a empécher le développement de
Ceux-ci.

Le systéme immunitaire peut se définir comme I’ensemble des constituants de 1’organisme
participant a la lutte incessante contre les particules étrangéres pénétrant ou voulant pénétrer

-9.
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Figure 3: Représentation simph:ﬁég de la cascade per'm'ettant la neutralisation d’un pathbgéne (Cours
d’immunologie Muraille)
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un organisme. Les particules, auxquelles I'organisme doit faire face, peuvent étre d’origines
trés différentes. Cela peut étre des poussiéres mais aussi des virus ou autres bactéries, avec
chacun des modes d’infection et de pénétration de I’organisme bien différents. En
conséquence, 1’élimination de chaque pathogéne requiert une stratégie particulieére et donc des
cellules ou molécules effectrices spécialisées. Le systéme immunitaire doit donc disposer de
mécanismes permettant d’identifier précisément la nature d’un pathogéne et de systémes
régulateurs sélectionnant les mécanismes effecteurs adaptés (figure 3).

Le systéme immunitaire ne doit évidemment pas prendre des composants de 1’organisme
comme cible (réaction auto-immunitaire). Il doit donc étre capable de discriminer le soi du
non soi que ce soit au niveau cellulaire ou moléculaire. Cet apprentissage est dynamique car
le soi et le non soi évoluent au cours de I’existence d’un individu.

La réponse immunitaire a un grand pouvoir destructeur pour les pathogénes mais également
pour I’hdte. En effet, une réponse trop importante ou trop prolongée peut mener a la mort de
I’organisme. Il faut donc que I’intensité et la durée de la réponse soient finement régulées.

Les microorganismes, de leur coté, évoluent trés rapidement de part :
e leur vitesse de réplication,
o les échanges génétiques entre pathogénes,
o [l’instabilité de leur génome.

Cela implique que le systéme immunitaire doit lui aussi pouvoir faire faire a cette évolution
des pathogénes. C’est pour cela que, au fur et 4 mesure de I’évolution, toute une série de
mécanismes sont venus s’ajouter a I’immunité dite innée. Cette 2° subdivision de I’'immunité
est appelée immunité acquise ou spécifique. Celle-ci permet a I’organisme de disposer d’une
capacité d’apprendre au contact des pathogénes.

Meéme si il est fréquent de diviser le systéme immunitaire en deux (le systéme inné d’une part
et le systéme immunitaire acquis d’autre part), ces 2 systémes sont fortement liés et agissent
ensemble afin de défendre I’organisme. Le systéme non spécifique précéde généralement le
systéme spécifique, active et détermine la nature de la réponse de celui-ci et coopere dans le
maintien de I’homéostasie (Fearon 1996). Il reconnait le non soi via des modeles moléculaires
qui sont caractéristiques des microorganismes en tout genre. Parmi ces molécules, on retrouve
les polysaccharides, les lipopolysaccharides (LPS), les peptidoglycans, ADN bactérien ou
encore I’ARN double brin caractéristique des virus. Le terme PAMP (pathogen associated
molecular pattern) est utilisé pour désigner ces molécules hautement conservées et
caractéristiques des unicellulaire.

2.2.2 Le systéme immunitaire inné ou non spécifique

La premiére subdivision du systéme immunitaire est la réponse innée. Elle a pour
caractéristique d’étre non spécifique, activée par le pathogéne, de ne pas nécessiter de temps
de latence et qu’elle ne posséde pas de mémoire a long terme.

Le terme non spécifique fait référence au fait, que pour reconnaitre ses cibles, il reconnait des
patterns prédéfinis. Il n’est pas capable d’apprendre au contact du pathogene.

Elle est apparue en premiére dans I’évolution et d’ailleurs un bon nombre d’organismes
(comme certaines espéces de poissons) se défendent principalement avec ce systéme. En
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Figure 4. Résumé des défenses non spécifiques de 1’organisme

i ts
Catég:;(e)/c?léimen Mécanisme de protection
Barriéres superficielles : 1a peau et les muqueuses
Epiderme de la peau intacte Forme une barri¢re mécanique qui empéche ’infiltration d’agents pathogenes et d’autres substances

e  Acidité de la peau

e Kdératine
Muqueuses intactes
e  Mucus
e Poils des narines
e Cils
e  Suc gastrique
e  Acidité de la muqueuse vaginale
e  Sécrétion lacrymale (larmes), salive
Urine

nocives dans I’organisme

Les sécrétions de la peau (sueur et sébum) rendent la surface de 1’épiderme acide, ce qui inhibe la
croissance des bactéries ; le sébum contient aussi des agents chimiques bactéricides.

Assure la résistance contre les acides, les alcalis et les enzymes bactériennes

Forment une barriere mécanique qui empéche I'infiltration d’agents pathogénes.

Emprisonne les microorganismes dans les voies respiratoires et digestives.

Filtrent et emprisonnent les microorganismes dans les narines.

Font remonter le mucus chargé de débris vers la partie supérieure des voies respiratoires.
Contient de I’acide chlorhydrique concentré et des enzymes qui hydrolysent les protéines et
détruisent les agents pathogenes dans I’estomac.

Inhibe la croissance des bactéries et des champignons dans les voies génitales de la femme.
Lubrifient et nettoient constamment les yeux (larmes) et la cavité orale (salive) ; contiennent le
lysozyme, une enzyme qui détruit les microorganismes.

Le pH normalement acide inhibe la croissance bactérienne ; nettoie les voies urinaires inférieures
lorsqu’elle est éliminée de 1’organisme.

Défenses cellulaires et chimiques non spécifiques
Phagocytes

Cellules tueuses naturelles (NK)
Réaction inflammatoire
Protéines antimicrobiennes

e Interférons
e  Systeme du complément

Fiévre

Ingerent et détruisent les agents pathogénes qui permet les barriéres superficielles, les macrophages
contribuent aussi a la réaction immunitaire.

Attaquent directement les cellules infectées par des virus ou les cellules cancéreuses et provoquent
leur lyse ; leur action ne repose pas sur la reconnaissance d’un antigéne spécifique.

Empéche les agents nocifs de se propager aux tissus adjacents, élimine les agents pathogénes et les
cellules mortes, et permet la réparation des tissus ; les médiateurs chimiques libérés attirent les
phagocytes (et les cellules immunocompétentes) au siege de la Iésion.

Protéines qui libérent les cellules infectées par des virus et qui protégent les cellules des tissus non
infectés de 1’envahissement par des virus ; stimulent le systéme immunitaire.

Provoque la lyse des microorganismes, favorise la phagocytose par opsonisation et intensifie la
réaction inflammatoire

Réaction systémique déclenchée par des substances pyrogénes ; la température corporelle élevée
inhibe la multiplication microbienne et favorise la processus de réparation de 1’organisme.
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effet, seuls les vertébrés possédent un systéme immunitaire adaptatif ce qui leur confére un
plus grand panel de mécanismes de protection.

2.2.3 Les composants de I'immunité innée

La plupart des composants du systéme inné chez les poissons sont partagés par les invertébrés
et les vertébrés supérieurs. Ils sont souvent divisés en 3 types : les paramétres physiques, les
facteurs cellulaires et les facteurs humoraux. (Basset et al. 2003) Chacun ayant un role bien
précis. Un résumé des défenses non spécifiques est repris sur la figure 4.

On y retrouve les barriéres superficielles qui agissent en temps que premiére ligne de défense
de I’organisme contre I’invasion des microorganismes. Elles sont constituées de la peau (ou
des écailles pour les poissons) et des muqueuses. Hormis leur role de barriéres physiques, les
muqueuses contiennent également des lectines, des lysozymes, des protéines du complément,
des peptides anti-bactériens et également des immunoglobulines (IgM) (Alexander et Ingram
1992 ; Rombout 1998 ;).

Si ces premiéres barriéres sont passées suite a une blessure ou une brilure par exemple,
interviennent alors d’autres mécanismes plus complexes tels que la phagocytose, la réaction
inflammatoire ou encore la cascade du complément.

2.2.3.1 Laphagocytose

La phagocytose tient un role trés important dans la défense anti-microbienne. Elle est produite
principalement par les macrophages et les neutrophiles (leucocytes les plus abondants). Ils
peuvent englober une particule (une bactérie par exemple) et former un phagosome qui apres
fusion avec un lysosome va former un phagolysosome. Les enzymes lysosomiales rentrent
alors en activité. Certaines d’entre elles utilisent I’oxygéne consommé en grandes quantités
par la cellule pour élaborer des radicaux libres selon le processus appelé explosion
respiratoire. Ces radicaux ou ROS (reactive oxygen species) sont trés réactifs et possédent un
grand pouvoir destructeur. Ils vont agir au niveau extracellulaire et intracellulaire (apres
phagocytose) afin d’aider les macrophages a détruire le pathogéne. Parmi ces ROS, on
retrouve I’0O2-, H;O; et les radicaux OH°. En plus de cela, les neutrophiles possedent des
myeloperoxidase (MPQO) dans leurs granules cytoplasmiques (Afonso et al 1997). Les MPO,
en présence de certains ions et d’H202, peuvent tuer les bactéries par halogénation de la paroi
des bactéries. (Ellis 1998).

Les neutrophiles et macrophages possédent également des lysozymes et d’autres enzymes
hydrolytiques dans leurs lysosomes afin d’aider a la destruction du corps étranger. En effet,
les lysozymes sont capables de provoquer la destruction des parois bactériennes. Ils
s’attaquent plus particuliérement aux peptidoglycans présents dans la paroi. L’action des
neutrophiles est plus étendue que celle des macrophages : ils libérent le superoxide et une
substance semblable a I’eau de javel (hypochlorite) dans le compartiment interstitiel.
Cependant, les neutrophiles se détruisent eux-mémes dans le processus alors que les
macrophages, qui ne procédent qu’a une destruction intracellulaire, peuvent continuer leurs
taches. En plus de cela, les macrophages peuvent également servir de cellules présentatrices
d’antigénes. On comprend donc facilement, au vu des différents roles des macrophages, que
ceux-ci soient trés importants dans la lutte contre les corps étrangers et forment un des
composants majeurs de I’immunité, du moins dans un premier temps.

11 =



Coopération Mannose Reconnaissance
Réponse Binding directe de
adaptative Lectin pathogénes

humorale (acute phase protéine)
CLASSICAL
PATHWAY
Antigen:antibody
complexes

Ll

Recruitment of
inflammatory cells

N/
Complement activation
£ 3
e g
Opsonization Killing
of pathogens of pathogens

Figwe 2-18 tmmwnabiolopy, 6e (& Garland Scloncs 3608

Coopération
phagocytose

Figure 5 : Voies d’activation du complément

Destruction directe




Synthése bibliographique

2.2.3.2 La réaction inflammatoire

Elle constitue la 2° ligne de défense de I’organisme. Elle comprend la suite de réactions non
spécifiques qui est déclenchée dés que les tissus sont touchés. Elle a 3 réles majeurs :

e Accroitre le nombre d’effecteurs au site touché ;

e Constituer une barriére physique limitant la propagation des agents toxiques aux tissus
environnants et limiter le passage vers le sang (cascade de coagulation) ;

e Amorcer les premiéres étapes de la réparation tissulaire.

Elle va commencer par une vasodilatation des artérioles menant a une augmentation du débit
sanguin en direction de la zone lésée. Couplés a cela, les neutrophiles, les macrophages et
autres composants de I’immunité, vont étre attirés vers la zone touchée (chimiotactisme). On
aura donc beaucoup d’effecteurs concentrés a I’endroit de ’agression permettant ainsi de se
défendre contre la multitude de microorganismes qui pénétrent dans I’organisme. Si
I’inflammation est provoquée par des agents pathogénes, le systéme du complément est activé
et des cellules immunitaires (lymphocytes et anticorps) gagnent alors, eux aussi, la région
lésée et organisent une réaction immunitaire.

Figure 3 : étapes de la réaction inflammatoire

2.23.3 Le systéme du complément

Le complément est un systéme complexe qui comprend un groupe d’une vingtaine de
protéines plasmatiques (ou facteurs) normalement présentes dans le sang sous forme
inactives. Il constitue 1'un des principaux mécanismes de destruction des substances
étrangeéres dans I’organisme.

Une fois activé, il libére des médiateurs chimiques qui accentuent presque tous les aspects de
la réaction inflammatoire. Méme si c’est un mécanisme de I’immunité innée, il compléte et
accroit I’efficacité des 2 systémes de défenses que ce soit inné ou acquis. (Gasque 2004)

Il y a 3 voies d’activation du complément (figure 5) :

e la voie classique qui est déclenchée par la fixation des anticorps sur les agents
envahisseurs suivi de la liaison du facteur C1 aux complexes antigéne-anticorps ;

e la voie alterne amorcée par I’interaction entre divers facteurs et les molécules
présentes a la surface de certains microorganismes ;

e la voie faisant intervenir la lectine et le mannose. Il y a ici fixation au mannose présent
dans un pattern typique de pathogéne.

Ces 3 voies produisent une C3 convertase produisant des milliers de fragments C3b et C3a a
la surface du pathogéne. A partir de 1a, différents mécanismes peuvent étre mis en route :

-12 -
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e le premier (membrane-attack-complex pore) fait intervenir les facteurs C5-C9 afin
d’aboutir a une attaque de la membrane et la formation d’un pore permettant la lyse de
la cellule ;

¢ le second fait intervenir le facteur C3b et permet I’opsonisation de la cellule, processus
servant & marquer la bactérie et ainsi indiquer aux macrophages quelles cellules
doivent étre détruites,

e Le C3a et les autres produits de clivage élaborés au cours de la fixation du
complément accentuent la réaction inflammatoire en stimulant la libération
d’histamine par les mastocytes et les basophiles et en attirant les neutrophiles et
d’autres cellules inflammatoires vers le siége de I’infection (figure 6).

Au vu des différents composants de I’immunité innée, on peut mieux comprendre son réle
et son importance dans la défense de I’organisme. En effet, malgré qu’il ne puisse reconnaitre
« que » certains patterns bien précis, il ne reste pas moins un systéme trés puissant et trés
important. Cela de part sa rapidité de mise en place, et de part la multitude de mécanismes qui
rentrent en ligne de compte, ceux-ci peuvent, en effet, bloquer bon nombre d’agressions et
donc limiter la charge de travail que le systéme acquis devra fournir.

Il est également trés important pour activer le systéme spécifique. De nombreuses expériences
ont pu montrer que le systéme inné était essentiel pour le bon fonctionnement du systéme
acquis et qu’il détermine la nature du type de réponse de celui-ci. (Fearon 1996 ; Carroll
1998 ; Vilmos 1998).

Une des preuves de I’'importance de ce systéme vient du fait, comme on a pu le préciser
auparavant, que certains organismes (invertébrés par exemple) ne se défendent qu’avec ce
systéme. Cependant, méme pour des organismes comme les poissons qui possédent les 2
systémes, le systéme inné reste le plus important. En effet, trés souvent quand le systéme inné
est dépassé cela entraine la mort de I’individu. Cela serait dii au fait que le systéme acquis des
poissons serait moins performant. Il semblerait que le systéme acquis soit plus dépendant de
la température. Les poissons ne pouvant pas réguler leur température, comme les mammiféres
sont capables de le faire, leur systéme acquis en serait moins performant. Alors que le
systéme inné, lui serait plut6t indépendant ce qui lui permettrait d’étre toujours efficace. Une
autre explication au fait que le systéme spécifique est moins puissant chez les poissons, vient
du fait que dans I’évolution du systéme immunitaire les poissons sont intermédiaires entre les
invertébrés et les vertébrés supérieurs et donc, leur systéme acquis n’est pas encore au point et
donc pas aussi performant que celui des mammiferes.

2.2.4 Le systéme immunitaire acquis ou spécifique
La 3™ ligne de défense est la réaction immunitaire. Elle accentue considérablement la
réaction inflammatoire et est presque entiérement responsable de ’activité du complément.
Ses caractéristiques sont qu’elle :

e est spécifique ;

e est activée de maniére indirecte par la réponse innée ;

e nécessite une sélection et une amplification clonale ;
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e posséde un certain temps de latence ;

e posseéde une mémoire a long terme ce qui lui permet de réagir de maniére plus efficace
suite a une 2° infection par le méme pathogeéne (figure 7).

Ce systéme est un systéme fonctionnel dont les cellules reconnaissent les antigénes étrangers
et entrent en action afin de les immobiliser, de les neutraliser et de les détruire.

Les 2 populations de lymphocytes et les macrophages constituent les 3 principaux composants
de I’immunité acquise.

Les lymphocytes B produisent des anticorps et sont responsables de I’immunité humorale.
Les lymphocytes T ne produisent pas d’anticorps et sont chargés des réactions immunitaires a
médiation cellulaire.

Les macrophages ne répondent pas a des antigénes spécifiques mais jouent un role auxiliaire
essentiel puisque qu’il peut servir de cellules présentatrices d’antigénes (figure 8) tout comme
les cellules dendritiques. Ce qui montre bien que les deux systémes sont interconnectés
puisque, pour rappel, les macrophages sont un des composants les plus importants de
I’immunité innée.

Les 2 types de lymphocytes nécessitent une maturation aprés quoi, ils seront capables de
reconnaitre un antigéne bien précis et unique. Il est juste important de préciser que ces
cellules acquiérent I’immunocompétence avant la rencontre avec 1’antigéne. Ce sont donc nos
génes et non les antigénes qui déterminent quelles substances étrangeéres spécifiques notre
systéme immunitaire aura la possibilité de reconnaitre et auxquelles il pourra résister.
L’antigéne lui détermine « seulement » lequel lymphocyte T ou B existant va proliférer et
élaborer une attaque contre lui.

2.2.4.1 La réaction immunitaire humorale

La stimulation antigénique des lymphocytes B immunocompétents provoque la réaction
immunitaire humorale, soit la synthése et la sécrétion d’anticorps réagissant spécifiquement
avec I’antigéne rencontré. Les anticorps, aussi appelés immunoglobulines ou Ig, sont des
protéines solubles et elles sont capables de se lier de maniére spécifique a un antigéne.

Les anticorps sont élaborés en réaction a un nombre impressionnant d’antigénes différents.
Malgré leur variété, tous les anticorps appartiennent a une des 5 classes d’Ig établies selon
leur structure et leur fonction. Un méme organisme peut fabriquer jusque 100 milliards de
types d’anticorps différents ce qui permet au systéme spécifique de faire face a bon nombre
d’agents pathogénes.

Les anticorps ne possédent pas la capacité de détruire directement les « envahisseurs »
porteurs d’antigénes mais ils peuvent inactiver les antigénes et les marquer afin qu’ils soient
détruits par les macrophages. L’événement commun a toutes les interactions entre anticorps
et antigénes est la formation du complexe anticorps-antigénes. Les mécanismes de défense
employés par les anticorps comprennent la fixation du complément, la neutralisation,
I’agglutination et la précipitation.

La fixation de certains facteurs du complément sur la surface de la cellule antigénique, suivi
de la lyse de sa membrane plasmique. De plus, comme on I’a vu précédemment, les molécules
libérées lors de [P’activation du complément accentuent la réaction inflammatoire et
déclenchent le processus d’opsonisation, lequel favorise la phagocytose par les macrophages
et neutrophiles.
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La neutralisation, elle, est mise en ceuvre quand les anticorps bloquent les sites spécifiques
situés sur les virus. Ils ne peuvent donc plus se fixer sur les récepteurs de la membrane
plasmique de la cellule et cela cause son dysfonctionnement et sa mort.

La précipitation et I’agglutination ménent a la formation de gros complexes qui se déposent et
ne font plus partie du solvant. Les composés agglutinés ou précipités sont beaucoup plus
facilement capturés et englobés par les phagocytes que ne le sont les antigénes libres.

2.2.472 Réaction immunitaire a médiation cellulaire

Les lymphocytes T sont, eux, beaucoup plus complexes que les lymphocytes B tant sur le
plan de leur classification que de leur fonction. On peut les répartir en 3 groupes : les
lymphocytes T effecteurs ou cytotoxiques et les lymphocytes régulateurs (lymphocytes
auxiliaires et suppresseurs).

Les lymphocytes T auxiliaires ou « helper » sont des cellules de régulation. Leur principale
fonction consiste a stimuler la prolifération des autres lymphocytes T mais aussi des
lymphocytes B qui sont déja liés a I’antigene.

Les lymphocytes cytotoxiques ou « tueurs » sont les seuls lymphocytes T capables d’attaquer
directement d’autres cellules et de les détruire. Leurs cibles principales sont les cellules
infectées par les virus mais ils attaquent aussi les cellules infectées par certaines bactéries
intracellulaires et par les parasites. Ils prennent également comme cible les cellules
cancéreuses. Le lymphocyte T se fixe a la cellule cible et durant cette période les granules du
lymphocyte libérent une substance cytotoxique (la perforine) qui s’inseére dans la membrane
de la cellule cible. Ensuite, il se détache et part a la recherche d’autres cellules. La perforine,
elle de son coté, polymérise et forme un pore transmembranaire semblable a ceux formés
pendant I’action du complément. Les pores agissent comme des canaux ioniques permettant
au calcium fortement concentré a ’extérieur de la cellule de rentrer et de provoquer la mort de
la cellule.

Enfin les lymphocytes suppresseurs, eux, inhibent I’activité des lymphocytes T et B et
permettent de diminuer et enfin de terminer la réaction immunitaire a la suite de I’inactivation
et de la destruction de I’antigéne.

Le role du systéme acquis réside dans ses caractéristiques et vient compléter le systéme inné
et ses failles. En effet, le systéme inné ne reconnait que certains patterns particuliers (PAMP)
ce qui limite son champ d’action. Le systéme acquis, lui, comporte une trés grande variété de
lymphocytes permettant de protéger 1’organisme contre un grand nombre de pathogénes
potentiels. Il est également trés puissant lors d’une seconde infection par le méme pathogenes
via le mécanisme de mémoire. Cela permet a ce systéme de répondre de maniére plus
vigoureuse et plus efficace la seconde fois.

2.2.5 Impact du stress sur les différents composants de I’'immunité

Pendant de nombreuses années, les systémes immunitaire et endocrinien ont été pergus
comme des systémes indépendants. Mais de nombreuses recherches ont été faites et ont pu
montrer que ces 2 systémes communiquaient et coopéraient pour former un unique et grand
complexe de régulation permettant d'assurer 'homéostasie (Blalock 1994 ; Ader et al. 1995)
(Figure 9). Cette interaction bidirectionnelle inclut la régulation des fonctions endocriniennes
par des cellules dérivées du systéme immunitaire mais aussi la régulation du systéme
immunitaire par les molécules du systéme endocrinien. On peut prendre comme exemple, la
redistribution des leucocytes causés par des taux élevés des glucocorticoides ou encore la
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production d'endorphine par I’interleukine-1 (IL-1) pendant la réaction d'inflammation.
(Weyts et al. 1998)

Pour avoir de telles interactions, cela nécessite que les 2 systémes partagent un langage
biochimique au niveau des récepteurs et au niveau des molécules signales.

Comme la réponse au stress est caractérisée par I’activation de I’axe corticotrope, la plupart
des études se sont focalisées sur I’interaction entre le systéme immunitaire et les composants
de I’axe hypothalamus-hypophyse-adrenal (HPA) ou HPI pour les poissons. Et plus
particuliérement sur I’effet des corticostéroides sur les différents composants de I'immunité.
Comme la réponse physiologique au stress varie en fonction du type de stresseur et de son
intensité, I’effet sur le systéme immunitaire sera lui aussi variable.

2.2.5.1 Effets sur I'immunité innée

a.  Influence du stress sur I’activité anti-microbienne et cytolytique des cellules de

Uimmunité innée

Les principaux acteurs sont, comme on a pu le voir, les macrophages et les neutrophiles ainsi
que les cellules tueuses naturelles. Ils phagocytent les pathogénes et les détruisent en
produisant des enzymes catalytiques ainsi que des dérivées de I’oxygeéne. Les cellules tueuses
naturelles, elles, reconnaissent les cellules tumorales ou infectées par un virus et les lysent.

De nombreuses expériences ont été réalisées sur I’activité des macrophages et les neutrophiles
et en particulier sur I’activité des lysozymes qui sont un des constituants intervenant dans la
destruction des bactéries. Demers et Bayne (1997) ont montré, chez la truite arc en ciel, qu’un
stress de courte durée (manipulation) augmentait de maniére significative ’activité des
lysozymes. Par ailleurs, Weyts et al (1998) ont montré que le cortisol inhibait 1’apoptose des
neutrophiles chez la truite arc-en-ciel ce qui prolonge leur durée de vie et augment le nombre
de neutrophiles circulants. Par contre le cortisol n’affecte pas les macrophages ni I’explosion
respiratoire. Cependant, au regard des ces résultats, le cortisol & court terme semble avoir des
effets bénéfiques. Si on tient compte du fait que les macrophages et les neutrophiles
constituent une des premiéres lignes de défense contre les microorganismes, la mobilisation
de ces cellules, en condition de stress aigu, pourrait étre trés importante pour la défense de
’organisme.

Cet effet stimulateur sur I’activité des lysozymes a également été observé suite a un stress de
confinement (Fevolden et Roed 1993) mais aussi suite & un stress de manipulation de 30sec
(Demers et Bayne 1997).

Par contre Yin et al en 1995 ont montré des effets négatifs sur I’activité des lysozymes suite a
un stress de 30 jours de confinement (Figure 11). Ce qui tend a dire que le cortisol a des effets
déléteres a longue durée. D’autres expériences sur le stress chronique vont dans le méme sens.
On a pu montrer par exemple des effets immunosuppresseurs dii au taux élevé et prolongé de
cortisol. (Barton et Iwama). Parmi ces effets on peut citer I’inhibition in vitro de I’activité de
I’explosion respiratoire (Stave et Roberson 1985) ou encore I’inhibition in vivo de ’activité
des phagocytes de poissons chat. (Ainsworth et al 1991).

Les effets néfastes du stress chronique que I’on attribue souvent au cortisol semblent donc
étre précédés d’effets bénéfiques transitoires sur le systéme immunitaire. Cela serait donc une
réaction semblable a ce qui a été vu auparavant. Puisque la stimulation de I’axe HPI a pour
but de permettre a I’organisme d’avoir les ressources énergétiques nécessaires pour faire face
a un stress et que les effets néfastes que ce soit sur la reproduction, la croissance etc.
n’apparaissent que si le stress est de longue durée.
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Enfin des effets néfastes sur 1’explosion respiratoire ont pu étre mis en évidence par Jesus
Ortuno (2002) chez la bréme. 11 a testé plusieurs stress (confinement, hypoxie, anesthésie) et
pu mettre en évidence une diminution de I’explosion respiratoire suite a un stress d’hypoxie.

Esteban et al (2004) ont eux montré que le cortisol avait un effet sur I’explosion respiratoire
chez la bréme (Sparus aurata L.). Ils ont pu montrer un effet rapide sur la respiration
respiratoire. En effet, ils ont détectés une diminution de ’activité de celle-ci aprés 30min. Par
contre, par la suite, I’activité retourne petit a petit a la normal.

b. Effets du stress sur la réponse inflammatoire

La réponse inflammatoire a pour but d'attirer les molécules sériques et les cellules du systéme
immunitaire vers un site 1ésé, afin d'éliminer les pathogénes éventuellement présents et
d'initier la cicatrisation. Dés que la réponse inflammatoire atteint une certaine importance, les
cytokines inflammatoires produites par les macrophages et les polynucléaires passent dans la
circulation sanguine et active le systéme nerveux central. Elles activent l'axe HPA. La
libération de cortisol effectue un rétrocontrole négatif sur la réponse inflammatoire. Une
réponse harmonieuse suppose un équilibre entre les cytokines inflammatoires et les facteurs
chargés d'en limiter la production et l'action (glucocorticoides et cytokines anti-
inflammatoires). Dans le cas contraire, par des mécanismes d'auto entretien et d'amplification,
la réponse inflammatoire s'accentue et peut entrainer un état pathologique (E. Merlot 2004).

Parmi les effets du stress sur la réponse inflammatoire on distingue les effets pro et anti-
inflammatoires.

Peu d’expériences ont été faites sur les animaux d’élevage, par contre au niveau des rongeurs,
beaucoup ont été effectuées principalement en cultivant les cellules immunitaires in vitro avec
des lipopolysaccharides (LPS). Le LPS est une macromolécule de la paroi des grams négatifs.
Elle active les lymphocytes B, les monocytes et les macrophages et induit la production de
cytokines inflammatoires (IL-1B, IL-6) par ces derniers. (E. Merlot 2004) En plus de
potentialiser la production de cytokines inflammatoires, le stress peut diminuer la sensibilité
des macrophages aux glucocorticoides. (Figure 2). Cela se traduit par un moindre effet
inhibiteur de 'hormone sur la production de cytokines inflammatoires (Avitsur et al 2002).
Cette diminution de la sensibilité aux glucocorticoides couplée a la potentialisation de la
production de cytokines peut avoir des conséquences dramatiques. Ainsi, chez la souris, des
défaites sociales répétées augmentent la réponse inflammatoire & une injection intra-
péritonéale de LPS, qui mime une invasion bactérienne. Dans le cas d'une dose importante de
LPS, cette réponse excessive génére de fortes mortalités suite a un choc endotoxique di a une
réaction inflammatoire trop importante (Quan et al. 2001).

Les catécholamines seraient impliquées dans cette production de cytokines inflammatoires.
La noradrénaline est en mesure d’activer la voie NF-kB des monocytes sanguins. Elle
constitue une des voies principales de signalisation intracellulaire responsable de I’expression
de cytokines inflammatoires (Bierhaus et al. 2003).

Le stress n'exerce pas systématiquement un effet pro inflammatoire. Par exemple chez le
veau l'exposition a une marche forcée en conditions froides, inhibe l'accumulation de
macrophages et des polynucléaires. (henricks et al 1987). L'effet inflammatoire du stress
résulte majoritairement de I'action des glucocorticoides. En effet, une fois liée a son récepteur,
'hormone migre dans le noyau ou elle agit de 2 fagons. En se liant a I'ADN, elle induit la
transcription de protéines a activité anti-inflammatoire et inhibe la transcription de protéines
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de l'inflammation. . Le complexe glucocorticoides- récepteur se lie également au facteur de
transcription NF-kB et I'empéche ainsi d'activer la transcription de cytokines inflammatoires

(figure 9)

L'effet pro ou anti-inflammatoire dépend du type de stress. Ainsi chez la souris, si lors d'une
infection par le virus de la grippe, des défaites sociales répétées favorisent la réponse
inflammatoire dans les poumons (Sheridan et al 2000), un stress de contention a 1'effet inverse
(Konstantinos et Sheridan 2001). Cette immunosuppression peut avoir des effets délétéres en
ralentissant le développement de la réponse contre le pathogéne. Cependant, en cas d'une dose
infectieuse trés forte, le stress peut protéger l'organisme en empéchant la réponse
inflammatoire de s'emballer (Hermann et al 1993).

De plus, les conséquences du stress dépendent également du compartiment étudié. Un méme
stress peut avoir des effets pro-inflammatoires dans un compartiment et pas dans un autre.

Par exemple chez la souris, la défaire sociale induit le développement de résistance aux
glucocorticoides dans les macrophages de la rate mais pas dans ceux de la cavité péritonéale.
(Avitsur et al 2002). Les effets différentiels du stress d'un tissu a l'autre sont encore mal
expliqués. Selon le tissu, les cellules immunitaires résidentes (macrophages, cellules
dendritiques, mastocytes) pourraient présenter des différences de sensibilité aux hormones et
neuromédiateurs libérés.

2.2.5.2 Effets sur 'immunité acquise

L’immunité acquise nécessite une collaboration entre les cellules présentatrices d'antigénes
(phagocytes), les lymphocytes T et B. Cette collaboration permet une expansion clonale des
lymphocytes T et B spécifiques du pathogénes et leur différenciation en cellules effectrices.
Les lymphocytes se différencient en lymphocytes cytotoxiques acteurs de la réponse acquise
de type cellulaire. Les lymphocytes B se différencient en plasmocytes producteurs
d'immunoglobulines et responsables de la réponse acquise de type humoral.

La capacité a développer une réponse spécifique peut étre affectée positivement ou
négativement par le milieu de vie ou par des événements ponctuels. Cela selon la fagon dont
le stress affecte les lymphocytes T auxiliaires.

En effet, le stress diminue certains aspects de la réponse immunitaire (ceux a médiation
cellulaire) mais n'affecte pas, voire méme stimule, la production d'anticorps chez certains
mammiféres tels la souris et le porc (Ekkel et al 1995).

Lors de la rencontre avec les cellules présentatrices d'antigénes, la différenciation des
lymphocytes T et B en cellules effectrices se fait sous contrdle des lymphocytes T auxiliaires
(Th). Selon les cytokines produites par ces lymphocytes, la réponse immunitaire prend plutot
une tournure cellulaire. La réponse a médiation cellulaire est aussi appelée réponse de type Th
1 et celle & médiation humorale est appelée réponse de type Th 2. En conditions de stress
aigu, la réponse immunitaire basculerait vers un profil de type Th2 (Elenkov et chrousos
1999). Cette action serait due a I’augmentation des glucocorticoides et des catécholamines qui
favorisent la production de cytokines Th2 par les lymphocytes T et inhibent la production de
cytokines Thl.

En orientant le systéme immunitaire vers une réponse de type humoral, le stress aurait un effet
immunosuppresseur lorsque l'organisme doit faire face & une infection virale ou bactérienne
qui nécessite le plus souvent une réponse de type Thl, mais pourrait aussi, en méme temps,
favoriser une exacerbation des réponses allergiques ou des maladies auto-immunes,
caractérisées par un profil Th2.
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Les IgM, qui sont les principales composantes de I’immunité humorale chez les téléostéens,
ont fait I’objet de plusieurs études. (A. Cuasta et al 2004). Ils n’ont pas pu mettre en évidence
d’effets du stress d’hypoxie ou de confinement sur les IgM. Seuls les immunostimulants
(Vit.A par exemple) pouvaient augmenter le taux IgM. Des effets néfastes ont cependant pu
étre mis en évidence suite a 1’utilisation de certains anesthésiants (benzocaine).

Par contre, des effets de la température et de I’oxygénation ont pu étre mis en évidence chez
le bar Dicentrarchus labrax L. (S Cecchini et M Saroglia 2002).

Ils ont pu remarquer que la meilleure production d’anticorps, en magnitude et en rapidité, était
obtenue a 24°C qui est également la température optimale pour cette espéce. A plus faible
température, ils observent une diminution de la magnitude et un délai plus important. La
cinétique de la réponse en fonction de la température est similaire au saumon argenté
Oncorhyncus kisutch (Paterson et al 1984) et au bar (Hrubec et al 1996). Pour ce qui est du
poisson chat, les basses températures inhibent la production d’anticorps. Pour ce qui est de
I’oxygénation, une corrélation positive a pu étre faite entre la concentration en oxygene et la
production d’anticorps. Les poissons en condition de normoxie ayant toujours des taux
anticorps supérieurs aux poissons sous hypoxie ou sous hyperoxie.

2.2.6 Effets sur résistance bactérie

Si l'organisme n'est pas confronté a un agent pathogéne au moment d'une situation stressante,
les altérations immunologiques induites peuvent n'avoir aucune conséquence néfaste sur la
santé. En revanche, si l'organisme doit faire face simultanément a une infection virale ou
bactérienne, le stress peut nuire au développement d'une réponse immunitaire adéquate. La
réponse au stress diminue la résistance aux infections en affectant a la fois la réponse non
spécifique et la réponse spécifique au pathogéne. Ainsi le stress inhibe fréquemment la
migration des leucocytes vers le site d'infection et le développement de la réponse
inflammatoire en réponse au pathogéne (Bonneau et al 1993), mais aussi la capacité des
lymphocytes a produire des cytokines de type 1 et 2 et a générer des lymphocytes T
cytotoxiques spécifiques du pathogéne (Bonneau et al 1993).

Donc tous les aspects de la réponse immunitaire peuvent étre affectés, depuis la réponse
inflammatoire jusqu'au développement de I'immunité acquise.

Par conséquent, si I’organisme se retrouve simultanément en présence d’un pathogéne et
d’une situation stressante, il sera plus susceptible de contracter la maladie.

De nombreuses études ont été réalisées sur ce sujet. Yin et al (1995) ont montré que le stress
de promiscuité induisait une diminution de la résistance de la Carpe (Cyprinus carpio) aprés
sept jours. Ils ont stressé différents groupes pendant des durées différentes (1, 7 et 30 jours),
afin de voir I’effet du stress chronique et aigu. Ils n’ont pas observé de différences entre les
poissons stressés pendant un jour et les contrdles. Par contre, les poissons stressés pendant 7
et 30 jours, montraient une diminution de la dose 1étale 50 (LD50) traduisant une plus grande
susceptibilité a la maladie, (Figure 4 article 84). Small et Bilodeau (2004), quand a eux, ont
testé I'effet d’un stress de 30min (diminution de la quantité d’eau) sur le poisson-chat
(Ictalarus punctatus) et sur sa résistance a Edwardsiella ictaluri. 1ls ont montré des effets
immunosuppresseurs sur les poissons stressés ainsi qu’une plus forte mortalité suite a
I’infection par le pathogéne.

Les effets du stress sur la résistance des poissons montrent I’importance des études portées sur
le stress. Minimiser I’impact du stress, que ce soit en réduisant les situations stressantes ou en
opérant une sélection, est donc plus qu’important surtout dans une optique d’élevage.
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Mon travail consistera a étudier I’impact du stress de confinement chronique sur la perche
commune en mesurant toute une série de paramétres (immunologique et physiologique). Mais
aussi de voir I’effet global que le stress a pu avoir sur I’individu en effectuant un challenge
test sur les poissons ayant subit le confinement. Nous tenterons de voir, dans un premier
temps, si le stress chronique a également chez la perche les effets délétéres rencontrés chez les
autres espéces. Et dans un deuxiéme temps, vérifier si, comme pour les expériences
mentionnées ci-dessus, le stress a pu affecter la résistance aux maladies.
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3.1. Expérience 1 : Effets du stress de confinement
chronique

3.1.1. Protocole expérimental

L’expérience de confinement a été réalisée a Tihange au centre de formation et de recherche
en aquaculture (CEFRA), en duplicat, sur deux générations (F1 et F4) de juvéniles de perche
commune. La population F1 étant issue de géniteurs sauvages alors que la population F4, elle,
est issue de géniteurs F3 élevés en captivité. Le poids moyen des juvéniles était
respectivement de 73 et 126g pour les poissons F1 et F4. Les deux populations ont subi une
mise en charge dans des conditions initiales standardisées (bassin de 4m? 30kg /bassin)
pendant deux semaines avant I’expérience proprement dite.

Des prélévements sanguins ont été effectués sur 50 individus de chacune des populations
avant le début de I’expérience afin de créer un référentiel (J.0).

Pour ce qui est de I’expérience de confinement, les poissons contrdles ont été placés dans des
bassins de 2000L (600 poissons) et les poissons confinés dans des bassins de 100L (30
poissons). Le confinement sera donc basé sur une différence d’espace disponible.

Trois prélévements d’organes ont été réalisés aprés le début de I’expérience (a savoir aux J.5,
J.15 et J.30) afin de voir la cinétique de la réponse au stress. Les différents prélévements ont
été réalisés en duplica. Les deux réplica étant séparés d’un jour.

A chaque journée de prélévement (deux par temps), des prises de sang ont été réalisées sur 25
poissons de chaque population afin d’obtenir du plasma (pour le dosage du glucose et du
cortisol) et du sérum (pour le dosage de I’activité des lysozymes). Tous les poissons ont été
mesurés et pesés. On a pris ensuite, sur 10 poissons de chaque population, le foie, afin de
réaliser le dosage des heat shock proteins (Hsp 60 et 70). La rate a été prélevée sur 6 poissons
de chaque population pour mesurer la production de radicaux libres.

3.1.2. Prélévements du matériel biologique

Prélévements sanguins : Pour chaque réplica et chaque date, 25 poissons ont été transvasés
dans une bassine contenant de ’anesthésiant (0.4ml de Méthylsulfoxide/litre d’eau) afin de
pouvoir les prélever plus facilement. Le sang obtenu (+1ml) a été partagé en deux. La
premiére moitié pour avoir du plasma et I’autre afin de se procurer du sérum.

Le sang a été prélevé via une seringue de 1 ml couplée a une aiguille de 0,5 mm. La prise de
sang s’est faite au niveau de la veine caudale située en arriére de la nageoire anale le long de
la colonne vertébrale. Le sang ainsi prélevé a été transvasé dans des eppendorfs annotés et
héparinés (5000 unités/ml) dans le cas du plasma. 1ls ont ensuite été immédiatement mis dans
de la glace (4°C). Les échantillons de sang (plasma et sérum) ont ensuite, une fois de retour
au laboratoire, été centrifugés 15min & 4500 RPM a température ambiante. Le surnageant a
été récupéré dans un nouvel eppendorf annoté et placé a -80°C.

Prélévement des organes : aprés la prise de sang et aprés avoir pesés et mesurés les poissons,
ceux-ci ont été disséqués afin d’obtenir le foie (10 par populations) et la rate (6 par
populations). Les organes ont alors été pesés. Le foie a été placé dans un aluminium annoté et
disposé dans de I’azote liquide puis a -80°C une fois de retour au laboratoire. La rate, quant &
elle, a été placé dans des tubes contenant 2,5ml de milieu L-15 (0,1% FBS) et mis sur glace
4°C).

-20-




Figm‘éi() : Incubateur utlhse pour le dosage des radicaux libres.
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3.1.3. Méthodes d’analyse

3.1.3.1. La production de radicaux libres

La méthode utilisée est celle de Couso et al (2003) c'est-a-dire le NBT test non stimulé avec
certaines modifications.

Les rates ont été homogénéisées dans du milieu L-15 (1,47g de L-15 dans 100ml d’eau
distillée + FBS 0,1%) via un petit tamis et avec une pression avec un piston de seringue. Elles
ont ensuite été centrifugées 8 6REF pendant Smin a 4°C. Le surnageant a été remplacé par du
nouveau milieu L-15 (lavage) et le culot remis en suspension. La centrifugation et le lavage
ont été répétés 2 fois aprés quoi le culot a été remis en suspension dans 300u de L-15 (FBS
0,5%).

Les échantillons ont ensuite été placés sur une plaque 96 puits (3puits/échantillon et 100p
échantillon/puits). 2 puits comme pour avoir 1’échantillon et un puit comme contréle. Le
surplus de tous les échantillons a été mis ensemble afin de réaliser un standard (un par
génération) On a ensuite laissé incuber 2h dans I’incubateur a 20°. Le milieu a été renouvelé
le soir avec de L-15 (FBS 0,5%) afin de passer la nuit. Le lendemain matin, le milieu L-15 est
enlevé et remplacé par du 100ul de NBT (20 mg NBT dans 10ml de PBS pH 7,4) pour les
échantillons en duplica et par 100p de nouveau milieu L-15 (FBS 0,5%) pour le contrdle.
Pour les standards, le L-15 est remplacé par 100ul de NBT (40mg NBT dans 5ml d’eau
distillée). On incube ensuite 1h & 20°C. Aprés cela, on enléve le surnageant pour tous les puits
et on ajoute 140ul de méthanol pendant Smin. On lave ensuite 2 fois au méthanol avant
d’enlever a nouveau le surnageant et de mettre 120ul de KOH et 140ul de N-diméthyl-
formamide. On prend ensuite la lecture a 590nm a I’Elisa.

3.1.3.2. Dosage du glucose

Le dosage du glucose a été effectué sur le plasma par une méthode calorimétrique. La
premiére étape consiste en une déprotéinisation. 100ul d’acide perchlorique 0,33M ont été
ajoutés a 50ul d’échantillon. On mélange, via le vortex, et ensuite on centrifuge 10min a
3000tours. Cette premiére phase permet 1’oxydation de D-glucose présent dans I’échantillon
entrainant la formation de D-glucono-1,4-lactone et d’H;O,. A 25pl de surnageant de
déprotéinisation, on ajoute 2ml de solution réactionnelle (22,34 mg de glucose oxydase
lyophilisée Grad II (Sigma 179000/g), 0,234mg de peroxydase Grad II (Sigma 1000/mg), 250
mg ABTS (Boehringer) et un litre de tampon phosphate 0,1M pH 7,5. La seconde phase
correspond & ’oxydation du chromogéne via ’action de la peroxydase. La coloration du
chromogeéne est proportionnelle a la concentration en D-glucose ce qui permet une lecture au
spectrophotomeétre.

Aprés avoir mélangé, on place les échantillons au bain marie pendant 15min a 38°C aprés
quoi, on peut lire la densité optique (D.O) a 436nm.

3.1.3.3. Dosage du cortisol

Le cortisol a été dosé via un kit radioimmunoassay ou RIA (Biosource, Belgique) sur le
plasma sanguin.

Principe : Le dosage immunologique est basé sur la compétition entre une quantité
d’hormone froide variable et inconnue (échantillon) et une quantité d’hormone marquée par
un isotope radioactif (Iode 125) vis-a-vis d’un anticorps qui lui est spécifique. La quantité
d’hormone marquée et d’anticorps étant constante, toute augmentation d’hormone froide
entraine une réduction d’hormone marquée qui se fixe a ’anticorps. En séparant I’hormone
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marquée liée a I’anticorps de I’hormone marquée libre, on peut, par la mesure de la
radioactivité de I’'une des fractions, calculer la concentration en hormone froide dans
I’échantillon. Une courbe standard permet d’établir le pourcentage d’hormone marquée qui se
fixe a l’anticorps en présence d’une quantité progressivement croissante et connue
d’hormones froides.

Meéthode : dans un premier temps, les standards sont dilués et reformés en rajoutant 500pl
d’eau distillée dans les pots présents dans le kit. Les tubes sont ensuite annotés en duplica
auxquels on rajoute 20 pl d’échantillon (ou de standard). Une fois que cela est fait, on ajoute,
sous hotte, 2ml d’hormone radioactive. On incube ensuite 2h au bain marie a 37°C. Les tubes
sont ensuite vidés et rincés a ’eau afin d’enlever toute I’hormone radioactive non liée au tube.
On peut ensuite lire la radioactivité au compteur a scintillation.

3.1.3.4. Dosage de I’activité es lysozymes

Le dosage a été réalisé sur le sérum selon la méthode de Demers et Bayne (1997) avec
quelques modifications.

Principe : I’action lytique des lysozymes sur les bactéries va étre utilisée afin d’en doser
I’activité. En effet, une suspension de bactéries d’une D.O connue verra celle-ci diminuer de
fagon proportionnelle a la concentration en lysozymes qu’on serait susceptible de lui ajouter.
Plus la concentration sera élevée et plus la D.O en sera diminuée.

Méthode : 975ul de solution de Micrococcus lysodeikticus ou M.L (15mg pour 50ml de
tampon phosphate 0,03M pH 6,2 : 1.33g de Na,HPO4 dans 500ml d’eau) sont rajouté au 25ul
d’échantillon. La blanc (25ul de tampon + 975ul de solution de M.L) est préparé Smin avant
la lecture. Celle-ci se faisant pendant 5min avec lecture & intervalle de 30sec. Le
spectrophotométre étant réglé comme suit : Mode cinétique, 25°C via le bain marie relié au
spectrophotomeétre, 450nm, facteur 100 et échelle de -0,5 a +1) Le lysozyme présent dans
I’échantillon va détruire au fur et & mesure la bactérie entrainant une diminution de la densité
optique. La lecture nous donnera donc une activité de lysozyme en unité/min pour 1ml de
sérum. Rem : la solution de M.L doit rester sur agitateur a faible vitesse.

3.1.3.5. Dosage des Hsps

a. Homogénéisation du foie

Afin de réaliser le dosage des Hsps, le foie a dii étre préalablement homogénéisé dans du
tampon d’homogénéisation (Trizma SOmM, NP-40 1%, H,O et pH de 7,6) auquel des
inhibiteurs de protéases (Sigma P2714) ont été ajoutés dans une proportion 1 :9 aprés que
ceux-ci aient déja été dilués 10 fois dans de I’eau distillée.

Les foies ont été dilués 3 fois et homogénéisés deux fois 20sec en étant placés sur glace 1min
entre les 2 homogénéisations. Aprés cela, nos échantillons ont été centrifugés, une premiére
fois a 1000g pendant 10 minutes a 4°C et ensuite a 12000g pendant 15 minutes a 4°C. Les
surnageants, constituant la partie post-mitochondriale, ont ensuite été récupérés avant d’étre
répartis en aliquots de 100 pl et congelés a -80°C.

b. Dosage des protéines selon Bradford

Dix mg d’albumine de sérum bovin (BSA) ont été dissous dans 1 ml d’eau, et ensuite 10 fois
dans du tampon d’homogénéisation (Trizma 50mM, NP-40 1%, H;O et pH de 7,6) avant de
les utiliser pour réaliser notre courbe d’étalonnage (10- 5- 2 ul dans les cuvettes contenant une
solution Biorad diluée 5 fois dans de 1’eau). Trois « blancs tampons d’homogénéisation » ont
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Figure 12 : Montage pour la réalisation d’un Slot Blot: Slot Blot surélevé raccordé a une pompe a vide.
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également été congus en ajoutant 5 pl de ce tampon aux cuvettes. Aprés avoir dilué les foies
50 fois dans du tampon d’homogénéisation, Sul étaient ajoutés dans les cuvettes avant de lire
leur absorbance (2 minutes & 1 heure plus tard) au spectrophotométre a 595 nm. Chaque
échantillon et chaque courbe d’étalonnage furent réalisés en duplicat. La quantité de protéines
fut calculée a I’aide du programme Excel™ et exprimée en pg de protéines/ul de surnageant

c. Dosage des Hsp proprement dit via slot blot

- Hsp70

Les échantillons ont été décongelés et dilués dans du tampon de dilution (0,1 mg/ml de SDS et
1,6 mg/ml de DTT (DL-Dithiothreitol, Sigma-Aldrich) dans du TBS (Trizma 10 mM, NaCl
150 mM dans de I’eau a pH 7,5)) afin d’obtenir 3ug de protéines totales dans 300 pl de
tampon. Un blanc (tampon d’homogénéisation et tampon de dilution dans un rapport 1 :25) et
une courbe d’étalonnage réalisée a I’aide d’HSP70 purifiées (5ng; 2,5ng; Ing; 0,5ng et
Ong/300ul) (Recombinant, Chinook salmon, Stressgen, SPP-763B) ont également été préparés.
Les échantillons, le blanc et les étalons ont été bouillis pendant 5 minutes. Les 3 filtres (papier-
filtre BIO-RAD) et la membrane (=nitrocellulose, 0,45um; BIO-RAD) ont été mouillés dans
du TBS pendant quelques minutes avant d’étre placés sur le Slot Blot surélevé et raccordé a
une pompe a vide. Aprés avoir procédé a la fermeture en croix du couvercle, la membrane a
été réhydratée en ajoutant 200ul de TBS dans chaque puits. Une fois que les échantillons (tous
réalisés en duplicat), le blanc et les étalons bouillis étaient refroidis, ils ont été vortexés avant
d’étre chacun posé (300ul) dans des puits distincts. Le vide a été fait et il a fallu attendre que
tous les échantillons soient absorbés avant de procéder au ringage en ajoutant 300ul de TBS
dans chaque puits et en faisant & nouveau le vide. La nitrocellulose a ensuite été enlevée du
slot blot et placée dans une solution de blocage (5% de lait en poudre dans du TBST (TBS +
0,05% de Tween)) pendant 1 heure. Avant d’ajouter la solution d’anticorps primaires anti-
HSP70 (2% de lait en poudre dans du TBST et des anti-HSP70 a une dilution 1/1000) (Mouse
monoclonal IgG1, Affinity Bioreagents, MA3-006), nous avons procédé¢ au lavage en trempant
la nitrocellulose 2 fois 5 minutes dans du TBST puis une fois 5 minutes dans du TBS. Apreés
une heure dans la solution d’anticorps primaires, des lavages, décrits plus haut (2 fois TBST, 1
fois TBS), ont a nouveau été réalisés avant d’immerger la nitrocellulose dans une solution
d’anticorps secondaires (ECL™ Anti-mouse IgG, Horseradish Peroxidase linked whole
antibody, de mouton) (2% de lait en poudre dans du TBST et des anticorps secondaires a une
dilution 1/2000) pour une durée d’une heure. Aprés cela, les lavages étaient de 3 fois 5 minutes
dans du TBST et une fois 5 minutes dans du TBS.

La révélation a été effectuée par chémiluminescence (ECL) en imbibant la membrane de 2
réactifs ECL (« enhanced luminol reagent et oxidizing reagent», PerkinElmer™) en
proportion 1 :1 pendant une minute. Cette derniére a été rapidement placée dans une chemise
transparente qui est ensuite glissée dans une cassette. La révélation a été terminée en chambre
noire sous lumiére rouge : 1/3 de film (Hyperfilm™ ECL, Amersham Biosciences) était placé
contre la membrane tout en étant gardé au sec grace a la chemise plastique. La cassette était
refermée et I’impression s’est opérée pendant une durée comprise entre 1 & 5 minutes, en
fonction des échantillons.

Le film a ensuite été baigné dans le révélateur (Iiford Rapid Fixer) (dilué 10 fois dans de I’eau)
jusqu’a I’apparition des bandes, puis dans I’eau, dans le fixateur (Ilfford PQ Universal) (dilué
10 fois dans de I’eau) et finalement & nouveau dans I’eau.

Les films ont ensuite été scannés a I’aide du programme Labscan5 (Amersham) et analysés
grice au programme TotalLab (Amersham). Aprés analyse, les volumes des bandes obtenues
avec nos échantillons ont été convertis en ng d’équivalent HSP/ug de protéines totales étant
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donné que les HSP70 utilisées ne provenaient pas de la méme espéce que notre espece
d’intérét.

- Hsp60

Pour les HSP60, la méme méthode a été utilisée sauf que les anticorps primaires étaient des
anti-HSP60 (Mouse Anti-Hsp60 Monoclonal, Stressgen, SPA-807D) alors que les anticorps
secondaires sont restés identiques.

d. Western blot

Afin de vérifier qu’il n’y avait pas de réactions croisées entre les anticorps primaires et des
protéines autres que nos HSPs d’intérét, nous avons réalisé plusieurs Western blot. Celui-ci a
été effectué sur différents organes (foie, rate et rein).

Pour ce faire, nous avons coulé un « running » gel de 1,5mm d’épaisseur contenant 10%
d’acrylamide (acrylamide 10%; 0,375M Tris HCI pH 8,8; APS 1%; Temed 0,0139%; SDS
0,1%). Une fois ce dernier polymérisé, nous lui avons superposé un « stacking» gel
(acrylamide 3%; 0,125M Tris HCI pH 6,8; APS 1%; Temed 0,0139%; SDS 0,1%) dans lequel
nous avons placé un peigne a 15 puits. Entre temps, nous avons procédé a la réduction de nos
échantillons. Ces derniers ont été dilués dans du tampon Laemmli 2X concentré (225mM Tris
pH 6,8; SDS 4%; DTT 4%, Glycérol 20%; Bleu de bromophénol 0,02%) dans une proportion
1:1 et bouillis durant 5 minutes. Apreés avoir réalisé le montage dans la cuve a électrophorése et
aprés y avoir versé du tampon d’électrophorése (25mM Tris, 192mM Glycine, 0,1% SDS +
eau), les puits ont été chargés avec 10 pl d’un marqueur de poids moléculaire (Kaleidoscope
Standards-Bio-Rad), 250ng d’HSP70 purifiées (références données précédemment), 200ng
d’HSP60 purifiées. Aprés une migration de 5 heures a 45mA/gel, nous avons démoulé le gel,
retiré le « stacking » et équilibré le gel dans du tampon de transfert Towbin (Tris 25mM ;
Glycine 192mM ; SDS 0,1% ; méthanol 20% et H,O). Nous avons également équilibré 6
papiers blot avant d’en placer 3 sur I’anode (+). Nous avons alors superposé une membrane de
nitrocellulose (0,45um) équilibrée durant 5 minutes dans du tampon avant de placer le gel et
de finalement le recouvrir des 3 derniers papiers blot. La migration a été effectuée durant 1h30
a 0,8mA/cm?, soit 180mA dans notre cas. Les membranes ont été récupérées et bloquées une
nuit dans du tampon de blocage a 4°C. Ensuite, le méme protocole que celui utilisé pour le Slot
blot a été suivi : lavages, anticorps primaires, lavages, anticorps secondaires et lavages. La
méthode de coloration était également le méme que pour le slot blot.

3.2.  Stress de transport et challenge bactérien

3.2.1. Protocole

Afin de voir comment le stress de confinement a pu altérer le systéme immunitaire et la
résistance aux bactéries de nos poissons, un challenge bactérien a été réalisé avec Aeromonas
hydrophila.

Les poissons stressés (cf) et non stressés (ctrl) issus des deux générations de la premiere
expérience ont été ramené a Namur. Dix poissons de chaque groupe ont été directement
prélevés afin de voir I’effet du transport sur les paramétres physiologiques (cortisol et glucose
sanguin) et immunologiques (activité des lysozymes).
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Deux doses différentes ont été étudiées, 5 et 10 millions de bactéries. Vingt poissons de
chacune des populations ont été divisés en 2 groupes de 10 et injectés, soit avec Smillions
(0,25 ml de solution bactérienne (milieu de culture standard LB broth, Invitrogen, UK) +
Aeromonas hydrophila) de bactéries soit avec 10 millions (0,5ml de solution bactérienne). Le
challenge pour les poissons confinés a été effectué en duplica (donc 40 poissons en tout). Le
nombre de bassin disponible nous empéchant de faire de méme pour les poissons contrdles de
la premiére expérience. Une seconde série de 20 poissons ayant subi ou non le stress de
confinement a été injectée avec du milieu de culture standard (LB) afin de voir ’effet de
I’injection de LB seul (contrdle négatif).Un premier groupe de 10 poissons avec 0,25 ml de
LB et ’autre avec 0,5ml afin de mimer les quantités introduites pour les poissons injectés
avec Aeromonas hydrophila. 11 faut préciser que les bassins utilisés pour ce challenge était des
bassins de 401.

La mortalité a été observée tous les jours et aux J.5 et J.10 (fin de I’expérience) cinq poissons
de chaque bassin ont été prélevés, afin d’évaluer la susceptibilité d’infection par la bactérie
(activité des lysozymes) et le niveau de production d’anticorps

3.2.2. Tests préliminaires

3.2.2.1. Taux de croissance d’4eromonas hydrophila

La culture de bactérie a été effectuée dans I’unité de recherche en biologie moléculaire
(département de biologie, FUNDP) en accord avec le professeur J.J.Letesson.

La concentration en bactérie a di, avant de commencer I’expérience, étre calculée afin de
connaitre la concentration injectée dans le poisson. Pour cela, on a inoculé la bactérie dans
25ml de milieu LB a 37°C. Toutes les 4h, la densité optique a 600nm a été mesurée jusqu’a
atteindre la croissance maximale (aprés 28h pour une D.O £1.2). On a également préparé
différentes dilutions de notre milieu inoculé et étalé 100ul des différentes dilutions sur
différentes boites de pétri avec du milieu solide (Avec agar). Cela a été effectué afin de
connaitre le nombre de bactéries aux différentes dilutions et mettre cela en relation avec une
certaine D.O. La concentration maximale en bactérie ainsi déterminée est de 10”. Il fait savoir
que la souche utilisée est non virulente (Fatima et al. In press).

3.2.2.2. Estimation de la dose optimale

La dose létale (DL50) n’étant pas connue chez la perche, nous avons du faire un test
supplémentaire afin de choisir les doses que I’on allait injecter a nos poissons d’expérience.
Des perches ont été soumises a 4 doses différentes (2, 4, 6 et 8 millions de bactéries). Doses
choisies en se référant sur les résultats obtenus chez d’autres espéces tel le carassin (Rahman
et al. 2001) ou la DL50 était comprise entre 3.5 et 6 millions de bactéries. La mortalité a été
suivie sur plus d’une semaine. Aprés 10 jours, n’ayant observé aucune mortalité suite au
développement de la bactérie, on a décidé de prendre une valeur supérieure a celle que ’on a
pu tester (10 millions de bactéries) et une valeur testée (Smillions de bactéries). Cela a pu
confirmer la non virulence de la souche utilisée.

3.2.3. Méthodes d’analyse

Pour les dosages du lysozyme, du cortisol et du glucose, les méthodes utilisées sont les
mémes que précédemment. Le seul dosage nouveau par rapport a la premiére expérience étant
la production d’anticorps.

=9 .
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3.2.3.1. Titre d’anticorps

La production d’anticorps a été mesurée sur le sérum par la méthode de Albergoni et Viola
(1995) avec quelques modifications.

Tout d’abord, le sérum a dii étre inactivé a 56°C pendant 30min en vortexant toutes les 10min.
En rapport avec le challenge bactérien, une culture de bactéries a été préparée 28h avant le
dosage. Les bactéries produites ont ensuite été tuées en ajoutant 3% de formaline. On
centrifuge 10min a 3500 tours aprés quoi on enléve le surnageant et le culot est remis en
suspension dans 25ml (méme volume que pour le test du taux de croissance des bactéries) de
PBS stérile.

On recentrifuge une nouvelle fois et on redilue pour finir le culot dans 25ml de PBS stérile
avec 1%BSA.

Pour le dosage a proprement parler, nous disposions de plaques ELISA 96 puits a fonds
arrondis dans lesquelles nous avons disposé 25ul de PBS dans chacun des puits. On rajoute
25pl d’échantillon dans la premiére colonne (un échantillon par ligne). On fait des dilutions
en série de cet échantillon (jusqu'a la 12" et derniére colonne). On rajoute 25 pl de la
solution de bactéries tuées. En veillant a bien mélanger de la méme fagon dans tous les puits.
On incube 1h a 37°C. Le titre d’anticorps étant défini comme la derniére dilution du sérum
montrant une agglutination minimale positive. Ce qui est réciproque a la plus haute dilution a
laquelle aucune agglutination n’a lieu. Les résultats seront exprimés en expression
logarithmique.

3.2.4. Analyse statistique

Les outils informatiques utilisés pour réaliser les différentes analyses statistiques sont

« Statistica » et « Excel ». Les données de I’expérience de confinement ont été traitées par une
ANOVA a deux critéres de classification croisés fixes (la génération et le temps). Chaque jeu
de données a été confronté au test d’homoscédasticité des variances. Le test de Bartley ou de
Levene a été réalisé a cette fin. Si celle-ci n’est pas respectée, une transformation de variable
(Log(X+1), racine carré, sin ou autres) a été réalisée. Selon Vorapongsatorn et ses
collaborateurs (2004), le test de Bartley posséde une plus grande puissance et constitue un test
précis, a condition que la normalité soit respectée. De plus, le test ne nécessite pas un nombre
identique d’individus entre les différentes populations. Toutefois si le test de Bartley
n’approuvait pas I’homogénéité des variances (p<0,05), le test de Levene, moins restrictif, a
été utilisé. Une fois ’homogénéité des variances démontrée, I’ANOVA pouvait étre réalisée
sur les différents jeux de données afin de tester les effets éventuels des différents facteurs

ainsi que leur interaction. Lorsque ’ANOVA 2 révélait un effet significatif (p<0,05), un test
post hoc LSD a été réalisé.

Pour le challenge test, une ANOVA 4 a quatre critéres fixes (le temps, la génération, le
traitement et la dose) a été nécessaire pour analyser nos résultats. La génération étant
hiérarchisée au traitement. Les tests d’homoscédasticité des variances et post hoc restant les
mémes que pour I’expérience de confinement.
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Figure 15. Variations de la concentration en cortisol sanguin tout au long de I’expérience de
confinement chronique. J.0 est un contréle ; J.30 ctrl : contrdle effectué en fin d’expérience ;
J.5 2 J.30cf : Jours de prélévement. Les histogrammes représentent la moyenne de 20
individus + erreur standard. Dans le cas d’une différence significative (p<0.05) entre la
génération F1 et F4 a un temps donné, des lettres différentes ont été attribuées aux
histogrammes correspondants.
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4.1. Réponses au stress suite au confinement chronique et au

transport

Au vu de la grande variabilité, la plupart du temps, des transformations de variables (Log,
racine carrée, log(X+1)) ont du étre appliquées afin de satisfaire I’homogénéité des variances.
Les graphiques seront toutefois présentés sans les modifications de variables et avec I’erreur
standard. Pour rappel, le JO constitue le début de 1’expérience et par la méme occasion un
contrdle. Au J30, hormis les poissons stressés, un 2° controle a été effectué afin de vérifier un
effet éventuel du temps indépendant du stress de confinement.

11 faut aussi préciser que des erreurs de manipulations au J5 et au J15 pour la production de
radicaux libres ont été commises nous empéchant par le méme occasion de pouvoir juger
I’évolution de ce paramétre au cours du temps (et donc I’effet du confinement). Les résultats
obtenus pour la production de radicaux libres ne seront donc pas pris en considération dans la
suite de ce travail.

4.1.1. Effets du stress de confinement chronique

4.1.1.1. Le cortisol

Les résultats montrant les variations de la cortisolémie au cours du confinement sont présentés
sur la figure 15.

Si ’on suit I’évolution de la cortisolémie au cours du temps, on remarque un profil assez
similaire entre les deux générations. En effet, dans un premier temps, la concentration en
glucose tend a augmenter, aprés quoi, en fin d’expérience, on observe une légére diminution.
La génération F4 semble cependant présenter des concentrations en cortisol globalement
supérieures a celles de la génération F1 ce qui se voit assez nettement sur le graphique. On
peut également remarquer que la réponse au stress de la génération F4 est plus rapide et plus
intense de par le fait que le pic est atteint plus tot et qu’il est plus important que pour la
génération F1.

Maintenant, si I’on regarde séparément 1’évolution de la concentration en cortisol pour les
deux générations, la génération F1 présente des valeurs comprises entre 9.61ng/ml et
22.77ng/ml. On observe une augmentation dans les premiers jours pour atteindre un pic a J15
(22.77 ng/ml) suivi d’une légére diminution en J30 (19.94ng/ml). Une différence significative
a été démontrée par I’analyse statistique entre le contrdle et le J15 (p=0,0059).

Pour ce qui est de la génération F4, les concentrations moyennes en cortisol oscillent entre 17
et 25ng/ml. On remarque une augmentation trés rapide (pic atteint au J5) suivi d’une
diminution et d’une stabilisation. Une différence significative entre JO et J5 (p= 0,045) ainsi
qu’entre J5 et J15 (p= 0,030) a pu étre mise en évidence.

L’ANOVA 2 montre un effet global de la génération (p= 0,0012) ce qui confirme
’observation selon laquelle les poissons F4 présentaient des concentrations en cortisol plus
élevées. Il n’y a cependant pas d’effet global du temps ni d’effet d’interaction entre le temps
et la génération.
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Figure 16. Variations de la concentration en glucose en sanguin tout au long de I’expérience

de confinement chronique. J.0 est un contrdle ; J.30 ctrl : contrle effectué en fin
d’expérience ; J.5 a J.30cf : Jours de prélévement. Les histogrammes représentent la moyenne

de 20 individus * erreur standard. Dans le cas d’une différence significative (p<0.05) entre la

génération F1 et F4 a un temps donné, des lettres différentes ont été attribuées aux
histogrammes correspondants.
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Tableau 1: Résumé des effets globaux de la génération et du temps ainsi que de leur
interaction suite 8 I’ANOVA 2 pour le dosage du cortisol.

Summary of all
Effects; design:

1-GENERATI, 2-TEMPS

df MS df MS

Effect Effect Error Error F p-level
1 1 3,05 308 0,29 10,62 0,0012
2 4 0,51 308 0,29 1,78 0,13
12 4 0,65 308 0,29 2,27 0,062

(1=effet génération ; 2= effet du temps ; 12=interaction entre les parameétres 1 et 2)

Des différences significatives entre la génération F1 et la génération F4 ont été observées au
temps JO (p= 0,0137), J5 (p=0,0179) et J30 ctrl (p= 0,0214).

4.1.1.2. Le glucose

Les résultats concernant la variation de la concentration en glucose sont représentés sur la
figure 16.

Pour la génération F1, on observe un profil similaire & celui observé pour le cortisol.
C’est-a-dire une augmentation progressive avec un pic a J15 (455mg/l) suivi d’une légére
diminution, les concentrations variant entre 278mg/ml pour JO et 455 mg/ml pour J15.

Le contrdle a JO est significativement plus faible par rapport aux autres temps mais il est
également significativement plus faible que le contrdle au J30. Ce contre effectué en J30i
n’est par contre pas significativement différent de J5, J15 et J30 cf. Cela semble vouloir dire
que la différence significative entre JO et J15 ne serait pas forcément due au confinement.

Par contre pour les poissons F4, le profil est assez différent de celui rencontré pour le cortisol.
On observe une augmentation au fur et @ mesure du temps avec une valeur de 254 mg/ml pour
JO et une valeur 382mg/l pour J30. Les valeurs obtenues pour les JO et J5 étant
significativement plus faibles que celles obtenues pour J30 cf. et J30 ctrl.

Etant donné que les deux contréles (En JO et J30) sont significativement différents, et cela
pour les deux générations, il y a visiblement un effet temps indépendant du stress de
confinement. Il faudra donc en tenir compte lors de la discussion des résultats.

Si ’on compare les deux générations, il semble que pour le glucose, ce soit la génération F1
qui présente les niveaux les plus élevés.

L’ANOVA 2 montre bien un effet significatif du temps, de la génération mais aussi de
I’interaction des deux.
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Figure 17. Variations de la concentration en Hsp60 (a) et en Hsp70 (b) au niveau du foie tout
au long de I’expérience de confinement chronique. J.0 est un contréle; J.30 ctrl : contrdle
effectué en fin d’expérience ; J.5 & J.30cf : Jours de prélévement. Les histogrammes
représentent la moyenne de 12 échantillons + erreur standard.
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Tableau 2 : Résumé des effets globaux de la génération et du temps ainsi que de leur
interaction suite a I’ANOVA 2 pour le dosage du glucose.

Summary of all
Effects; design:

1-GENERATI, 2-TEMPS

df MS df MS

Effect Effect Error Error F p-level
1 1 0,54 364 0,04 12,69 0,00042
2 4 0,33 364 0,04 1,73 0,00001
12 4 0,10 364 0,04 2,42 0,04830

(1=effet génération ; 2= effet du temps ; 12=interaction entre les paramétres 1 et 2)

L’effet génération est démontré par le fait que la génération F1 présente des concentrations en
glucose supérieures a celles de la génération F4 particuliérement en J5 et J15. En effet, on
peut également signaler que la concentration en glucose pour F1 est significativement plus
élevée que pour F4 aux temps 5 (p=0,0097) et 15 (p=0,0011).

L’effet interaction, lui, vient du fait que les deux générations évoluent de maniére différente
en fonction du temps.

4.1.1.3. Les Heat Shock Proteins (Hsps)

Aprés les paramétres sanguins, nous avons travaillé sur les protéines de stress (Hsp60 et
Hsp70) au niveau du foie. Le dosage a été réalisé sur 12 échantillons par générations et par
temps.

a. Hsp60

Les résultats montrant les variations de la concentration en Hsp60 au cours de I’expérience de
confinement sont représentés sur la figure 17. L’analyse nous montre qu’il y a un effet global
significatif du temps et un effet d’interaction entre le temps et la génération. Il n’y a
cependant pas d’effet global de la génération.

Tableau3 : Résumé des effets globaux de la génération et du temps ainsi que de leur
interaction suite 8 I’ANOVA 2 pour le dosage des Hsp60.

Summary of all
Effects; design:

1-GENERATI, 2-TEMPS

df MS df MS

Effect Effect Error Error F p-level
1 1 0,002 82 0,011 0,17 0,680
2 4 0,048 82 0,011 4,22 0,004
12 4 0,040 82 0,011 3,56 0,010

(1=effet génération ; 2= effet du temps ; 12=interaction entre les paramétres 1 et 2)

L’effet global du temps nous montre que la concentration en HSP 60 est plus faible a J5 et J30
par rapport aux contrdles indiquant une diminution de I’expression de ces protéines pendant le
confinement chronique.

Si I’on prend les générations séparément afin de voir I’évolution de leur profil respectif, on
peut voir que pour F1, la concentration diminue progressivement pour atteindre un minimum
(0,76ng d’équivalent Hsp/pg de protéine) a J30 (significativement différent des 2 contrdles).
Les maximums étant respectivement de 1.8 et 2.0ng d’équivalent Hsp/pg de protéines pour le
contrdle JO et J30.



Hsp 70 (expérience confinement)

1,400

8

g

2
8

BF1
BF4

3
3

ng équivalent Hsp/ug de prot
o
g

>

[

8
]

o
o
8

J-0 J-5 J-15 J-30 cf J-30 ctrl

Figure 18. Variations de la concentration en Hsp70 au niveau du foie tout au long de
I’expérience de confinement chronique. J.0 est un contrdle; J.30 ctrl : contrdle effectué en fin
d’expérience ; J.5 a J.30cf : Jours de prélévement. Les histogrammes représentent la moyenne
de 12 échantillons =+ erreur standard.
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Pour F4, par contre, le profil est assez variable. On remarque une diminution entre JO et J5
suivie d’'une augmentation plus ou moins importante en J15 suivie d’une nouvelle diminution
en J30. Les valeurs étant comprises entre 1,12 (J5) et 1,74 (J30) ng d’équivalent Hsp/pg de
protéine. Cependant aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence.

Cette différence de profil entre les deux générations est montrée, au niveau de 1’analyse
statistique, par I’effet interaction entre le temps et la génération.

Aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence entre les deux générations a un
temps déterminé.

b. Hsp70

Les résultats sont, comme pour les Hsp60, représentés sur la figure 18.

Le niveau d’Hsp 70 est assez bas au début de ’expérience et augmente petit a petit jusque J15
pour atteindre des valeurs maximales en J30. Cette augmentation a J30 est trés hautement
significative et est observée chez les deux générations.

Pour la génération F1 prise seule, la concentration en Hsp70. minimum est de 0.291ng
d’équivalent Hsp/ug de protéine (JO) et le maximum est lui de 0.99 en J30.

Les valeurs a J30 cf. sont significativement plus élevées que celles obtenues pour tous les
autres temps.

Pour F4, les valeurs sont comprises entre 0.31 et 1.05ng d’équivalent Hsp/pg de protéine. La
situation est a peu prét similaire a celle rencontrée pour la génération F1. La seule différence
réside dans le fait que le contrdle en J30 est lui aussi assez élevé. Il est significativement
différent du contrdle en JO (p= 0,00036). Il y a donc un effet temps indépendant du stress de
confinement. Cependant, les valeurs de concentration en Hsp70 au J30 ctrl restent tout de
méme significativement plus faibles que celles du J30 cf. Il semble donc bien qu’il y ait un
effet du confinement méme si celui-ci a pu étre renforcé par un effet du temps.

Pour ce qui est de I’analyse statistique pour les Hsps 70, I’ANOVA 2 nous montre qu’il n’y a
pas d’effet de la génération. En effet, les 2 générations évoluent en paralléle en fonction du
temps. Il y a par contre bien un effet du temps comme on a pu le mentionner auparavant.
L’effet interaction entre le temps et la génération n’est évidemment pas présent au vu du fait
que les deux générations présentent un profil similaire.

Tableaud4 . Résumé des effets globaux de la génération et du temps ainsi que de leur
interaction suite a I’ANOVA 2 pour le dosage des Hsp70.

Summary of all
Effects; design:

1-GENERATI, 2-TEMPS

df MS df MS
Effect | Effect Error Error F p-level
1 1,00 0,29 102 0,11 2,66 0,11
2 4,00 1,22 102 0,11 11,06 1,71E-07
12 4,00 0,14 102 0,11 1,24 0,30

(1=effet génération ; 2= effet du temps ; 12=interaction entre les paramétres 1 et 2)

Si ’on compare maintenant les deux types d’Hsp étudiés, on constate que les Hsp70 sont
quasiment trois fois moins concentrées que les Hsp60 au niveau du foie. Les valeurs
moyennes sur toute 1’expérience étant respectivement de 1.412 et 0.546ng d’équivalent
Hsp/pug de protéine pour les Hsp60 et 70.
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Figure 19. Variations de I’activité des lysozymes sanguins en fonction du temps et des
générations durant I’expérience de confinement chronique. J.0 est un controle; J.30 ctrl :
contrdle effectué en fin d’expérience ; J.5 4 J.30cf : Jours de prélévement. Les histogrammes
représentent la moyenne de 20 échantillons + erreur standard.

Concentration en cortisol (stress de transport)

250

200

BF1
mF4

cortisol (ng/mi

50 A

ctrl confiné

Figure 20: Variations de la concentration en cortisol suite au stress de transport selon le
traitement subit lors de I’expérience de confinement. Ctrl : poissons non stressés lors de la
premiére expérience ; confiné : poissons ayant été confinés lors de la premiére expérience.
Les histogrammes représentent la moyenne de 10 échantillons + erreur standard.
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4.1.1.4. L’activité des lysozymes

Les résultats de la variation de [’activité des lysozymes au cours de I’expérience de
confinement sont représentés sur la figure 19.

L’analyse statistique montre un effet global de la génération ainsi que du temps sur I’activité
des lysozymes.

Tableau5 : Résumé des effets globaux de la génération et du temps ainsi que de leur
interaction suite 8 ’ANOVA 2 pour le dosage de ’activité des lysozymes.

Summary of all
Effects; design:

1-GENERATI, 2-TEMPS

df MS df MS

Effect Effect Error Error F p-level
1 1 0,35 362 0,04 9,03
2 4 0,33 362 0,04 8,53 1,39E-06
12 4 0,08 362 0,04 2,12

(1=effet génération ; 2= effet du temps ; 12=interaction entre les parametres 1 et 2)

L’effet génération est similaire a celui rencontré pour le cortisol ¢’est-a-dire que la génération
F4 montre une activité plus élevée que pour F1 et cela quel que soit le temps étudié. Le profil
des deux générations est néanmoins similaire ce qui explique pourquoi il n’y a pas ici d’effet
d’interaction entre le temps et la génération. On observe une diminution progressive dans les
premiers jours avec un minimum atteint en J15 pour ensuite réaugmenter en J30 et atteindre
des valeurs semblables a celles du controle.

Au niveau de F1, ’analyse statistique nous montre une diminution significative de I’activité
entre JO et J15 (p=0,029). L’activité étant comprise entre 36 unités/min pour le contrdle et 22
unités/min en J15 alors que pour F4, les valeurs d’activité des lysozymes fluctuent
respectivement entre 47 et 29 unités/min pour JO et J15. Le contrdle en JO pour les poissons
F4 est significativement plus élevé que tous les autres temps hormis le J30cf. Au vu de la
différence significative entre les deux controles effectués et du manque d’effet du
confinement en J30 cf., il semblerait qu’il y ait, & nouveau, un effet temps indépendant du
stress de confinement.

4.1.2. Effets du stress de transport

11 faut tout d’abord préciser que le transport des poissons a Namur a été effectué une dizaine
de jours aprés le J30 de I’expérience confinement. Les poissons ont donc subit un stress de
plus ou moins 40 jours de confinement. Afin de juger de ’effet du transport, trois paramétres
ont été mesurés. Le cortisol, le glucose et I’activité des lysozymes.

Nous allons maintenant présenter les différents résultats obtenus pour ces différents
paramétres. L’analyse statistique est une ANOVA 2 avec comme critéres la génération et le
traitement. Par traitement, on fait référence au fait que les poissons ont subit ou pas le stress
de confinement lors de la premiére expérience.

4.1.2.1. Le cortisol

Les résultats concernant le taux de cortisol sanguin suite & un stress de transport sont
représentés sur la figure 20.

Les poissons, ayant été confinés auparavant, montrent des concentrations inférieures aux
poissons ayant servis de controle lors du confinement. En effet, pour les poissons
préalablement confinés, on obtient des valeurs de 39 et 80ng/ml pour F1 et F4 respectivement
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Figure 21. Variations de la concentration en glucose suite au stress de transport selon le
traitement subit lors de I’expérience de confinement. Ctrl : poissons non stressés lors de la
premiére expérience ; confiné : poissons ayant été confinés lors de la premiére expérience.
Les histogrammes représentent la moyenne de 10 échantillons + erreur standard.
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alors que pour les poissons non stressés les valeurs sont de 177 et 97 ng/ml. Ces valeurs, que
ce soient les poissons stressés ou pas, sont beaucoup plus élevées que lors de la premiere
expérience ou, pour rappel, le pic était de 22ng/ml.

Pour la génération F1, la différence entre les poissons stressés présentent des concentrations
significativement plus faibles que les poissons non stressés (p= 0,012). Il n’en est pas de
méme pour la génération F4 ou aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence
entre les différents traitements.

L’analyse statistique des résultats de cortisol nous montre un effet du traitement mais aussi un
effet d’interaction entre le traitement et la génération.

Tableau 7 : Résumé des effets globaux de la génération et du temps ainsi que de leur
interaction suite a I’ANOVA 2 pour le dosage de I’activité du cortisol.

Summary of all Effects;
design: (experience 2 j-
0.sta)

1-GENERATI, 2-TRAITEME

df MS df MS

Effect Effect Error Error F p-level
1 1 4836 28 5104 0,95 0,339
2 1 41521 28 5104 8,13 0,008
12 1 33578 28 5104 6,58 0,016

(1=effet génération ; 2= effet du traitement ; 12=interaction entre les paramétres 1 et 2)

L’effet interaction étant dii au fait que, selon le traitement, ce sont les poissons F1 ou les F4
qui présentent les concentrations les plus élevées.

4.1.2.2. Le glucose

Les résultats concernant la concentration en glucose pour les poissons stressés et non stressés
suite au transport sont repris figure 21.

Si ’on regarde les différentes valeurs obtenues, il semble que les poissons ayant été confinés
lors de la premiére expérience présentent des niveaux de glucose inférieurs a ceux rencontrés
pour les poissons n’ayant pas été confinés. En effet, la moyenne pour les poissons ayant été
stressés est de 425mg/l alors que pour les poissons controles de la premiére expérience, celle-
ci est de 561mg/1.

Si ’on regarde maintenant les différentes générations, les concentrations moyennes sont
respectivement de 450 et 536mg/1 pour les poissons F1 et F4.

Si I’on compare les concentrations obtenues ici avec celles de la premiére expérience, on peut
voir que les niveaux rencontrés lors de cette expérience sont, comme on a pu le voir pour le
cortisol, assez nettement supérieurs a ceux de I’expérience de confinement. En effet, on passe
de valeurs comprises entre 254 mg/l et 455mg/l pour I’expérience de confinement a des
valeurs comprises entre 402mg/l et 624 mg/l suite au transport.

L’analyse nous montre un effet global significatif du traitement mais par contre il n’y a pas
d’effet de la génération malgré la concentration supérieure pour les poissons F4. Il n’y a pas
non plus d’effet d’interaction
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Figure 22. Variations de I’activité des lysozymes suite au stress de transport selon le
traitement subit lors de I’expérience de confinement. Ctrl : poissons non stressés lors de la
premiére expérience ; confiné : poissons ayant été confinés lors de la premiére expérience.
Les histogrammes représentent la moyenne de 10 échantillons + erreur standard.
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Tableau 6: Résumé des effets globaux de la génération et du temps ainsi que de leur
interaction suite 8 I’ANOVA 2 pour le dosage de I’activité du glucose.

Summary of all Effects;
design:
1-GENERATI, 2-TRAITEME
df MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level
1 1 56899 28 32023 1,78 0,19
2 1 146382 28 32023 4,57 0,04
12 1 12357 28 32023 0,39 0,54
(1=cffet génération ; 2= effet du traitement ; 12=interaction entre les parameétres 1 et 2)
4.1.2.3. L’activité des lysozymes
Les résultats de ’activité des lysozymes suite au transport sont représentés sur la figure 22.
L’activité des lysozymes ne suit pas les profils du glucose et du cortisol ou, pour rappel, les
poissons ayant été confinés présentaient des niveaux, en ces différents paramétres, plus élevés
que les poissons ayant servis de contrdle. Ici, les poissons F1 ayant été confinés présentent
une activité plus élevée que les poissons F1 non stressés alors que pour les F4 c’est
exactement I’inverse. Il ne semble donc pas qu’il y ait un effet traitement.
Pour ce qui est de la génération, selon le traitement, ce sont les F1 ou les F4 qui présentent les
niveaux les plus élevés.
Si comme pour le cortisol et le glucose on regarde par rapport a I’activité rencontrée lors de la
premiére expérience, les valeurs rencontrées sont de méme ordre de grandeur. (Entre 25 et 45
unités/min). L’activité des lysozymes ne semble donc pas avoir été affectée, du moins pas
autant que pour le glucose et le cortisol, par le transport.
L’ANOVA 2 confirme que pour I’activité les lysozymes, il n’y a pas d’effet global du temps
ni de la génération mais il y a par contre un effet interaction.
Tableau 8 : Résumé des effets globaux de la génération et du temps ainsi que de leur
interaction suite 4 I’ANOVA 2 pour le dosage de I’activité des lysozymes.
Summary of all Effects;
design:
1-GENERATI, 2-TRAITEME
df MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level
1 1 7,8 26 150,4 0,05 0,821
2 1 20,0 26 150,4 0,13 0,719
12 1 1302,5 26 150,4 8,66 0,007

(1=effet génération ; 2= effet du traitement ; 12=interaction entre les paramétres 1 et 2)

Malgré qu’il n’y ai pas d’effet global de la génération, il faut noter une différence

significative entre les poissons stressés F4 et non stressés F4 (p=0,0058).
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Figure 23. Activité des lysozymes lors du challenge bactérien (J.5 et J.10). Les noms sous les
histogrammes font référence au jour de prélévements, du traitement suivi lors de la premiére
expérience (ctrl : poissons non stressés lors du confinement ; cf. : poissons confinés lors de la
premiére expérience) et de la dose injectée (5 10° ou 10 10° de bactéries). Dans le cas d’une
différence significative (p<0.05) entre la génération F1 et F4 a un temps donné, des lettres
différentes ont été attribuées aux histogrammes correspondants.
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4.2. Effets du stress sur le systéme immunitaire (challenge

bactérien)

Suite au stress de confinement et de transport, les poissons ont subit le challenge bactérien.
Afin de nous permettre de voir comment le ou les stress ont pu affecter le systéme
immunitaire.

Pour rappel, les poissons ont été soumis a deux doses différentes d’Aeromonas hydrophila.
Une série de 10 poissons par génération et par traitement avec Smillions de bactéries et une
autre série de 10 poissons avec 10 millions de bactéries. Des prélévements ont été effectués
aprés 5 jours sur 5 poissons de chaque bassin et en J10 sur les poissons restant (5 ou moins si
il a eu des mortalités). Nous avons donc ici quatre critéres de classification (ANOVA 4). Le
premier étant la génération, le second la dose injectée, le troisiéme (traitement) étant le fait
qu’il ait ou non subit le stress de confinement auparavant et le dernier est le temps. Deux
paramétres ont été mesurés afin de juger de I’effet du stress sur le systéme immunitaire, le
lysozyme et la production d’anticorps.

4.2.1. L activité des lysozymes

Les résultats concernant I’activité des lysozymes durant le challenge bactérien sont
représentés sur la figure 23. Les valeurs obtenues juste aprés le transport ont été intégrées sur
le graphique afin de mieux voir I’évolution au cours du temps depuis I’arrivée a Namur
jusqu’a la fin du challenge bactérien.

En regardant le graphique, on voit assez nettement que l’activité est globalement plus
importante pour le J5 que pour le JO et le J10 et cela quel que soit la dose ou le traitement. Les
valeurs en J5 étant comprises entre 32 et 82 unités/min, alors que les valeurs pour JO et J10,
elles, sont respectivement comprises entre 23 et 40 unités/min et 22 et 39 unités/min. On a
donc une augmentation trés forte de I’activité des lysozymes entre JO et J5 avec un retour lui
aussi trés rapide a des valeurs basales.

Si I’on regarde au niveau des deux générations, les poissons F4 présentent une activité en
lysozymes globalement plus élevée. Les moyennes générales tout temps confondu étant de
37unités/min pour les F1 et de 54 unités/min pour les poissons F4. La dose injectée, elle,
semble affecter de maniére moindre I’activité des lysozymes puisque seul pour les poissons
confinés au J5 les poissons injectés avec 10 millions de bactéries présentent une activité
nettement supérieure aux poissons injectés avec Smillions de bactéries. Le traitement, quand a
lui, ne semble pas affecter I’activité des lysozymes puisque, quel que soit le temps, les
poissons ayant subit des traitements différents présentent une activité semblable.

L’ANOVA 4 nous montre qu’il y a deux effets, le temps et la génération. Il n’y a par contre
pas d’effet de la dose, du traitement, ni aucun effet d’interaction.
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Figure 24.. Variations de la production d’anticorps lors du challenge bactérien. Les noms
sous les histogrammes font référence au jour de prélévements, du traitement suivi lors de la
premiére expérience (ctrl : poissons non stressés lors du confinement ; cf. : poissons confinés
lors de la premiére expérience) et de la dose injectée (5 10° ou 10 10° de bactéries). Dans le
cas d’une différence significative (p<0.05) entre la génération F1 et F4 & un temps donné, des
lettres différentes ont été attribuées aux histogrammes correspondants.
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Tableau 8 : Résumé des effets globaux de la génération, du temps, de la dose et du traitement
ainsi que de leurs interactions suite a I’ANOVA 2 pour le dosage de I’activité des lysozymes.

Summary of all Effects; design: (lysozyme experienc 2.sta)
1-GENERATI, 2-DOSES, 3-TEMPS, 4-CONDITIO

df MS df MS

Effect Effect Error Error F p-level
1 1 0,725 108 0,033 22,032 7,91E-06
2 1 0,0002 108 0,033 0,005 0,95
3 1 1,603 108 0,033 48,715 2,50E-10
4 1 0,010 108 0,033 0,311 0,58
12 1 0,011 108 0,033 0,327 0,57
13 1 0,058 108 0,033 1,758 0,19
23 1 0,001 108 0,033 0,030 0,86
14 1 0,006 108 0,033 0,196 0,66
24 1 0,013 108 0,033 0,399 0,53
34 1 0,094 108 0,033 2,855 0,09
123 1 0,071 108 0,033 2,144 0,15
124 1 0,036 108 0,033 1,102 0,30
134 1 0,045 108 0,033 1,363 0,25
234 1 0,098 108 0,033 2,988 0,09
1234 1 0,106 108 0,033 3,225 0,08

(1=effet génération ; 2= effet du dose ; 3=effet temps ; 4=effet condition ; 12=interaction entre les paramétres 1
et 2) ; 13=interaction entre les paramétres 1 et 3, etc.

On observe également des différences significatives entre la génération F1 et F4 au niveau du
J5 hormis pour les poissons confinés injectés par 10 millions de bactéries.

4.2.2. Production d’anticorps

Les résultats concernant la production d’anticorps sont représentés sur la figure 24.

Pour ce qui est de la production d’anticorps, deux effets semblent, a premiére vue, se dégager.
11 s’agit du temps et de la génération. L’effet génération est montré par le fait que les poissons
F4 présentent des niveaux de production d’anticorps supérieurs aux poissons F1 avec des
moyennes de 1.58 et 1.05 respectivement. Cette constatation va dans le méme sens que celle
faite pour le lysozyme ou, la aussi, la génération F4 présentait des valeurs plus élevées. Pour
ce qui est de I’effet du temps, la production d’anticorps est supérieure au J5 ce qui était
également le cas pour ’activité des lysozymes. Les moyennes pour J5 et J10 étant de 0.78 et
1.33 respectivement. Un autre effet, moins frappant au premier coup d’ceil semble aussi
affecter la production d’anticorps. Il s’agit de la dose injectée qui est montrée par la plus
grande production d’anticorps suite a I’injection de la plus haute dose (10 millions de
bactéries). La moyenne pour la dose la plus faible étant de 1.05 alors que pour la dose la plus
élevée elle est de 1.57.

L’ANOVA 2 nous montre un effet du temps, de la dose ainsi que de la génération mais aussi
des effets d’interaction ce qui confirme nos observations. Il y a en plus des effets d’interaction
entre la génération et le traitement, entre la génération, le traitement et la dose mais aussi une
interaction entre les 4 paramétres.
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Figure 25 : Représentation graphique de I’effet d’interaction entre la génération et le
traitement en ce qui concerne la production d’anticorps lors du challenge bactérien.
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Figure 26 : Représentation graphique de I’effet d’interaction entre la génération, le traitement
et la dose en ce qui concerne la production d’anticorps lors du challenge bactérien.
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Tableau 9 : Résumé des effets globaux de la génération, du temps, de la dose et du traitement
ainsi que de leurs interactions suite a I’ANOVA 2 pour le dosage de la production d’anticorps.

Summary of all Effects; design: |
1-GENERATI, 2-DOSES, 3-TEMPS, 4-TRAITEME

df MS df MS

Effect Effect Error Error p-level
1 1 5,26 92 1,23 4,28 0,041
2 1 5,06 92 1.2 4,12 0,045
3 1 6,34 92 123 Sl 0,025
4 1 2,98 92 1,23 2,43 0,123
12 1 2,82 92 1,23 2,30 0,133
13 1 0,05 92 1,23 0,04 0,841
23 1 2,01 92 1,23 1,64 0,203
14 1 6,96 92 1,23 5,67 0,018
24 1 0,13 92 1,23 0,11 0,747
34 1 1,08 92 1,23 0,88 0,351
123 1 3,19 92 1,23 2,60 0,111
124 1 2,23 92 123 1,81 0,181
134 1 14,90 92 1,23 12,13 0,001
234 1 0,07 92 123 0,06 0,812
1234 1 7,43 92 1,23 6,05 0,016

(1=effet génération ; 2= effet du dose ; 3=effet temps ; 4=effet condition ; 12=interaction entre les paramétres 1
et 2) ; 13=interaction entre les paramétres 1 et 3, etc.

L’effet interaction entre le traitement et la génération vient du fait que les poissons F4 n’ayant
pas été confinés, présentent un production d’anticorps supérieure a celle des poissons ayant
été confinés alors que pour la génération F1 c’est I’inverse qui se produit. (cf. figure 25).
L’interaction entre la génération, le traitement et la dose est représentée sur la figure 26. Cette
figure nous montre, que pour les poissons non confinés, la production d’anticorps entre J5 et
J10 pour les poissons F4 augmente alors qu’elle diminue pour les poissons F1. Pour ce qui est
des poissons ayant été confinés par contre, la production d’anticorps entre J5 et J10 diminue
pour les F4 alors qu’elle ne varie quasiment pas pour les poissons F1.
L’interaction entre les 4 paramétres, elle, ne sera pas représentée étant trop complexe.
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5.1. Réponses au stress de confinement chronique et de transport

Pour rappel, le but de notre étude était de déterminer si le niveau de domestication pouvait
influencer les réponses physiologiques et immunologiques de perches soumises a un stress de
confinement chronique et ensuite a un stress de transport. Dans ce but, différents paramétres
ont été choisis et mesurés afin de pouvoir répondre au mieux a ces questions. Par la suite un
challenge bactérien a été effectué afin de vérifier I’effet global que le stress a pu avoir sur le
systéme immunitaire.

Nous allons maintenant dans ce chapitre reprendre les différents résultats obtenus et les
discuter de maniére plus détaillée. Nous allons les comparer avec les données rencontrées
dans la littérature et tenter d’expliquer pourquoi nous avons eu les résultats qui sont les notres.
Nous ferons cela pour les différentes expériences et ensuite nous parlerons un peu de la
méthodologie utilisée et de I’impact qu’elle a pu avoir. Il faut savoir que notre hypothése de
départ est que le processus de domestication pourrait diminuer la sensibilité au stress et que,
par conséquent, les poissons F4 présenteront une sensibilité moindre.

5.1.1. Le stress de confinement chronique

L’analyse de nos résultats concernant le stress de confinement chronique a pu nous montrer
deux types d’effets. L’effet temps correspondant a I’impact du stress de confinement, et I’effet
génération qui fait référence au processus de domestication, c’est-a-dire a la différence de
sensibilité au stress des deux générations F1 et F4. L’ensemble des paramétres mesurés
montre que le stress chronique, lié a la limitation de I’espace, entraine une réponse
significative et persistante dans le temps. Pour ce qui est du cortisol et du glucose par
exemple, nous avons observé une augmentation avec un pic atteint aprés cinq ou quinze jours
suivi d’une légére diminution. Ce type de réponse avait déja été observé auparavant suite 4 un
stress de confinement chez d’autres espéces tels la dorade Sparus aurata (Rotland et al 2000),
le bar Dicentrarchus labrax (Vazzana et al. 2001), le tilapia Oreochromis mossambicus
(Binuramesh et al. 2005) ou encore chez la truite arc-en-ciel Oncorhynchus mykiss (Ruane
1999) et constitue la réponse classique d’un organisme suite & un stress (Barton et Iwama,
1991 ; Rotland et al., 2001). Celle-ci va permettre de fournir a I’organisme 1’énergie
nécessaire pour faire face aux variations de son environnement. Cependant pour ces auteurs le
pic était atteint endéans les 24 a 96h.

Si I’on regarde I’effet de la génération, qui est pour rappel I’effet principal que I’on tente de
démontrer, il semble, au vu des ces deux premiers paramétres, que ce soit la génération F4 qui
soit la plus sensible au stress. En effet, si ’on compare les profils de cortisol, deux
constatations nous permettent de penser cela. La premiére est que le niveau de cortisol est
supérieur pour les poissons F4 pour quasiment tous les temps (sauf J15) et tout
particuliérement au niveau des contrdles ou des différences significatives (p<0.05) ont pu étre
mises en évidence par ’ANOVA. La deuxiéme est que le pic de concentration en cortisol est
atteint plus tot pour la génération F4 (au J.5) que pour la génération F1 (au J15) ce qui signifie
que les poissons F4 ont répondus de maniére plus rapide aux stress de confinement et, par
conséquent, ont une plus grande sensibilité.

Les données pour le glucose ne confirment pas vraiment I’observation faite pour le cortisol.
En effet, pour ce paramétre, le profil des deux générations est assez différent. On observe
pour la génération F1 un profil habituel avec une augmentation en début d’expérience suivie
d’une légere diminution vers J30. Pour la génération F4 on peut voir que la concentration ne
cesse d’augmenter avec un pic en J30. Ce sont ici les poissons F1 qui présentent les
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Discussion

concentrations en glucose les plus élevées. Cependant un effet temps indépendant du stress de
confinement a pu étre mis en évidence. Cet effet fait référence au fait que les deux contrdles
effectués en JO et en J30 présentent des concentrations significativement différentes. Il faut
donc faire attention quand a I’interprétation de ces résultats. Si I’on regarde maintenant les
valeurs obtenues pour ces deux parameétres, il apparait que les variations observées ne sont pas
de grande amplitude. En effet, les concentrations en cortisol oscillent entre 9 et 25ng/ml et
pour le glucose entre 27 et 45mg/dl. Il est vrai que I’on peut observer des variations
d’amplitudes beaucoup plus importantes mais cela se produit plut6t suite a des stress de type
aigu. Nos valeurs semblent donc tout a fait normales. On aurait pu penser que le fait que la
perche soit une espéce grégaire, elle aurait pu ne pas ressentir le fait d’étre regroupé en un
espace limité comme une situation stressante. Hors nous avons pu montrer, via ces deux
paramétres que le stress tel qu’il a été opéré, constitue bien une situation stressante. Le stress
induit par une limitation de 1’espace pourrait également avoir des effets via les déchets
métaboliques qui, dans un espace réduit, pourraient nuire de maniére plus importante que dans
un bassin de plus grande taille.

Pour ce qui est de I’activité des lysozymes, nous avons donc observé une diminution
progressive de l’activité des lysozymes avec un minimum en J15 suivi d’une légere
récupération en fin d’expérience. Les effets délétéres du stress chronique sur I’activité des
lysozymes sont eux aussi bien connus et ont pu étre montrés chez la carpe Cyprinus carpio
(Yin et al. 1995) par exemple.

Si ’on revient sur notre hypothése de départ selon laquelle les poissons F4 seraient moins
sensibles, il semble, tout comme pour le cortisol, que I’activité des lysozymes nous montre le
contraire. En effet, ’activité en lysozymes est plus importante pour les poissons F4 et cela
quel que soit le temps. Hors, Roed et Fevolden (1994) chez le saumon ainsi que Small et
Bilodeau (2005) chez le poisson chat ont pu montrer, suite & un challenge test, que les
poissons ayant une activité en lysozymes supérieure présentaient également la plus forte
sensibilité et la plus forte mortalité suite a la mise en présence d’un pathogéne (figure 27 et
28). 1l semble donc au vu des trois premiers paramétres que ce soit les poissons F4 qui
présentent la plus grande sensibilité contrairement a ce qui était attendu. Cela peut étre
expliqué par la différence de poids entre les deux générations. En effet, pour rappel, les
poissons de la génération F4 pesaient en moyenne 126g alors que les poissons F1, eux,
pesaient en moyenne 73g. Hors le méme nombre de poissons a été disposé dans les différents
bassins (30 poissons/ 1001) ce qui a pour conséquence que les poissons F4 ont subit un effet
de biomasse différent des poissons de la génération F1.

Cependant, il ne faut pas conclure trop vite surtout en se basant sur des paramétres tels que
ceux qui viennent d’étre exposés car se sont des paramétres qui peuvent varier fortement en
un laps de temps assez court (+5min) et par conséquent, le simple fait de travailler
différemment lors de la prise de sang peut fausser les résultats. Ce point sera néanmoins plus
développé dans la partie concernant la méthodologie et ses effets.

On a pu aussi constater que, en fin d’expérience, la concentration en glucose et en cortisol
ainsi que I’activité des lysozymes retournaient vers des valeurs proches des contrdles. Cela
signifie que les poissons se sont acclimatés progressivement aux conditions de confinement
permettant ainsi un retour des différents paramétres a des valeurs basales.

Nous allons maintenant nous pencher sur les deux autres paramétres mesurés que sont les
Hsp60 et 70 afin de pouvoir confirmer ou infirmer les observations faites ci-dessus.

Les protéines de stress (ou Hsps) ont été étudiées chez les poissons principalement au niveau
du stress thermique (Smith et al. 1999, Kothary et al. 1984, Zafarullah et al. 1992) mais aussi
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au niveau de I’exposition aux métaux lourds, a I’hypoxie, aux attaques par un pathogéne ou
encore a I’exposition aux radicaux libres (Nover, 1991). Ces différents auteurs ont tous
remarqué une augmentation de I’expression des Hsp60 et/ou des Hsp70 suite a ces types de
' stress. Pour ce qui est des stress rencontrés en élevage, seules quelques expériences ont été
faites (Zarate et Bradley 2003 ; Vijayan et al.; Washburn et al. 2002). Ils ont étudié les stress
| de capture, de manipulation, d’hypoxie, d’hyperoxie, de transport mais aussi le confinement
aigu (2h). Aucun de ces stress n’a pu induire une variation de I’expression des Hsp60 et/ou
. 70. Cela n’est pas le cas dans notre expérience ou des effets assez nets du confinement ont pu
étre mis en évidence pour les deux types d’Hsps.
En effet, si I’on regarde leurs profils respectifs, des variations assez importantes au cours du
temps ont pu étre observées. La concentration en Hsp60, par exemple, diminue au fur et a
mesure du temps et passe d’'un maximum de 2,01ng d’équivalent Hsp/pg de protéines pour le
contrdle a une valeur minimum de 0,76ng d’équivalent Hsp/pg de protéines pour les poissons
F1 a J-30. Cette diminution n’était pas nécessairement attendue. On s’attendrai plut6t, au vu
des autres expériences sur les Hsps, soit a une augmentation de la concentration en Hsp60,
soit & un statu quo. Cependant, Koranyi et al (2004) ont pu montrer que le stress pouvait
entrainer une répression de la synthése des polypeptides surtout si celui-ci touche le systéme
immunitaire. Cette diminution est plus marquée chez les poissons de la génération F1 mais
aucunes différences significatives n’ont pu étre mises en évidence entre les différentes
générations et cela quel que soit le temps.
Pour les Hsp70, par contre, le profil est tout a fait différent. En effet, on observe une tendance
a ’augmentation dans les quinze premiers jours suivis d’une augmentation trés nette entre le
J-15 et le J-30, les valeurs passant du simple au double entre ces deux temps (respectivement
de 0,52 et 1,05ng d’équivalent Hsp/ug de protéines). C’est a ma connaissance la premiére fois
que I’on met en évidence une augmentation de I’expression des Hsp70 suite a un stress de
confinement. Zarate et al. (2003) avaient déja étudié I’effet d’un stress de confinement aigu
sur ces Hsp70. Ils avaient observé une légére augmentation dans les premiers jours mais
c’était non significatif. Les variations de concentrations des différentes Hsps étudiées, se
marquent, lors de notre expérience, surtout au niveau du J30 ce qui peut expliquer pourquoi
Zarate et al. (2003) n’ont rien pu observer. Ces variations au J30 coincident avec le moment
ou les autres paramétres (glucose, cortisol et activité des lysozymes), eux, retournent a des
niveaux de base. Une explication serait que ces variations d’expression seraient dues a
I’acclimatation. En effet, le processus d’acclimatation nécessite des changements
physiologiques qui permettent & un individu de faire face a des conditions changeantes de son
environnement. Ces changements, ayant déréglés le fonctionnement normal de 1’organisme,
cela pourrait étre la cause de dommages au niveau de certaines protéines et par conséquent
des variations d’expression des Hsps. Il n’y a pas non plus de d’effet génération pour les
Hsp70. Les deux générations évoluant de la méme maniére au cours du temps.

Si I’on revient maintenant a ’effet que I’on essaye de démontrer, il semble que les Hsps ne
nous donnent pas la méme information que les autres paramétres. En effet, au niveau des
Hsp60., on remarque une diminution en fonction du temps plus marquée pour la génération
F1 ce qui confirmerait notre hypothése de départ selon laquelle les poissons F1 seraient plus
sensibles que les poissons F4. Cependant, I’ANOVA ne nous a pas permis de démontrer un
| quelconque effet de la génération, que ce soit au niveau des Hsp60 et les Hsp70.
| Cependant les effets du confinement n’en restent pas moins intéressants.

Si I’on tente de conclure au vu de I’expérience de confinement et des cinq parametres étudiés,
il semble que I’hypothése de départ ne soit pas vérifiée car les poissons F4 présentent
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visiblement une plus grande sensibilité au stress. Il apparait aussi que le stress de confinement
basé sur une diminution de I’espace engendre bien une réponse significative.

5.1.2. Le stress de transport

Nous allons maintenant nous pencher sur les résultats obtenus suite au stress de transport.
Rappelons que celui-ci intervient 40 jours aprés le début de I’expérience de confinement et
que les poissons ont été disposés au nombre de 10 dans des bassins de 401. L’expérience a été
menée sur des poissons ayant été confinés auparavant (cf) et des poissons ayant servi de
contréle (ctrl).

Les résultats obtenus lors de cette expérience n’ont pas pu nous aider a vérifier notre
hypothése de départ. En effet, quel que soit le paramétre étudié, aucun effet de la génération
n’a pu étre démontré par ’analyse statistique. Par contre, on a pu confirmer le phénoméne
d’acclimatation précédemment observé. En effet, les poissons ayant été préalablement
confinés présentent une sensibilité au stress de transport moindre que celle des poissons
contréles. Cela se vérifie au niveau des paramétres de stress tels que le glucose et le cortisol.
Pour le cortisol par exemple, les valeurs obtenues sont respectivement de 137 et 60ng/ml pour
les poissons non stressés et les poissons stressés. Ces valeurs concordent assez bien avec ce
que Acerete et al. (2004) ont pu observer suite également a un stress de transport chez la
perche. La concentration en cortisol dans son expérience, était de 40ng/ml pour le contréle et
passait a 140ng/ml aprés quelques heures. On peut également remarquer que ces valeurs sont
beaucoup plus élevées que celles obtenues pour le stress de confinement ou, le maximum était
pour rappel de 25ng/ml. Le fait que le stress aigu engendre une augmentation plus importante
(mais de moins longue durée) que le stress chronique a déja pu étre observé par Barcellos et
al. (2004) suite a un stress aigu (transfére d’un bassin a un autre) et a un stress chronique
(confinement). Le taux de cortisol passant de 55ng/ml pour les poissons confinés a 160ng/ml
pour les poissons transférés.

Pour le glucose, les mémes observations ont pu étre réalisées. En effet, les poissons ayant été
confinés présentent des valeurs de concentration en glucose de 42.5mg/dl alors que les
poissons ayant servi de contrdle présentent des valeurs de 56.1mg/dl. Ces valeurs sont, tout
comme pour le cortisol, plus élevées que celles obtenues lors du stress de confinement ou la
concentration maximale était de 45.5mg/dl. Cela confirme également Ieffet de
I’acclimatation.

Par contre, si I’on regarde I’activité des lysozymes, aucun effet du traitement (confinés ou non
confinés) ou de la génération n’a pu étre démontré par ’ANOVA. Les valeurs moyennes étant
respectivement de 29 et 31unités/min/ml pour les poissons non stressés et stressés. Ces
valeurs sont similaires a celles obtenues lors du confinement ou celles-ci étaient comprises
entre 22 et 47unités/min/ml avec une valeur de 32 unités/min/ml pour le J30. Il semble donc
que le stress de transport n’a pas eu d’effets sur ce paramétre.

En conclusion, pour I’effet du transport, méme si il n’a pas été possible de confirmer ou
d’infirmer notre hypothése de départ, cette expérience reste cependant intéressante puisqu’elle
a permis de confirmer I’effet acclimatation. Effet d’autant plus important qu’en élevage les
poissons sont réguliérement confrontés au stress. Que ce soit un stress de confinement,
manipulation, transport ou autres. Par conséquent, si suite a ’acclimatation ils sont capables
de s’en trouver plus résistants au stress, cela ne peut qu’étre bénéfique pour le poisson mais
également pour I’éleveur au vu des effets délétéres du stress.
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5.2. Effets du stress sur le syst¢éme immunitaire (challenge bactérien)

Suite au stress de confinement et de transport, nous avons effectué le challenge bactérien.
Nous allons donc ici pouvoir observer comment le, ou les stress subit vont pouvoir affecter le
systéme immunitaire par la mesure de deux paramétres importants que sont I’activité des
lysozymes et la production d’anticorps.

Pour ce qui est de cette expérience I’analyse statistique était plus complexe. En effet, en plus
de I’effet du temps et de la génération, des effets doses et traitements pouvaient également
étre attendus. L’effet traitement est, tout comme pour le stress de transport, le fait d’avoir été
ou non confinés lors de la premiére expérience. L’effet dose lui fait tout simplement référence
a la dose injectée soit 5 ou 10 millions de bactéries.

L’ANOVA 4 effectuée sur I’activité des lysozymes et sur la production d’anticorps a permis
de mettre en évidence deux effets communs a ces deux paramétres. Un effet temps et un effet
génération.

L’effet temps nous montre que la production d’anticorps ainsi que ’activité des lysozymes est
maximale en J5. Par la suite, on observe une diminution et un retour a des valeurs semblables
au contrdle et cela pour les deux parameétres.

Les deux paramétres nous indiquent que c’est la génération F4 qui est la plus sensible ce qui
infirme notre hypothése de départ.

En effet, que ce soit I’activité des lysozymes ou la production d’anticorps, les poissons de la
génération F4 possédent des valeurs beaucoup plus élevées que celles retrouvées pour les
poissons F1. Si I’on regarde I’activité des lysozymes au J5 par exemple, la moyenne pour la
génération F1 est de 47 unités/min/ml alors qu’elle est de 72 unités/min/ml pour les poissons
F4. Cette différence entre les deux générations semble étre encore plus marquée que ce ne
I’était pour I’expérience de confinement. Cela peut également s’expliquer par un effet de
biomasse plus important pour les poissons F4. Cet effet est d’autant plus présent dans le
challenge test car, pour rappel, les bassins sont encore plus petits (401) ce qui renforce encore
le stress encouru par les poissons F4.

Un effet temps bien marqué a pu également étre mis en évidence. En effet, on observe une
augmentation en J5 avec une valeur moyenne 59 unités/min/ suivi d’un retour a des valeurs
basales en J10 (31 unités/min/ml). La présence d’un corps étranger engendre une activation
du systéme immunitaire et par conséquent une augmentation de I’activité des lysozymes. Une
fois le pathogéne neutralisé, I’activité retourne a des valeurs plus faibles. Cela explique
I’augmentation en début d’expérience et le retour a des valeurs semblables au controle.

Les différentes observations que 1’on a pu effectuer sont également valables pour le dosage de
la production d’anticorps. L’effet génération est identiquement le méme. En effet, les
moyennes pour le J5 sont respectivement de 1.33 et 1.74 (les valeurs du titre d’anticorps étant
exprimées en logarithme en base 2) pour les poissons F1 et F4. Hors, comme pour le
lysozyme, le fait de présenter une production d’anticorps plus importante refléte une plus
grande sensibilité a I’infection comme Roed et al.(2002) , sur le poisson chat ou Small et
Bilodeau (2005) sur la truite arc-en-ciel ont pu le montrer suite a un challenge bactérien. Cela
confirme donc bien que la génération F4 est la plus sensible.
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Pour ce qui est de I’effet temps, il est également visible. Les valeurs trouvées en J5 et J10
étant respectivement de 1.33 et 0.78 ce qui va dans le méme sens que les observations faites
pour les lysozymes. L’injection de la bactérie a activé le systéme immunitaire spécifique et a
permis la production d’anticorps dirigés vers celle-ci.

Cependant, d’autres effets on pu étre observés au niveau de la production d’anticorps. En
effet, un effet dose a pu étre mis en évidence. Cet effet montre que la plus haute dose injectée,
c’est-a-dire 10 millions de bactéries, provoque une plus forte augmentation de la production
d’anticorps que la dose de 5 millions de bactéries. Le fait qu’une dose plus élevée engendre
une plus grande production d’anticorps a déja pu étre mis en évidence par Gudmunstottir et al.
(1995) sur le saumon et Kollner et al. (2002) sur la truite arc-en-ciel.

En conclusion pour ce challenge bactérien, on peut voir que, a nouveau, ce sont les poissons
F4 qui présentent la plus forte sensibilité tout comme c¢’était le cas pour le confinement. On a
également pu montrer un effet acclimatation et un effet génération. L’effet génération nous
permettant d’infirmer notre hypothése de départ. Cependant, il semble que le protocole
expérimental a pu avoir un impact non négligeable sur les résultats obtenus.

5.3. Aspects méthodologiques

Dans cette partie nous allons essayer d’identifier ce qui, au niveau de la méthodologie et le
protocole expérimental que nous avons décider d’utiliser, a pu affecter les différents résultats
que ’on a pu obtenir.

L’effet le plus important est évidemment le type de confinement que nous avons décidé
d’utiliser. En effet, on distingue habituellement le stress de confinement lié a la biomasse et
celui lié a une limitation de 1’espace. Nous avons opté pour le confinement lié a la limitation
de I’espace. Nous avons donc disposé le méme nombre de poissons dans les différents bassins
et cela quel que soit la génération. Cependant, les poissons F4 étant deux fois plus gros que
les poissons F1, il semble que cela a eu un effet. Lors de la premiére expérience, par exemple,
les F4 se trouvaient a une densité de 22 kg/m* alors que les F4, eux, se trouvaient a une
densité de 38 kg/m®. Lors du challenge test le méme probléme a été rencontré surtout que les
bassins utilisés étaient encore plus petits qu’a Tihange (40 et 100L respectivement). Pendant
le challenge test, les poissons F1 étaient donc a une densité de 29 kg/m? alors que les F4
étaient, eux, a une densité de 50 kg/m?.

Il aurait peut étre mieux fallu utiliser la méme biomasse plutét que le méme nombre de
poissons car le but de notre expérience était de pouvoir caractériser comment la domestication
pouvait affecter la réponse au stress hors, de part notre protocole, nous avons soumis les
poissons F4 a un stress plus important.

Le second paramétre a prendre en ligne de compte est 1’échantillonnage. Lors des journées de
prélévement, les 25 poissons du bassin étaient transférés dans un autre bassin plus petit dans
lequel se trouvait de I’anesthésiant. Puis, une fois endormis, ont les prenait un a un afin de les
prélever. Sachant qu’il y avait 4 a 5 personnes pour les prélever et qu’il faut plus ou moins 2-3
minutes pour faire un prise de sang, il y avait tout de méme prét de 25 min entre le moment ou
les premiers poissons se trouvaient dans le bassin intermédiaire et le moment ou le dernier
poisson était prélevé. Cependant, le fait d’anesthésier, est censé permettre de ne pas avoir
d’augmentation de la cortisolémie ou de la concentration en glucose et cela méme si il faut
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25min pour prélever. Par contre, on ne peut pas dire avec certitude qu’entre la capture et le
moment ou le poisson est anesthésié, il n’y a pas eu d’effet. Et cela tout particuliérement sur
le cortisol qui est un paramétre qui peut varier trés rapidement. Cela pourrait étre une des
raisons de la grande variabilité observée lors de notre expérimentation. De plus, il est arrivé
que les poissons soient nourris quelques minutes avant que l’on ne commence les
prélévements. Cela a pu également, dans une moindre mesure, avoir un impact sur nos
résultats puisqu’une certaine excitation est visible au moment du nourrissage.

Hormis cela, la méthodologie me semble la meilleure possible. Nous avons tenté de travailler
toujours de la méme fagon et toujours avec les mémes personnes afin de ne pas fausser nos
résultats.
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Le but de notre travail était de pouvoir, dans un premier temps, caractériser la réponse au
stress de perches communes suite a divers stress tels le confinement (stress chronique) et le
transport (stress aigu). Dans un second temps, nous voulions savoir I’effet que ces différents
stress pourraient avoir sur le systéme immunitaire de juvéniles de la perche commune c’est
pourquoi, nous avons effectué un challenge bactérien. Nous voulions ensuite voir si deux
générations de perches (F1 et F4), soumises au mémes stress, réagiraient de maniére similaire
ou si, par contre, elles auraient des réponses différentes. Nous avons donc sélectionné divers
paramétres physiologiques et immunologiques tels que le cortisol, le glucose, I’activité des
lysozymes, la production d’anticorps et les protéines de stress (Hsp60 et70).

Nos résultats, pour ce qui est de la réponse physiologique au stress de confinement, nous ont
permis de mettre en évidence un effet du temps. Cet effet a pu nous confirmer que le stress de
confinement a bien, chez la perche, un impact plus ou moins important selon le paramétre
étudié et cela méme si, au vu du c6té grégaire de la perche, on aurait pu imaginer que le stress
de confinement, en termes de diminution de I’espace, ne constitue peut-étre pas un stress
important.

L’expérience de confinement, tout comme le challenge test, a pu nous montrer un effet de la
génération. Nous avons pu observer une plus grande sensibilité des poissons de la génération
F4. Cela n’était pas spécialement attendu puisque le processus de domestication était censé
diminuer le sensibilité au stress des poissons F4. Cependant, il est fort probable que le
protocole expérimental et la différence de biomasse relativement important aient pu avoir un
effet déterminant. En effet, les poissons F4 étant deux fois plus gros que les F1, ils ont subit,
en plus d’une limitation de I’espace, un confinement basé sur la biomasse. Les F4 étant plus
stressés que les F1, cela expliquerait I’effet génération observé. Pour pouvoir mieux voir
I’effet de la génération, il faudrait utiliser un stress qui serait équivalent pour les deux
générations. Autrement dit un stress de confinement basé sur une différence de biomasse ou
un autre stress chronique tel que I’exposition & un polluant, & des métaux lourds, ou autres et
étre siir que l'effet génération est bien dii & une différence de sensibilité et pas a une
différence d’intensité de stress. Cela dit, dans un premier temps, on pourrait tout d’abord
vérifier que le fait que les poissons F4 soient plus sensibles est bien dii a cet effet présumé de
biomasse. Pour ce faire, deux solutions sont possibles. On pourrait soit prendre deux
populations de poids différents mais de la méme génération et les soumettre aux mémes
conditions expérimentales que dans notre expérience. Si une différence significative est
démontrée on pourra affirmer que la plus grande sensibilité des poissons F4 est due a un stress
plus important. Une autre possibilité serait de refaire 1’expérience avec des poissons des deux
générations mais avec des biomasses semblables.

Des effets sur I’expression des Hsps en situation de stress de confinement chronique ont
également pu étre mis en évidence. Ceux-ci demanderaient confirmation avec des expériences
complémentaires. Cependant, si ces effets sont confirmés, il serait intéressant de comprendre
par quel(s) mécanisme(s) I’expression de ces protéines est modulée en cas de stress
chronique. On pourrait également étudier d’autres Hsps tels les Hsp90 et voir si I’expression
de ces Hsps est elle aussi modifiée. Cela aurait également pu étre assez intéressant de doser
les Hsps suite au transport et pendant le challenge test et ainsi voir comment un stress aigu et
la présence d’une bactérie auraient pu influencer 1’expression de ces protéines.

Le stress de transport nous a permis, lui, de confirmer les effets de 1’acclimatation qui avait
été suggérés lors de I’expérience de confinement. Ces effets nous indiquent que des poissons
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préalablement stressés et ayant eu le temps de s’acclimater, sont moins sensibles que des
poissons contrdles a un second stress.

Pour ce qui est du challenge bactérien, il aurait été également intéressant de travailler avec
une souche virulente. Cela nous aurait permis de mieux comprendre comment le systéme
immunitaire dans sa globalité, a pu étre influencé par le stress. On aurait pu savoir dans quelle
mesure ’activité des lysozymes et la production d’anticorps plus élevées pour les poissons F4
aurait pu modifier leur sensibilité a4 une bactérie virulente. Et pouvoir voir en terme de
différence de mortalité comment la variation de ces paramétres influence réellement la
résistance aux bactéries.

Pour ce qui est des paramétres étudiés, nous en avons choisi certains en pensant qu’ils
pourraient nous aider a caractériser I’effet du stress mais on aurait pu en choisir bien d’autres.
En effet, nous nous sommes intéressés au systéme immunitaire mais, au vu des effets connus
du stress sur la reproduction ou la croissance, nous aurions trés bien pu doser des parameétres
tels que les hormones de croissance, les IGF-1 ou encore les stéroides sexuelles. De plus, en
ce qui concerne le systéme immunitaire, nous n’avons travaillé que sur deux paramétres et
méme si au départ nous devions travailler sur la production des radicaux libres, ils en restent
beaucoup d’autres (les composants du systéme du complément, les IgM, les macrophages,
etc.).

Par conséquent, cette étude n’est qu’une premiére approche de la problématique et d’autres

expériences seront nécessaires afin de confirmer les résultats et observations que I’on a pu
réaliser.
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