
 

UNIVERSITÉ DE LIEGE 

---------------------                                            ------- 

UNIVERSITÉ DE NAMUR 
 

 

 

FACULTÉ DES SCIENCES 
 

 

Master de Spécialisation en Gestion des Ressources Aquatiques et Aquaculture 

 

 

Travail de fin d’étude 

 

 

 

 

 

 

 

 
Réalisé par  

Jean Marc-Arthur J. SALOMON 

 

 

 

 

Promoteur                                                                                             Encadrant  

Patrick KESTEMONT                                                                        Thi Mai NGUYEN 

 

 

Co-Promoteur                                                            

Robert MANDIKI 

 

 

 

 

Année académique : 2018-2019 

 

 

Etude in vitro de la réponse immunitaire induite par les 

lipopolysaccharides (LPS) chez les leucocytes des juvéniles de 

la carpe commune nourris avec des AGLPIs (DHA et ARA) ou 

des huiles végétales 
       

https://www.google.com/imgres?imgurl=https%3A%2F%2Fstorage-prtl-co.imgix.net%2Fendor%2Forganisations%2F257%2Flogos%2F1515496776_uLIEGE_Logo_Compact_CMJN_pos-logo.png&imgrefurl=https%3A%2F%2Fwww.mastersportal.com%2Funiversities%2F257%2Funiversity-of-liege.html&docid=aBQXXNwOQGriLM&tbnid=slCPCKCoQ5bfZM%3A&vet=10ahUKEwjAoObM5a_hAhWIpIsKHSfjACkQMwhEKAYwBg..i&w=725&h=352&bih=659&biw=1366&q=University%20of%20Li%C3%A8ge&ved=0ahUKEwjAoObM5a_hAhWIpIsKHSfjACkQMwhEKAYwBg&iact=mrc&uact=8
https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjhl6SF5q_hAhVRalAKHeI2CUwQjRx6BAgBEAU&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FUniversit%25C3%25A9_de_Namur&psig=AOvVaw3RgEUl4-PL9gnyDxbJvD06&ust=1554239055396270


TRAVAIL DE FIN D’ÉTUDE 

 

  

Présenté pour l’obtention du diplôme de MASTER  

Spécialisation : Gestion des Ressources Aquatiques et Aquaculture 

 

 

  

 

 

 

Par 

Jean Marc-Arthur J.  SALOMON 

Année de soutenance : 2019 

  

Sous la direction de :  

Promoteur                                                                                 Encadrant 

Patrick KESTEMONT                                                            Thi Mai NGUYEN 

 

Co-Promoteur 

Robert MANDIKI 

 

Présenté le : 09/09/2019 

devant le jury :  

  

Patrick KESTEMONT 

Robert MANDIKI 

Thierry JAUNIAUX 

Etude in vitro de la réponse immunitaire induite par les lipopolysaccharides 

(LPS) chez les leucocytes des juvéniles de la carpe commune nourris avec des 

AGLPIs (DHA et ARA) ou des huiles végétales 



i 
 

REMERCIEMENTS 
Ce travail présenté ici bénéficie, à des degrés variés, des efforts et supports d’un ensemble de 

personnes et d’institutions. Ainsi, je tiens à remercier : 

▪ L’Académie de Recherche et d'Enseignement Supérieur (ARES) de m’avoir octroyé 

cette bourse de Master de spécialisation ; 

▪ L’Unité de Recherche en Biologie Environnementale et Evolutive (URBE) pour 

l’accueil et les infrastructures mises à disposition afin de réaliser ce travail ; 

▪ Le responsable du master professeur Charles MÉLARD pour son accompagnement tout 

le long de ce master ; 

▪ Le promoteur professeur Patrick KESTEMONT et le co-promoteur professeur Robert 

MANDIKI pour la supervision du travail et les précieuses remarques ; 

▪ L’encadreur Thi Mai NGUYEN pour son infatigable patience, son assistance, sa 

disponibilité et sa passion pour le travail bien fait ; 

▪ Tous les professeurs à l’Université de Liège et à l’Université de Namur rencontrés dans 

le cadre de ce master ; 

▪ Le doyen de la FSA de l’Université Caraïbe : Jean verdieu NELSON pour son support ; 

▪ Les personnels et les techniciens de l’URBE ; 

▪ Mes amis et collègues à l’Université de Liège : Andrianarivo PAUL, Enaud JEAN 

PIERRE, Emmanuel RENE, Germaine DOMINIQUE, James POLICIER, Mahugnon 

Hamil Bonard VODOUGNON, Marc JEAN-JACQUES, Pythagore Jean Fécu 

LAGUERRE ; 

▪ Mes ami(e)s compatriotes Haïtien(ne)s : Jeannette TOUSSAINT, Robert ALCIDE, 

Troy E. SAINTIL ; 

▪ Mes ami(e)s et collègues à MCN en Haïti : Altis Henri ROBERT, Anxo Fils 

ESTIGENE, Assade JOSEPH, Bethny Flore Landy ELISME, Berthony LAFRANCE, 

Ducasse JEAN-BOSCO, Mickenson ESTINFORT, Nerline FLEURISSAINT ; 

▪ Ma famille : Bellandy J. SALOMON, Elna SALOMON, Frantzdy SALOMON, 

Inomise PIERRE, Jackson SALOMON et Sendy Augustin SALOMON ; 

▪ Ma chérie Ronyde NARCISSE pour son support et son amour incommensurable ; 

▪ Tous ceux et toutes celles qui m’ont conseillé et aidé d’une façon ou d’une autre dans 

la réalisation de ce travail. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ii 
 

RÉSUMÉ 
Ce travail a été réalisé pour étudier l’impact de diverses sources de lipides végétales chez les 

leucocytes des reins des juvéniles de la carpe commune (Cyprinus carpio) stimulés avec les 

lipopolysaccharides (LPS). Pour y parvenir, la dose optimale de LPS d’E. coli a d’abord été 

déterminée sur les leucocytes des juvéniles de la carpe commune. Ensuite, des leucocytes ont 

été collectés sur différents groupes de juvéniles de carpes nourries pendant 6 semaines avec 6 

régimes alimentaires à base de diverses sources lipides : l’huile de foie de morue (CLO), l’huile 

de lin (LO), l’huile de sésame (SO), un mélange de l’huile de sésame et de l’huile de lin (SLO), 

l’huile de lin supplémentée avec 1% d’ARA (LOA) et l’huile de sésame supplémentée avec 

2.3% de DHA (SOD). Chaque régime était testé en triplicat. Les leucocytes des reins de 36 

poissons à raison de 6 poissons par régime ont été récoltés et cultivés pour enfin incuber au LPS 

pendant 4 et 24 heures afin d’analyser la réponse immunomodulatrice.  

La dose optimale induisant une immunomodulation chez la carpe est de 10 μg/mL sur la base 

d’activation de 89% de leucocytes après incubation pendant 4 et 24 heures. Les résultats ont 

aussi montré une production de NO comparable entre le groupe témoin et les groupes traités 

indiquant que cette dose de LPS testée n’a pas eu d’effet négatif sur le système immunitaire et 

contribue uniquement à stimuler l’activation des leucocytes. La modulation du niveau 

d’expression des gènes pro-inflammatoires (il-8, cxc, il-1, tnf-α, il-6, nf-kb et inos) est induite 

4h après incubation au LPS quel que soit le groupe de leucocyte pour ensuite revenir à un niveau 

basal après 24 heures. Cette augmentation après 4 heures est plus faible surtout pour les régimes 

LO et SO, ce qui indiquerait une atténuation des processus pro-inflammatoires pour les huiles 

végétales pures testées dans ces régimes. Enfin pour l’expression du gène anti-inflammatoire 

(il-10), les groupes de leucocytes Ctrl et LOA ne sont pas différents, ce qui indiquerait 

qu’aucune réponse anti-inflammatoire n’est produite après 4heures pour ce groupe de 

leucocytes LOA.  

En conclusion, cette étude montre que les huiles végétales (de lin et de sésame) utilisées pures 

ou en mélange ou encore en supplémentation avec le DHA ou l’ARA dans les régimes, 

réduisent les processus pro-inflammatoires induits par le LPS. Ces huiles, utilisées seules, 

donnent les mêmes résultats d’atténuation qu’en mélange ou encore en supplémentation. Donc, 

suite à ces résultats, les huiles de lin et de sésame sont vivement suggérées dans les régimes 

alimentaires par rapport aux mélanges d’huile de lin et de sésame ou aux supplémentations de 

ces huiles avec DHA et l’ARA.  

Mots clés : Cyprinus carpio, huiles végétales, DHA, ARA, LPS, immunité 
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I. INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 

1.1. Problématique et justification de l’étude 

Durant ces dernières décennies, le secteur aquacole a connu un essor fulgurant au niveau 

mondial avec l’intensification de la production du poisson afin de combler les besoins des 

populations en protéines de qualité. Cependant, ce développement aquacole mondial fait face à 

de nombreux problèmes. Parmi ces problèmes, autre que l’alimentation, on peut parler des 

maladies microbiennes qui sont devenues de plus en plus une contrainte à la production 

aquacole. En effet, en alimentation des poissons, le facteur le plus limitant est la production de 

farines et huiles de poissons issues de la pêche de capture qui, durant ces dernières années, 

connait une diminution graduelle de 92,7 MT en 2011 à 90,9 MT en 2016 (FAO, 2018). Face à 

cette situation de diminution de production et de demande élevée et croissante en farines et 

huiles de poisson, beaucoup d’études sont orientées vers les formulations d’aliments où l’on 

substitue partiellement ou totalement la farine et l’huile de poisson par des ingrédients végétaux. 

Mais il faut que cette substitution assure non seulement une bonne croissance des poissons, 

mais aussi renforce les capacités de défense du système immunitaire des poissons. Des données 

montrent qu’il existe une relation entre certains acides gras longs polyinsaturés (AGLPIs) et 

l’état immunitaire de l’homme et des animaux. Certains AGLPIs sont impliqués dans plusieurs 

processus immunitaires notamment la prévention de l’inflammation, de l’infection et de 

l’allergie (Gottrand, 2007). Les AGLPIs comme DHA et EPA renforcent les fonctions 

phagocytaires, les activités respiratoires des leucocytes et les activités de lysozyme (LZM), de 

la superoxyde dismutase (SOD) en piégeant les radicaux libres produits par le métabolisme 

chez les poissons de mer (Wu et al., 2003; Xu et al., 2016; Zuo et al., 2012). 

Chez les organismes aquatiques et notamment les poissons, beaucoup de substances 

immunostimulantes sont actuellement au stade d’études et les stratégies basées sur leurs 

utilisations sont rares. Parmi les substances fréquemment testées, on peut citer les combinaisons 

de levures et de vitamines, le lévamisole, les lipopolysaccharides (LPS), les polysaccharides (β-

glucanes), le chitosane et d’autres produits dérivés de plantes et d’animaux (Barman & Mandal, 

2011). Les LPS à faibles doses sont plus efficaces, stimulent les cellules du système 

immunitaire et induisent des réponses spécifiques ; mais par contre, ils sont des puissants 

inducteurs d'inflammation et peuvent être toxiques à fortes doses (Novoa et al., 2009; Nya & 

Austin, 2010). Chez la truite arc-en-ciel, des proportions de 19, 38 et 75 mg de LPS pour 1kg 

de poids vif entrainent des réductions de 5% mortalité induite par Aeromonas hydrophila (Nya 

& Austin, 2010; Siwicki & Cossarini-Dunier, 1990). Des études de (Novoa et al., 2009) ont 

aussi montré des concentrations létales de LPS 150 µg/mL pour l’Escherichia coli et 50-100 

µg/mL pour le Pseudomonas aeruginosa chez les embryons de zebrafish sauvages.  

Pour produire des réponses aux infections, le système immunitaire utilise les barrières 

anatomiques, humorales et cellulaires. Ces réponses peuvent parfois entrainer des processus 

d’inhibition de certains composants physiologiques ou parfois de l’épuisement de certaines 

cellules de l’organisme. Dans des cas extrêmes elles peuvent entrainer la mort des cellules telles 

que les lymphocytes B qui secrètent des anticorps et attaquant à distance les microbes qui se 

sont réfugiés à l’intérieur de cellules (Ameisen, 2003). Mais, remarquablement, certains 

AGLPIs peuvent inhiber ces effets inflammatoires. Il a été démontré que, lorsqu’il y’a une 

attaque bactérienne, les animaux qui ont un bon niveau de réserve de DHA et d’EPA montrent 

une plus grande capacité de résistance. Selon Li et al. (2005); Tamouza & Labie (2006), les 

concentrations d’EPA et de DHA à 10 µmol/L et à 100 µmol/L ont efficacement diminué 

l'efficacité de l'activation du facteur nucléaire kappaB (nf-kb) induite par les 

lipopolysaccharides (LPS) et de l'expression de la protéine monocyte chimio attractant-1 (MCP-

1), intervenant dans régulation de la migration et de l’infiltration de monocytes et macrophages. 
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1.2. Objectifs de l’étude 

La présente étude s’intéresse surtout à l’influence des AGLPIs (DHA et ARA) ou des huiles 

végétales sur la réponse immunitaire in vitro des leucocytes de la carpe commune (Cyprinus 

carpio) au LPS, plus particulièrement aux acteurs impliqués dans le processus des réponses 

pro-inflammatoires et anti-inflammatoires. Mais de manière spécifique, elle vise à : 

➢ Déterminer la dose optimale de lipopolysaccharides (LPS) qui induit une 

immunomodulation chez les leucocytes de la carpe commune sans altérations cellulaires 

ni mortalités cellulaires élevées ; 

➢ Déterminer le temps de réponse immunomodulatrice ; 

➢ Analyser la réponse immunomodulatrice induite par la dose optimale de LPS chez les 

leucocytes des carpes préalablement nourries avec des régimes contenant différents 

types d’acides gras (huiles de poisson, huiles végétale, DHA et ARA). 

1.3. Quelques paramètres d’élevage de l’espèce  

La carpe commune est originaire d’Asie et d’Europe, puis elle a été introduite par la suite dans 

beaucoup d’autres continents. Ses premières tentatives de domestication remontent de l’Empire 

Romain (Flajšhans & Hulata, 2007). La production de carpes argentées et de carpes à grosse 

tête dans les eaux continentales en 2016 a atteint 8,8 millions de tonnes sur une production 

totale d’espèces qui ne sont pas alimentées (espèces non nourries) de 24,4 millions de tonnes, 

environ 11% (FAO, 2018). Cet accroissement de production fait de la carpe, l’espèce la plus 

produite au niveau mondial durant ces dernières années.   

La carpe commune est l’une des espèces dont sa biologie est maitrisée, une espèce d’eau douce 

qui vit dans les cours d’eau moyens et peu profonds. En milieu intensif tout comme en milieu 

extensif, elle s’adapte à des situations de confinement. La carpe est une espèce eurytherme 

supportant des grandes gammes de température et dont celles favorables pour une meilleure 

croissance sont comprises entre 23 et 30°C avec un pH compris entre 6,5 et 8,5. Elle tolère une 

concentration en oxygène entre 0, 3 à 0,5 mg/L (Flajšhans & Hulata, 2007). La carpe comme 

toutes les autres espèces de poissons, a une sensibilité aux agents pathogènes et au stress 

occasionné par le confinement, par des manipulations ou par l’introduction d’espèces sauvages 

dans le milieu d’élevage. L’action combinée entre les agents pathogènes et le stress favorise 

souvent le développement des maladies. Il a été démontré que le stress diminue la résistance du 

poisson aux agents pathogènes bactériens et fongiques (Maule et al., 1989; Pickering & 

Pottinger, 1989; Wiik et al., 1989). En effet, les producteurs, pour combattre ces maladies, 

utilisent des solutions thérapeutiques à base d’antibiotiques non contrôlés et néfastes pour 

l’environnement. Cette situation occasionne parfois le développement du phénomène 

d’antibiorésistance. Pour cela, en termes d’alternative aux antibiotiques, il s’avère nécessaire 

de tester et d’analyser la contribution des acides gras longs poly-insaturés dans le mécanisme 

de défense du système immunitaire de la carpe.  

1.4. Aperçu du système immunitaire chez les poissons 

Comme chez les humains, le système immunitaire des poissons est formé de cellules et de 

composants humoraux (Biller-Takahashi & Urbinati, 2014). Son objectif est de protéger le 

corps contre les éléments étrangers, des menaces de parasites, bactéries et virus. Chez les 

poissons, ce système est conditionné en particulier par l’environnement et aussi par leur 

condition ectotherme (Makrinos & Bowden, 2016; Tort et al., 2003). Il est divisé en système 

immunitaire inné et système immunitaire adaptative (Biller-Takahashi & Urbinati, 2014; Rauta 

et al., 2012; Tort et al., 2003; Uribe et al., 2011). 
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1.4.1. Immunité innée ou naturelle 

Beaucoup d’organismes pluricellulaires, à plus de 98%, sont capables de se défendre grâce à 

un système immunitaire inné (Tort et al., 2003). Ce système est constitué à partir des modules 

constitutifs (cutanéo-muqueuse) et des modules induits permettant l’activation de la réaction 

inflammatoire à l’aide à des cytokines. Lorsque l’agent pathogène ou le corps étranger franchit 

la barrière de l’organisme, une réponse immédiate non spécifique est produite par le système 

immunitaire inné (Rauta et al., 2012).  

Le système immunitaire inné comprend un ensemble d’acteurs et de médiateurs solubles qui 

s’associent pour donner une réponse lors de l’attaque par un agent extérieur. Parmi les acteurs 

se trouvent les polynucléaires (neutrophiles, éosinophiles et les basophiles), les phagocytes 

mononucléés (monocytes, macrophages, cellules dendritiques), les mastocytes et les cellules 

lymphoïdes (André et al., 2008; Yang et al., 2009). Les médiateurs solubles de l'immunité innée 

comprennent le système du complément, les cytokines pro-inflammatoires (tnf, il-1, il-6, il-12, 

il-15 et interférons pour ifn-α, β et γ) (Charles et al., 2010), les cytokines chimio-attractantes 

(il-8), les cytokines régulatrices de l'inflammation (il-10 ou le tgfβ pour transforming growth 

factor beta) (Bacchetta et al., 2005; Tedgui & Mallat, 2004). Des enzymes et peptides 

antimicrobiens et autres médiateurs solubles (lipidiques de l'inflammation) font aussi partie de 

ce système de médiation de l’immunité inné (Carcelain et al., 2018).   

Les cellules qui sont impliquées dans la première ligne de réponse innée sont les phagocytes 

(monocytes, macrophages, granulocytes, cellules dendritiques et mastocytes) ainsi que les 

cellules de Natural Killer (NK) (Anderson et al., 2008). Ces cellules une fois activées identifient 

les pathogènes au moyen de récepteurs appelés Pattern Recognition Receptor (PRR). Ces 

récepteurs cellulaires eux-mêmes sont capables de reconnaître certains motifs moléculaires 

baptisés Pathogen Associated Molecular Pattern (PAMP), partagés par de nombreux micro-

organismes (Janeway, 1989). En fonction des récepteurs activés, les cellules dendritiques 

modulent différemment l'activité des lymphocytes T tandis que les cellules NK produisent des 

immuno-régulateurs (cytokines et chimokines) ainsi que la lyse des cellules cibles infectées ou 

anormales (cellules tumorales) (Bouachour, 2014).  

1.4.2. Immunité adaptative ou acquise 

Contrairement à l’immunité innée, l’immunité adaptative ou acquise produit une réponse 

spécifique de l'antigène. Cette réponse est produite de manière spécifique par le fait que les 

cellules de l'immunité adaptative notamment les lymphocytes T fonctionnels portent un seul 

type de récepteur (TCR pour « T Cell Receptor ») acquis dans l’organe appelé thymus capable 

de reconnaître spécifiquement un déterminant antigénique (Mathieu et al., 2009). La réponse 

adaptative est généralement caractérisée par une mémoire immunologique et apparait 

secondairement mais rapidement après une exposition répétée au même agent pathogène et 

demeure essentielle pour une immunité durable au niveau de son organisme (Secombes & 

Wang, 2012). Elle est produite suite à l'information très vite des acteurs de l’immunité innée 

aux acteurs cellulaires (lymphocytes) de l'immunité adaptative. Cette coordination est assurée 

par les cellules dendritiques (CD) qui sont des cellules fondamentales présentant l’antigène 

pour réguler la réponse immunitaire (Alli et al., 2004).  

Au niveau de cette deuxième phase de réponse de l’organisme participe un ensemble de cellules 

notamment les cellules lymphoïdes et surtout les lymphocytes B qui sont responsables de la 

réponse immunitaire humorale en produisant des anticorps et les lymphocytes T responsables, 

responsables des réponses cellulaires (auxiliaire, cytotoxique ou régulatrice) (Carcelain et al., 

2018). À chaque type de lymphocyte s’associe une immunité spécifique qui peut être soit à 

médiation humorale, soit à médiation cellulaire. L’immunité à médiation humorale est liée aux 
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lymphocytes B et aux cellules qui en dérivent directement, les plasmocytes. Les plasmocytes 

eux-mêmes produisent des immunoglobulines ou anticorps qui, appartenant à une famille de 

protéines globulaires, se divisent en plusieurs classes (IgG, IgM, IgA, IgD et IgE). Quant à 

l’immunité à médiation cellulaire, elle est liée aux cellules lymphocytes T. Ces deux types 

d’immunité spécifique interagissent ensemble dans la production des anticorps contre la plupart 

des antigènes (Galazka, 1993). Ces cellules s’impliquent au fur et à mesure jusqu’à ce que la 

phase non-spécifique est remplacée par la phase d'entretien qui est une phase spécifique menant 

à l'élimination du pathogène envahisseur tout en garantissant le moins de blessures possibles à 

l'hôte (Rebl & Goldammer, 2018).  

Des travaux affirment une recombinaison somatique et aléatoire de l’ADN des gènes codant les 

récepteurs antigéniques des lymphocytes, appelée recombinaison V(D)J (variable, diversité et 

jonction) (Roth, 2014). Selon Bengtén et al. (2000), au niveau de tous les gènes 

d’immunoglobuline chez les mammifères, les oiseaux, les reptiles et les amphibiens se trouve 

la « configuration translocon », dans laquelle il existe des gènes variables (V) de nombreuses 

familles en amont, de nombreuses différences (D) (pour les chaînes lourdes) et de jonctions (J). 

Alors, l’activité des gènes RAG (recombination activating gènes) a été démontrée dans les 

réarrangements des gènes des TCR (T-Cell Receptor) et des immunoglobulines. Les protéines 

RAG (RAG1 et RAG2) peuvent exécuter les transpositions in vitro et joueraient in vivo un rôle 

déterminant dans l’évolution spécifique de l’antigène du système immunitaire adaptatif 

(Bleyzac et al., 2005). 

1.5. Interactions entre les acides gras essentiels (DHA/EPA/ARA) et les fonctions 

immunitaires chez les poissons  

1.5.1. Importance des AGLPIs dans le processus immunitaire chez les poissons 

L'apport nutritionnel en lipides et notamment en acides gras est l’un des facteurs les plus 

importants dans la composition des aliments pour les poissons. Des études montrent l’existence 

d’une certaine interaction entre les fonctions du système immunitaire, notamment la modulation 

de l’inflammation et les AGLPIs (Delarue, 2001; Ghisolfi, 1993). Les AGLPIs participent non 

seulement à la constitution de la double couche phospholipidique des membranes cellulaires 

mais aussi, à leur cohésion physico-chimique et l’adhésion cellulaire (Colette & Monnier, 2011) 

ainsi que la production de leucotriènes (Calder et al., 1992; Kinsella et al., 1990; Rowley et al., 

1995). 

Les acides gras poly-insaturés (AGPI) qui résultent des apports de l’alimentation ou du 

métabolisme des deux acides gras essentiels, acides linoléique et α-linolénique, sont véhiculés 

vers les tissus par le courant sanguin (fig. 1). Ces acides sont plus fréquemment utilisés dans le 

processus de constitution des lipides structuraux cellulaires que dans la voie énergétique 

(Ghisolfi, 1993). Quant aux acides gras, ils résultent des processus d’élongation et de 

désaturation mis en place par l’organisme en faisant intervenir toute une cascade enzymatique 

comme D-4-, D-5-, D-6-desaturase et aussi des élongases (fig. 2) (Youinou et al., 1993). Ce 

sont des molécules peu abondantes sous forme libre dans les matières grasses fraîches. Ils sont 

des acides carboxyliques à chaîne aliphatique, hydrophobe et peuvent être saturés s’ils 

contiennent des doubles liaisons ou non saturés s’ils n’en contiennent pas (Colette & Monnier, 

2011).  

Les AGLPIs participent activement à la synthèse de toute une famille de molécules à caractère 

hormonal (œstrogènes, testostérone et cortisol) et jouent un rôle de messager contribuant à la 

régulation de la multiplication cellulaire, la perméabilité membranaire et interviennent dans 

diverses autres fonctions physiologiques et immunitaires. Ils interviennent aussi dans les 
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régulations métaboliques comme la synthèse enzymatique, la production de prostaglandines et 

le fonctionnement des récepteurs hormonaux (Hanna & Hafez, 2018).  

Figure 1 : Origine et devenir des acides gras poly-insaturés (AGPI) 

 

Source : Lipides, acides gras polyinsaturés et fonctions immunitaires (Ghisolfi, 1993). 

Figure 2 : Origine des acides gras longs poly-insaturés par le processus de désaturation et 

d’élongation 

.  

Source : Lipides et immunité (Youinou et al., 1993). 
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Par ce processus d’élongation et de désaturation produisent les AGLPIs qui sont importants 

pour la défense de l’organisme contre les attaques pathogéniques. Ces AGLPIs favorisent la 

fluidité membranaire (Calder et al., 1992; Spector & Burns, 1987; Yang et al., 2011) et dans 

une certaine mesure influencent aussi l’accessibilité des hormones protéiques (Spector & 

Yorek, 1985). Ils sont capables d’inhiber un certain nombre d’aspects de l’inflammation, 

particulièrement l’ARA, l’EPA et le DHA en donnant lieu à des résolvines et des protectines 

anti-inflammatoires (Calder, 2012). Ces modifications apportées par les AGLPIs à la membrane 

peuvent entraîner un certain nombre de fonctions cellulaires comme le transport induit, la 

phagocytose, l’endocytose, l’exocytose, la cytotoxicité chimio thérapeutique, la production de 

prostaglandines et la croissance cellulaire (Hatala et al., 1994; Spector & Yorek, 1985). 

D’autres effets peuvent être aussi engendrés suite à la modification des propriétés de la 

membrane cellulaire et les interactions intermembranaires. Selon Gorjão et al. (2009); Weldon 

et al. (2007), les enzymes immunitaires ou protéines telles que le lysozyme et d'autres 

compléments seraient influencées par le niveau de DHA et EPA contenu dans l’aliment. Par 

conséquent, l’utilisation des AGLPIs, tels que l'ARA, l'EPA et le DHA, est bénéfique et impact 

positivement la santé des poissons et aussi l’homme (Olivia-Teles, 2012). Ces acides, avec une 

supplémentation suffisante dans les régimes alimentaires, peuvent participer à la mise en place 

d’un bon statut immunitaire et une bonne résistance aux maladies des poissons. Des rapports 

de DHA / EPA supérieur à 3,1 ou une inclusion de DHA alimentaire dans des régimes inertes 

allant jusqu'à 3,17% peut augmenter la survie finale et la résistance au stress des larves de 

Seriola rivoliana (Mesa-Rodriguez et al., 2018). Ainsi, une alimentation contenant des niveaux 

faibles d’AGLPIs peut avoir des répercussions sur la santé et même sur la morphologie. Selon 

Ribeiro et al. (2015), une carence en AGLPIs dans les régimes à base d'huiles d'origine végétale 

pourrait entraîner la déformation du tube digestif. Cette carence peut aussi provoquer des 

problèmes morphologiques intestinales (Torrecillas et al., 2017) et de réduction ou d’inhibition 

de certains paramètres immunitaires (Conde-Sieira et al., 2018).  

1.5.2. Particularités chez la carpe 

Comme pour toute autre espèce de poissons, chez la carpe, la synthèse des acides gras se fait 

essentiellement dans le foie à l’aide du complexe synthétase. La carpe dispose de deux types de 

synthèse, celui des acides gras internes (synthèse de novo) et aussi la synthèse à partir des acides 

externes apportés à travers de l’alimentation. Les principaux AG néosynthétisés par les poissons 

sont le palmitate (16 :0), le stéarate (18 :0) et le myristate (14 :0) (Guillaume et al., 1999) et 

peuvent être variables selon l’espèce, l’habitat et les régimes alimentaires (Tocher et al.2001). 

Ainsi, chez la truite, le palmitate domine à 57% suivi du myristate à 29% tandis que chez la 

carpe, ces deux AG sont synthétisés en proportion quasi-similaires (41 et 37% respectivement). 

Chez certaines espèces marines, ce sont le 16 :0 et le 18 :0 qui sont majoritaires (Guillaume et 

al., 1999). En grande partie, la composition en acide gras reflète celle apportée dans les 

ingrédients et des huiles utilisés. Des aliments ont été testés en incorporant diverses huiles 

comme source de DHA et d’EPA chez la carpe pour évaluer la capacité de défense du système 

immunitaire. Zemheri-Navruz et al. (2019) ont trouvé, pour l’utilisation d’un régime contenant 

1 g/kg d'OLE (extrait alimentaire de feuille d'olive) sur une période de 60 jours, une 

amélioration de la défense immunitaire contre Edwardsiella tarda chez les juvéniles de la carpe 

commune. Selon ces auteurs, l’utilisation de l’OLE peut réguler positivement l’expression des 

gènes tels que : il-1β, il-8 et tnf-α au niveau la rate, la tête, le rein et le foie. Également, contre 

l’Aeromonas hydrophila, l’augmentation des niveaux de LA pour (linoleic acid) dans 

l’alimentation entraine une augmentation jusqu’à 1,7% du taux de survie chez les juvéniles de 

cape (Jiang et al., 2010). 
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1.6. Lipopolysaccharides 

1.6.1. Structure et voies d’administration 

Les lipopolysaccharides (LPS), également appelés lipoglycanes ou endotoxines, sont de 

grosses molécules constituées d’un lipide et d’un polysaccharide de la membrane externe des 

bactéries Gram négatives (fig. 3). Ils ont pour structure chimique trois entités synthétisées 

séparément : le lipide A, le noyau et l’antigène O qui seront regroupées par la suite. Entre la 

partie proximale, médiane et distale des LPS, se trouvent respectivement, le lipide A enchâssé 

dans la membrane externe, le noyau et l’antigène O libre dans le milieu extérieur (Erridge et 

al., 2002; Rodriguez-Loureiro et al., 2018; Szalo et al., 2006; Zhang et al., 2019). Le lipide A 

est constitué de quatre (4) chaines hydrocarbonées et deux chaines phosphorylées, pourtant, le 

polysaccharide est composé de huit à douze unités de sucre formant de phosphate et de groupes 

carboxyles. Deux catégories de LPS sont à distinguer suivant qu’ils possèdent ou non un 

antigène O. Les LPS lisses sont ceux possédant des antigènes O spécifiques à la souche et le 

LPS rugueux sont ceux ne possédant pas d’antigènes O (Rodriguez-Loureiro et al., 2018).  

Bien qu’encore en phase expérimentale, les LPS sont utilisés pour stimuler le système 

immunitaire. Ils peuvent être administrés chez les vertébrés y compris les poissons de 

différentes manières. Chez les mammifères, l’administration intraveineuse des 

lipopolysaccharides (LPS) induit une toxicité sévère. La dose maximale tolérée de perfusion 

intraveineuse pour l’administration de LPS chez l’homme ne serait que de 1 à 4 ng/kg de poids 

corporel. Cependant, l'administration orale d'une forte dose de LPS n'a causée aucune toxicité 

ni inflammation systémique chez d’autres mammifères, oiseaux ou poissons (Inagawa et al., 

2011), c’est une des voies d’administration sûres (Inagawa et al., 2014). D’autres voies 

d’administration sont aussi utilisées chez les poissons, notamment intrapéritonéale et 

immersion. 

Figure 3 : Structure et voie de transport du Lipopolysaccharide (LPS) chez E. coli 

Source : Transport de lipopolysaccharides et assemblage à l'extérieur de la membrane (Okuda 

et al., 2017). 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cule
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lipide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Polysaccharide
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1.6.2. Utilisation des lipopolysaccharides comme immunostimulant chez les 

poissons 

Malgré les différents effets qui ont été démontrés, l’utilisation des traitements avec 

immunostimulants chez les poissons n'en est encore qu'au stade expérimental. Dans la plupart 

des cas, il faudra beaucoup d'essais complémentaires avec des précisions de doses et périodes 

de traitement les plus efficaces avant de parvenir à une application généralisée en fermes 

aquacoles (Nicolas et al., 2007). En expérimentation, les essais des immunostimulants et 

particulièrement les LPS ont été réalisés chez plusieurs espèces. Chez la truite arc-en-ciel, 

(Nikokelainen et al., 2004) ont travaillé sur une souche de Lactobacillus rhamnosus qui semble 

avoir des effets efficaces pour prévenir la furonculose. Les LPS ont été testés aussi sur le 

poisson zèbre afin d’induire une inflammation létale des neutrophiles pour contrôler l’action 

inhibitrice de la phillyrine de Forsythia suspensa (Yang et al., 2017).  

Des injections intrapéritonéales de LPS à 3 mg kg-1 de poids du poisson ont été faites sur des 

perches jaunes (Perca flavescens) pour tester la présence de changements neurochimiques 

potentiellement associés à des changements dans le cortisol plasmatique de l’espèce (Haukenes 

et al., 2011). Ces injections, selon les auteurs, ont entrainé une augmentation des quantités 

d'oxyde nitrique perfusées dans les neurones et des concentrations élevées de DOPAC-

dopamine (3 ,4-Dihydroxyphenylacetiacid). Des essaies de vaccination intrapéritonéales et par 

immersion dans un bain avec un antigène de LPS de Yersinia ruckeri ont été menés aussi sur la 

truite arc-en-ciel afin d’évaluer les taux de mortalité et la valeur relative du pourcentage de 

survie (RPS). Ces essaies ont montré des effets positifs du LPS de Yersinia ruckeri comme étant 

un composé immunogène protecteur pour la truite arc-en-ciel (Ispir & Dorucu, 2014).  Des 

micro-injections de LPS de 0,5 mg/mL et de 100 ng/mL ont été effectuées chez les larves de 

poisson zèbre et ont provoqué une augmentation de la production des cytokines tnf-α, il-1 b et 

il-6 (Jakhar et al., 2018). Également, l’injection du LPS à une dose de 100 μL a entrainé, au 

niveau de l’intestin des juvéniles de Hucho taimen, des diminutions de l’activité des enzymes 

antioxydantes et par contre a augmenté les niveaux d’expression des cytokines inflammatoires 

(Ren et al., 2019). Chez la daurade royale (Sparus aurata), des stimulations du système 

immunitaire ont été réalisées avec 1 mg de LPS d’Aeromonas salmonica et de Vibrio 

anguillarum par kg de poisson, pour lesquelles des augmentations significatives de 

prostaglandines, de lactate, de tnf-α, d’il-1b et d’il-6 ont été constatées après de 6 h pour enfin 

diminuées progressivement jusqu'à 24 h (Boltaña et al., 2014). L'influence du bêta-1,3 / 1,6-

glucane sur l'immunité innée et la protection contre Aeromonas hydrophila a été aussi testée 

chez la tanche (Tinca tinca(L)) nourri à des doses de 1 et 2 g kg-1 de pellets pendant 1 mois et 

réduit la mortalité de 5-35% (Siwicki et al., 2010).   

Chez la carpe, des doses de 20, 10 et 5 mg / kg / jour de LPS ont été administrés par voie orale 

et ont provoqué respectivement une augmentation des ARNm de l'interleukine il-1β et du tnf-

α, mais par contre, ont réduit l'expression des ARNm de l'il-6 principalement dans le rein après 

30 et 60 jours (Kadowaki et al., 2013). D’autres études se portant sur les actions des processus 

inflammatoires sur la muqueuse et les profils d’expression des gènes il-17 ont été réalisées sur 

des carpes infectées par A. hydrophila où la plupart des gènes de l'il-17 ont été régulés 

positivement 4 heures après l'infection avec 0,1 ml d’A. hydrophila dans les branchies, puis ont 

progressivement diminués (Dong et al., 2018). 

1.7. Interaction entre les acides gras essentiels et la réponse immunitaire aux LPS 

Ces derniers temps, la nature des régimes alimentaires émerge comme un nouveau moyen de 

prévention face aux maladies, aux pathogènes et autres expositions de l’organisme. Plusieurs 

études ont été menées dans cette ligne pour déterminer les participations éventuelles des acides 
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gras essentiels et particulièrement ceux polyinsaturés à longues chaines dans les réponses 

immunitaires des poissons. Vraisemblablement, beaucoup de ces études montrent la possibilité 

de modification des propriétés physicochimiques des membranes cellulaires par ces acides gras 

polyinsaturés à longue chaine de série n-3 (AGPI-LC, n-3). Ils sont présents naturellement dans 

les aliments d’origine marine comme les poissons gras, et pourraient aussi renforcer la capacité 

de défense de l’organisme contre les effets des toxiques chimiques. Des travaux sur l’action 

protectrice des acides gras n-3 sur l'apoptose induite par le benzo [a] pyrène, ont été réalisés par 

(Dendelé et al., 2014), où ils ont trouvé des effets marqués du DHA et de l’EPA vis-à-vis des 

conséquences biologiques de l’exposition aux hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) 

en modifiant la teneur en acides gras des différentes fractions sous-membranaires. Selon (Tian 

et al., 2014), l’inclusion appropriée d’ARA (0,30%) dans l’alimentation a efficacement 

amélioré l’état de santé en diminuant le taux de transaminases, des concentrations de cytokines 

pro-inflammatoires dans le sérum des juvéniles de carpe roseau (Ctenopharyngodon idella). 

Le processus de participation des AGLPI dans la réponse immunitaire aux LPS s’enclenche dès 

qu’ils sont libérés des membranes. Ces acides gras longs polyinsaturés de séries n-3 et n-6 

entrent dans des voies de métabolisation grâce à l’action d’enzymes spécifiques, les 

cyclooxygénases et les lipoxygénases, et donnent naissance à des dérivés lipidiques appelés 

eicosanoïdes (prostanoïdes et leucotriènes). Ces eicosanoïdes sont considérés comme des 

hormones et jouent un rôle important dans de nombreuses fonctions physiologiques : régulation 

de la pression artérielle, vasoconstriction/vasodilatation, coagulation, inflammation mais aussi 

neuroprotection (Lavialle & Layé, 2010). Cependant, les médiateurs lipidiques qui sont 

considérés comme les principaux acteurs dans la réponse inflammatoire sont les résolvines et 

les protectines biosynthétisées à partir de l’EPA et du DHA (Serhan et al., 2008). 

Chez les jeunes tilapias du Nil, des niveaux importants d’AGLPI du type n-3 et d’AG du type 

n-9 ont un effet immunomodulateur et améliorent le statut immunitaire et la résistance au 

Streptococcus agalactiae (Ferreira et al., 2015). Tandis que, suite à des teneurs en acide 

linoléique relativement élevées, l'activité des lysozymes, la teneur en immunoglobuline et la 

production d’anticorps chez le poisson-chat darkbarbel (Pelteobagrus vachelli) peuvent 

augmenter face à l’Aeromas hydrophilla (Li et al., 2015). Des rapports alimentaires modérés 

DHA / EPA de 1,53 à 2,08 ont amélioré chez le bar japonais (Dicentrarchus labrax) non 

seulement la performance de croissance mais également certaines réponses immunitaires innées 

et la tolérance au stress (Xu et al., 2016). Ces impacts des AGLPIs sur le système immunitaire 

peuvent être constatés dans différentes activités notamment celle des macrophages qui peut être 

augmentée chez la truite (Ashton et al., 1994), du lysozyme, de la catalase et  de la superoxyde 

dismutase dans le sérum chez les Juvéniles de pompano doré (Trachinotus ovatus) (M. Zhang 

et al., 2019), pendant que chez la daurade l’activité de la voie du complément peut diminuer 

suite à une déficience en AGLPI (Montero et al., 2005).  

Les effets comparatifs des différents rapports d'acide α-linolénique (α-ALA) et d’acide 

linoléique (LA) chez la carpe ont été étudiés et montrent des capacités immunomodulatrices. 

Zeng et al. (2017) ont constaté une augmentation des activités du lysozyme, du complément et 

des taux d'ARNm des peptides antimicrobiens pour un rapport d’ALA/LA de 1,03 chez les 

juvéniles de la carpe roseau (Ctenopharyngodon idella). Pendant que, Tian et al. (2019) chez 

cette même espèce, après avoir expérimenté des régimes alimentaires additionnés de l’acide 

arachidonique (ARA) à différents pourcentages, ont constaté qu’un régime additionné de 0,30% 

peut réduire l’inflammation chez la carpe. Selon Nguyen et al. (2019), l’utilisation de l’huile 

végétale dans les régimes peut être bénéfique chez les poissons et particulièrement chez la carpe 

commune en favorisant un statut immunitaire et une résistance aux maladies similaires aux 

régimes fabriqués à base d'huile de poisson. Mais toutefois, les informations concernant la 

substitution totale de l’huile de poisson par les huiles végétales ou AGLPIs et sur les 
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interactions de ces AGLPIs avec le système immunitaire restent jusqu’à présent limitées chez 

la carpe commune.  

II. MATERIEL ET METHODES 

2.1. Protocole expérimental 

L’expérimentation a été menée en deux phases sur des juvéniles (100,4 ± 4,5 g) de la carpe 

commune provenant d’une pisciculture belge (Rue de l’Ile 78, 5580 Lessive, Rochefort, 

Belgique). Ils ont été acclimatés dans le labo pendant deux semaines au cours desquelles elles 

ont été nourries avec un mélange de tous les régimes expérimentaux.   

La première phase concernait la détermination d’une dose optimale immunostimulante de LPS 

chez les leucocytes de la carpe et a été réalisée à partir d’un test de viabilité cellulaire. En ce 

qui concerne cette phase, 6 carpes en bonne santé ont été utilisées, anesthésiées puis disséquées 

pour prélever leurs leucocytes de rein. Après la récolte et la culture de ces leucocytes provenant 

du rein de chaque poisson, ils ont été incubés à 25° dans des plaques de 6 puits pendant 4 et 

dans les plaques de 96 puits pendant 24 heures. L’essaie de viabilité a été réalisée à l’aide du 

kit MTS (CellTiter 96® Aqueous One Solution Reagent, Sigma, USA) après incubation de 24h 

du réactif avec les cellules suivant la méthode du fabriquant. L’absorbance a été enregistrée à 

490 nm à l’aide d’un lecteur de plaque 96 puits. Le taux de viabilité cellulaire a été déterminé 

en divisant en valeur absolue la mesure des échantillons par la mesure du contrôle multipliée 

par 100.  

Concernant la deuxième phase de l’expérience, 270 juvéniles de carpe ont été répartis dans 18 

bassins et nourris pendant 6 semaines avec 6 régimes alimentaires fabriqués au laboratoire. Ces 

six régimes expérimentaux ont été fabriqués à partir de trois sources lipidiques : huile de foie 

de morue (CLO) constituait le régime témoin, huile de lin (LO), huile de sésame (SO), un 

mélange d’huile de lin et d’huile de sésame (SLO ; v / v, 1/1), huile de lin supplémentée par 

1% d’ARA et huile de sésame supplémentée par 2.3% de DHA. La concentration d’ARA pur 

dans le produit de (Xi'an Lyphar Biotech Co., Ltd) utilisé était de 10%, ce qui valait une quantité 

de 1g d’ARA pour 10g de produit par kilo d’aliment. Pour le DHA, 30 gélules de 0.2 g ont été 

utilisés soit une quantité totale de 6g de DHA par kilo d’aliment. Ces huiles végétales ont été 

sélectionnées en fonction de leurs teneurs respectives en LC-PUFA (tableau annexe 1). Dans 

chaque régime, des concentrés de protéines de poisson solubles (SFPC), du gluten, de la caséine 

et de la gélatine ont été utilisés comme sources de protéines. Les régimes expérimentaux étaient 

iso-azotés (protéines brutes = 30,6%) et isolipidiques (10%). La formulation et la composition 

approximative des régimes expérimentaux sont présentées dans le tableau en annexe. Les 

ingrédients ont été bien mélangés et humidifiés avec de l'eau fraîche (25%) pour une granulation 

atteignant une taille de 3 mm. Les pellets ont ensuite été séchés à l'air et stockés à 4 ° C. 

Les carpes ont été nourries jusqu'à satiété apparente deux fois par jour (10h et 16h) pendant 4 

semaines avec ces 6 régimes alimentaires. Au cours de l’essai d’alimentation, les conditions 

d’élevage ont été maintenues à une température de 19 à 22°C, un taux d’oxygène dissous moyen 

de 7,8 mg/L, un pH de 7.5 et une photopériode naturelle (lumière : sombre 12 : 12). Les nitrites 

et NH3 / NH4 ont été mesurés une fois par semaine avec une moyenne de 0,004 et 0,063 mg / 

L, respectivement. Le système de bassins a été siphonné quotidiennement pour évacuer les 

excréments des poissons. 

Pour déterminer la réponse immunomodulatrice, 36 individus dont 6 par régime à raison de 

deux par bassin ont été prélevés parmi les ces 270 juvéniles de carpes. Les leucocytes issus des 

reins de chacune de ces carpes ont été incubés à 25° dans des plaques de 12 puits pendant 4 et 

24 heures dans une atmosphère humidifiée à 5% de CO2. À la récolte après chaque moment, les 
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cellules et les surnageants cellulaires ont été gardés dans des eppendorfs de à -80°. Les cellules 

ont été utilisées par la suite pour extraire les ARNs pour enfin réaliser le qPCR comme décrit 

ci-dessous alors que les surnageants ont été utilisés pour analyser les paramètres immunitaires 

tels que peroxydase, Ig totales et NO.  

2.2. Méthodes 

2.2.1. Phase expérimentale in vitro 

D’abord, avant de réaliser les prélèvements, les solutions nécessaires (tampon + antibiotiques, 

tampon + nutriments) ont été préparées. Les reins prélevés ont été mis dans des flacons de 15 

mL avec de la solution de milieu de culture (RPMI + antibiotiques) sur de la glace. Les reins 

sont lavés 2 fois avec du milieu de culture dans le couvercle de la boite de pétri et broyés à 

l’aide des pistons autoclavés et des tamis ‘‘corning centistar’’.  

2.2.2. Préparation et culture des leucocytes  

Plusieurs étapes ont été suivies pour l’obtention et la conservation des leucocytes blancs après 

avoir broyé les reins. Il s’agit entre autres : 

- Du transfert du liquide obtenu dans d’autres flacons de 15 mL à l’aide d’une pipette ; 

- De la centrifugation du liquide à 1000 G et 25°C pendant 7 mn tout en jetant après le 

surnageant pour pouvoir homogénéiser ;   

- D’ajouter 3 mL de solution Red Blood Cell Buffer (RBC) pour détruire les cellules 

rouges pendant 5mn ; 

- D’ajouter 3 mL de RMPI + antibiotique (Penicillin-Streptomycin, sigma) dans les 

flacons pour neutraliser la réaction puis centrifuger et enlever le surnageant ; 

- De rincer deux fois ces cellules isolées avec 3mL de milieu de culture (RPMI + 

antibiotique), centrifuger après chaque rinçage et enlever le surnageant à chaque fois ; 

- D’ajouter 2 mL de solution de milieu de culture ; 

- De compter les cellules afin de faire la dilution pour enfin incuber les cellules avec du 

milieu de culture, des antibiotiques et des nutriments ; 

- De garder les cellules enfin à -80°C pour en faire l’extraction d’ARN puis ADNc et le 

qPCR.  

2.2.3. Détermination de la densité cellulaire 

Après avoir dilué 1/100 de la solution cellulaire obtenue avec du RPMI+anti, le bleu Trypan à 

0.4% a été ajouté selon un ratio 50 µL pour 1 mL de solution de culture dans un eppendorf. 

Ceci a permis de compter les cellules à partir de la chambre de Neubauer (fig. 4), des lames, 

des lamelles et d’un microscope. Le calcul du nombre de cellules par µL de solution a été fait 

avec la formule suivante :  

K ou B = 
nombre de cellules comptées∗concentration solution prélevée∗106

nombre de dilution
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Figure 4 : Structure du plan de lecture de la lame de Neubauer 

 

2.2.4. Challenge LPS 

Le lipopolysaccharide d’une souche d’Escherichia coli a été utilisé pour mettre en contact avec 

les leucocytes. Trois doses des LPS respectivement 1, 10 et 100 µg mL-1, à deux périodes 

différentes 4 et 24 heures, ont été testées afin de mettre au point la dose optimale. Des études 

chez d’autres espèces sont déjà réalisées en testant des doses presque similaires. Ainsi, les 

concentrations létales respectives de 150µg/mL pour l’Escherichia coli et de 50-100 µg/mL 

pour le Pseudomonas aeruginosa ont été testées chez le poisson zèbre (Danio rerio) par Novoa 

et al. (2009) et Nya et Austin (2010). D’autres travaux ont été aussi réalisés notamment chez la 

truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) par Goetz et al. (2004) et le poisson-chat rayé 

(Pangasianodon hypophthalmus) par Bich Hang et al. (2016) où ils ont testé respectivement 

des doses de LPS de 10 µg/mL et de 0.01% et 0.05%. Dans le cadre de cette étude, les doses 

ont été testées sur des cellules en culture incubées à 25°C à 6 et 24h. La dose présentant le 

rapport de viabilité cellulaire le plus élevée a été choisie et appliquée par la suite sur les cellules 

des carpes nourries avec les différents régimes fabriqués.  

2.3. Analyses de l’activité immunitaire 

2.3.1. Le dosage de l’activité de la peroxydase 

Afin de mettre en évidence la réponse immunomodulatrice, il s’avérait nécessaire de doser 

l’activité de certaines enzymes et particulièrement la peroxydase. La peroxydase est une 

enzyme catalysant l'oxydation de plusieurs substrats en présence du peroxyde d'hydrogène 

(H2O2). Elle est impliquée dans plusieurs processus physiologiques dont la croissance et la 

résistance l’organisme aux contraintes biotiques et abiotiques (Baaziz et al., 2006). Son activité 

a été dosée à partir d’un protocole de Salinas et al. (2008) adaptée à la carpe où des plaques de 

96 puits ont été utilisées et dans lesquelles 20µL d’eau constituant le blanc, 20µL d’échantillon 

et 55µL d’HBSS ont été ajoutés dans les puits correspondants selon le programme choisi dans 

le spectromètre. Suivi de cette étape, l’ajout de 25μL de solution réactionnelle et déclencher le 

chronomètre au 1er puit. Incuber les mélanges en 2 minutes exactement en secouant la plaque 

et ajouter 25μL de l’acide sulfurique (H2SO4) puis lire directement au spectromètre à 450 nm. 

À la sortie des résultats, les moyennes des triplicats ont été effectuées et suivi de la soustraction 

du blanc aux échantillons, de la multiplication par 1000 volume échantillon⁄  pour obtenir 

l’activité par mL.  

2.3.2. Le dosage de la production de l’oxyde nitrique (NO) 
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L’oxyde nitrique (NO) est un bio-médiateur synthétisé par les NO synthases (NOS) à partir de 

la réaction catalytique incluant la guanidine et l'arginine. Il joue un rôle important dans la 

défense immunitaire et confère aux macrophages une activité cytostatique ou cytotoxique 

contre les microbes, les lymphocytes et les cellules tumorales (Sennequier et Vadon-Le Goff, 

1998). La concentration de l’oxyde nitrite a été mesurée avec 100 µl de surnageant cellulaire 

dans les plaques à 96 puits incubées avec un volume égal au réactif de Griess (sulfanilamide à 

1%, dichlorhydrate de naphtyléthylène diamine à 0,1% et acide phosphorique à 2,5%) à 

température ambiante. Cette incubation a été réalisée pendant 10 minutes dans une microplaque, 

ce qui est largement utilisé comme standard dans différents modèles (Corbett et al., 2015; Jung 

et al., 2013). L'absorbance à 540 nm a été déterminée en utilisant un lecteur de microplaques 

Dynatech (Dynatech Laboratories, Alexandria, VA). Le nitrite de sodium (NaNO2) préparé 

parallèlement aux échantillons a été utilisé comme courbe standard (Corbett et al., 2018; 

García-Barragán et al., 2018). 

2.3.3. Le dosage de la concentration d’immunoglobulines totales (Ig totales) 

La concentration d’immunoglobulines totales a été déterminée en faisant la différence de teneur 

en protéines avant et après une incubation avec du PEG (polyéthylène glycol) à 12%. En effet, 

la teneur totale en protéines dans le milieu de culture a été déterminée par la méthode micro 

Lowry modifiée de Peterson et de la solution de Bradford (Sigma Diagnostics P 5656, Sigma, 

St Louis, MO, USA). Une courbe d'étalonnage a été déterminée en utilisant le sérum albumine 

bovine comme standard (10 mg mL-1). Dans des plaques de 96 puits, 50 µL d’échantillon dilué 

5 fois et 50 µl de solution PEG ont été ajoutés pour ensuite incuber au vortex à 250 rpm à la 

température ambiante pendant 2 heures sous agitation constante. Après incubation, les solutions 

ont été centrifugées à 7 000 g pendant 10 min. La teneur en protéines dans le surnageant a été 

déterminée en faisant la lecture au spectromètre. La teneur totale en immunoglobulines a été 

déterminée en soustrayant la teneur en protéines du surnageant de la teneur totale en protéines 

du plasma polyéthylène glycol comme décrit par Anderson & Siwicki, (1995).  

2.3.4. Analyse du mode d’expression des gènes 

L’ARN total du rein a été extrait à l’aide de 1 ml de réactif Trizol (Extract-all ®, Eurobio, 

Courtaboeuf, France) et dont la qualité a été vérifiée à l'aide d'un spectrophotomètre Nanodrop 

2000 (Thermo-Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) et d'une électrophorèse sur un gel à 

1,5% d'agarose.  Pour éviter la contamination par l’ADN, les échantillons d’ARN ont été traités 

à l'aide d'un kit RTS DNAse ™ (MO BIO Laboratories, Carlsbad, Californie, USA). Suivi de 

cette étape, l’utilisation d’un kit de synthèse d'ADNc iScript (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

CA, USA) pour faire la transcription inverse en ADNc de 1 µg d'ARN. L'ADN complémentaire 

(ADNc) a été dilué avec de l’eau ultrapure (eau distillée Invitrogen ™ UltraPure ™ sans DNase, 

RNo, scientifique de Thermo Fisher) et utilisé pour une qPCR en temps réel afin de déterminer 

les niveaux d'expression des gènes.   

Le logiciel Primer3 a été utilisé pour concevoir et vérifier les amorces spécifiques servant à 

déterminer l’expression de tlr-4 (toll like receptor 4), pge2 (gènes de la prostaglandine E2 

synthase), lox5 (Arachidonate 5-lypoxygénase), il8 (interleukine 8), cxc (Chemokine), il-1 

(Interleukine 1), tnf-α (Tumour necrosis factor alpha), il-6 (interleukine 6), nf-kb (Nuclear 

factor-kappa B), inos (Inducible nitric oxide synthase), il-10 (Interleukine 10). La qualité de ces 

amorces a été aussi revérifiée sur le logiciel Amplifix par rapport aux séquences de la carpe 

commune publiées sur Genbank (tableau 1). Toutefois, avant l’analyse, l'efficacité de chaque 

gène a été confirmée.  

Les gènes de référence utilisés lors de l’expériences sont les gène 40s (protéine ribosomale 40S) 

et 18s (ARN ribosomal 18S) (Nguyen et al., 2019). L'amplification de l'ADNc a été réalisée en 
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triplicat en utilisant un kit iQ ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

CA, USA). Les cycles thermiques et la détection de fluorescence ont été réalisés à l'aide d'un 

système de PCR en temps réel StepOnePlus (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 

suivant ces conditions : 10 min de dénaturation initiale à 95 ° C, 40 cycles à 95 ° C pour 30 s et 

60 ° C pendant 30 s. Pour l'analyse, une courbe standard a été produite à partir d'un pool d'ADNc 

de tous les échantillons et incluse pour calculer l'efficacité de la PCR et normaliser les niveaux 

de transcription. Les niveaux relatifs d'ARN ont été quantifiés pour chaque gène par 

densitométrie qui a été réalisée en mesurant les valeurs de luminescence photostimulée à l'aide 

du logiciel StepOne Software v2.1. Les ratios produits du gène candidat / gène de référence ont 

été calculés par la suite pour chaque gène et utilisés pour évaluer les différences de niveaux 

d'expression entre les groupes expérimentaux comme décrit Nguyen et al. (2019).  

Tableau 1 : : Séquences d'amorces pour l'amplification de gènes impliqués dans la 

compétence immunitaire, la réponse pro-inflammatoire, la biosynthèse des acides gras et 

les processus de métabolisme des éicosanoïdes chez la carpe commune 

Genes  Function Genbank No. Primer sequence 

PCR 

efficiency 

(%) 

Immune gene     

il8 Interleukin 8 EU011243 Fw: GTCGCTGCATTGAAACTGAGAG 

Rv: TTAACCCAGGGTGCAGTAGG 

101.1 

cxc Chemokine AJ550164 Fw: TTGAAACAGAGAGCCAACGCATT 

Rv: GCTGGTGTTTTGTTGGCAATGA 

104 

nkef Natural killer 

enhancing 

factor 

AB048789 
Fw: TGTGATGCCAGATGGACAGT 

Rv: CCTTGTTTCCGAGGTGTGTT 

94.2 

lys Lysozyme 

activity, C type 

AB027305 Fw: GTGTCTGATGTGGCTGTGCT 

Rv: GAACGCACTCTGTGGGTCTT 

103 

b/c2 Classical and 

alternative 

complement 

pathways 

AB047361 Fw: CAGGCGAATGGGAAATGGAG 

Rv: GCGTAACATTGTGGCTCTGTTC 

106.1 

Fatty acid 

biosynthesis 

    

elovl5 Elongase very 

long delta 5 

KF924199 Fw: CACCAGATCACCTTCCTGCAT 

Rv: AGCTGCCCTTGAGTGATGTA 

105.4 

fads FA desaturase 

delta 6 

AF309557 Fw: CCTCGGACACTATGCTGGAGA 

Rv: CCCGATTAACAGCGGCTTCA 

90.5 

Eicosanoid 

metabolism 

process 

  

 

 

pla Secreted 

phospholipase 

KF793834 Fw: CTGCATGACAAGTGATGAGCAA 

Rv: CTGGTGCTCAAATCCATCAGGT 

98.9 

pge2 Prostaglandin 

E2 synthase 

XM_019098948 Fw: AAGGAATTCATGGGAGGCGATCA 

Rv: CACACGTCGGTACCAGTTCTTCA 

96.7 

lox5 Lipooxygenase 

5 

XM_019066935 Fw: CCCTCCAGCCCAAATTTGAC 

Rv: ATCCACGCCTGAAGTTCTGA 

99.5 

Housekeeping 

gene 

  
 

 

18S 18S ribosomal 

RNA  

FJ710826 (Zhang 

et al., 2016) 

Fw: GAGTATGGTTGCAAAGCTGAAAC 

Rv: AATCTGTCAATCCTTTCCGTGTCC 

99.8 

40S 40S ribosomal 

protein 

AB012087 

(Zhang et al., 

2016) 

Fw: CCCAAGGCCAACAGGGAAA 

Rv: AGGGCGTAACCCTCGTAGAT 

97.8 
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2.4. Traitement des données et Analyses Statistiques 

Les données ont été traitées grâce au Microsoft Excel 2016 et analysées à l’aide du logiciel 

statistique R version 3.5.1. La normalité et l'homogénéité des valeurs moyennes de toutes les 

variables ont été vérifiées par des tests de Shapiro et de Bartlett. Les moyennes ont été par la 

suite soumises à une analyse de variance à deux et à 3 facteurs (ANOVA2 et 3) ou un test de 

Kruskal-Wallis suivant le cas. L’ANOVA2 a été effectuée pour comparer les variances entre 

LPS et type de cellule de régime comme facteurs et à 3 facteurs pour comparer les variances 

entre LPS, type de cellule de régime et le temps (4 et 24 heures). Les différences entre les 

moyennes ont été considérées comme significatives à une valeur de p < 0,05.  
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III. RÉSULTATS 

3.1. Détermination de la dose optimale de lipopolysaccharides (LPS) 

La dose optimale de lipopolysaccharides (LPS) d’Escherichia coli qui induit une 

immunomodulation sans altérations ni mortalité cellulaire élevée a été déterminée à partir d’un 

challenge test sur les leucocytes des reins de la carpe commune. Les taux de viabilité cellulaire 

présentés pour la plus longue période d’incubation (24 h) ne montrent pas de différence 

significative pour les différentes concentrations testées de LPS (1µg/mL, 10 µg/mL et 100 

µg/mL), néanmoins une tendance à la diminution est observée chez les leucocytes soumis à la 

dose de 100 μg/mL (fig. 5).   

Par contre, en ce qui concerne la réponse en termes d’expression des gènes, une augmentation 

significative (p < 0,05) du niveau d’expression des gènes pro-inflammatoires il-1 et il-6 est 

observée entre les groupes de leucocytes du groupe contrôle et ceux soumis à des concentrations 

de 10 µg/mL et de 100 µg/mL de LPS, avec des valeurs les plus élevées pour le groupe soumis 

à 100 µg/mL (fig. 6). Pour le gène tnf-α, une différence significative (p < 0,05) est seulement 

observée entre le groupe soumis à une dose de 100 µg/mL et le groupe contrôle. Les groupes 

de leucocytes soumis à la dose de 1 µg/mL ne présentent aucune différence significative pour 

les trois gènes.  

La dose de LPS de 10 µg/mL a été adoptée et utilisée parce qu’elle induit un effet 

immunomodulateur relativement plus élevé par rapport à la dose de 1 µg/mL et plus faible par 

rapport à 100 µg/mL pour un pourcentage de viabilité cellulaire non différent statistiquement 

par rapport à ces concentrations. 

  
.                                         (Fig. 5)                                                                           (Fig. 6) 

Figure 5 : Pourcentage de leucocytes viables de rein de la carpe après incubation de 24 heures avec 1, 

10 et 100 μg/mL de LPS 

Figure 6 : Niveau d’expression des gènes pro-inflammatoires il-1, il-6 et tnf-α pour des leucocytes de 

reins de carpe commune après incubation de 24 heures avec 1, 10 et 100 μg/mL de LPS 
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3.2. Influence de la qualité des AGLPIs sur la réponse immunitaire in vitro chez 

les leucocytes de la carpe commune  

Pour analyser la réponse immunitaire humorale, l’activité de la peroxydase, la production 

d’oxyde nitrique (NO) ainsi que la concentration d’immunoglobulines totales (Ig totales) ont 

été mesurées. Elles ont été mesurées successivement après 4h et 24h chez les leucocytes des 

reins des carpes communes nourries avec les différents régimes pendant 4 semaines et incubés 

avec du LPS.  

3.2.1. Activité de la peroxydase 

En ce qui concerne l’activité de la peroxydase, les résultats montrent qu’il n’existe aucune 

différence entre les groupes de leucocytes des carpes après 4h et 24h (fig. 7). Néanmoins, 

malgré qu’aucune différence ne soit constatée entre les groupes de leucocytes après 4h 

d’incubation au LPS, seuls les groupes de leucocytes des carpes nourries avec le régime SLO 

et SOD affichent une tendance à la hausse par rapport au groupe témoin. Après 24h, les groupes 

de leucocytes des carpes nourries avec les régimes CLO, SLO et SOD ont aussi affiché une 

tendance croissante par rapport au groupe témoin mais n’est pas significative. 

 

Figure 7 : Activité de la peroxydase dans le milieu de culture des différents groupes de leucocytes de 

reins de la carpe commune après incubation de 4 et 24 heures avec 10 μg/mL de LPS 

3.2.2. La production d’oxyde nitrique 

De même que l’activité de la peroxydase, la production d’oxyde nitrique dans le surnageant 

cellulaire ne présente pas de différence entre les groupes des leucocytes (fig. 8). Une production 

de NO comparable après 4 et 24 heures entre les groupes de leucocytes incubés au LPS 10 

μg/mL et le groupe contrôle. Néanmoins, une tendance à la hausse pour le groupe SLO après 

24 heures est constatée. Cette tendance est due à une grande variabilité entre unités 

expérimentales.  
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Figure 8 : La production d’oxyde nitrique dans le milieu de culture des différents groupes de leucocytes 

de reins de la carpe commune après incubation de 4 et 24 heures avec 10 μg/mL de LPS 

3.2.3. Le taux d’immunoglobulines totales   

En ce qui concerne la concentration d’immunoglobulines totales, elle n’est pas 

significativement activée pour tous les types de leucocytes après 4h (fig. 9). Néanmoins, une 

tendance à la hausse est observée pour les groupes LO et SOD, et les valeurs pour ces groupes 

étaient significativement (p < 0,05) plus élevées comparativement à celles des groupes SLO et 

LOA. Après 24h, il y a tendance à l’augmentation pour tous les types de leucocytes, et de 

manière significative pour LO (p < 0 .05).  

 

Figure 9 : Le taux d’immunoglobulines totales dans le milieu de culture des différents groupes de 

leucocytes de reins de la carpe commune après incubation de 4 et 24 heures avec 10 μg/mL de LPS 

3.3. Niveau d’expression des gènes immunitaires 

L’expression des gènes pro-inflammatoires (il-8, cxc, il-1, tnf-α, il-6, nf-kb et inos) a été testée 

au niveau des leucocytes des reins des carpes nourries avec les différents régimes (fig. 10 à 16). 

En ce qui concerne l’expression de ces gènes, les valeurs des groupes incubés au LPS à 4 heures 

pour l’ensemble des gènes pro-inflammatoires sont très significativement (p < 0.001) plus 

élevées par rapport à celles des groupes incubés pendant 24 heures. Une augmentation du 

niveau d’expression du gène inos est observée après 4h d’incubation au LPS quel que soit le 

type de leucocytes. Cette augmentation du niveau d’expression inos est significativement (p 

< 0.01) plus faible pour les leucocytes des groupes LO, SO, LOA et SOD comparativement à 

celle des autres groupes CLO et SLO (fig. 10). Concernant l’augmentation du niveau 
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d’expression du gène il-1, les valeurs des groupes LO, SO sont significativement (p < 0.01) 

plus faibles comparativement à celles des autres groupes CLO, SLO, LOA et SOD (fig. 11). 

L’augmentation du niveau d’expression pour les gènes (il-6 et tnf-α) observée est 

significativement plus faible pour les groupes de leucocytes respectifs LO, SO et LOA par 

rapport au groupe CLO pour le gène il-6 (fig. 12) et LO par rapport à tous les autres groupes 

pour le gène tnf-α (fig. 13).  

Pour le gène il-8, une stimulation est observée quel que soit le type de leucocytes. Cette 

surexpression est significativement (p < 0.01) plus faible pour les leucocytes des groupes LO, 

SO et LOA comparativement aux autres groupes (fig. 14). Par contre, pour les gènes cxc et nf-

kb, aucune différence n’est constatée entre les différents groupes. Néanmoins, une tendance 

décroissante est constatée respectivement pour les leucocytes des groupes LO, SLO, LOA et 

SOD comparativement aux autres groupes pour cxc (fig. 15) et des groupes CLO, LO, SLO et 

LOA comparativement aux autres groupes pour nf-kb (fig. 16). 

L’expression du gène anti-inflammatoire il-10 est très significativement (p < 0.001) plus élevée 

après 4 heures d’incubation au LPS quel que soit le type de leucocytes par rapport à ceux de 24 

heures. Pour ce gène il-10, les valeurs sont très significativement (p < 0.001) plus élevées pour 

tous les types de leucocytes comparativement à celles du groupe Ctrl après 4h d’incubation, 

excepté pour le groupe LOA (figure 17). Ce qui indique une stimulation de l’expression de ce 

gène anti-inflammatoire il-10 pour tous les types de leucocytes, sauf pour le groupe LOA.  

En ce qui concerne l'expression du gène tlr4 (fig. 18), aucune différence significative n’est 

observée entre groupes de leucocytes des carpes nourries avec les différents régimes quelle que 

soit la durée d’incubation. Également en termes d’expression des gènes impliqués dans le 

processus de métabolisme des eicosanoïdes chez la carpe commune, aucune différence 

significative entre groupes de leucocytes n’est observée pour les gènes pge (fig. 19) et lox5 (fig. 

20) quelle que soit la durée d’incubation.  

    

.                           (Fig. 10)                                                                       (Fig. 11) 

Figure 10 : L’expression du gène inos au niveau des différents groupes de leucocytes de reins de la carpe 

commune après incubation de 4 et 24 heures avec 10 μg/mL de LPS 

Figure 11 : L’expression du gène il-1 au niveau des différents groupes de leucocytes de reins de la carpe 

commune après incubation de 4 et 24 heures avec 10 μg/mL de LPS  
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Figure 12 : L’expression du gène il-6 au niveau des différents groupes de leucocytes de reins de la carpe 

commune après incubation de 4 et 24 heures avec 10 μg/mL de LPS  

 

    

.                             (Fig. 13)                                                                       (Fig. 14) 

Figure 13 : L’expression du gène tnf-α au niveau des différents groupes de leucocytes de reins de la 

carpe commune après incubation de 4 et 24 heures avec 10 μg/mL de LPS  

Figure 14 : L’expression du gène il-8 au niveau des différents groupes de leucocytes de reins de la carpe 

commune après incubation de 4 et 24 heures avec 10 μg/mL de LPS  
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.                              (Fig. 15)                                                                   (Fig. 16)                                                                 

Figure 15 : L’expression du gène cxc au niveau des différents groupes de leucocytes de reins de la carpe 

commune après incubation de 4 et 24 heures avec 10 μg/mL de LPS 

Figure 16 : L’expression du gène nf-kb au niveau des différents groupes de leucocytes de reins de la 

carpe commune après incubation de 4 et 24 heures avec 10 μg/mL de LPS  

 

 

   

.                                       (17)                                                                                (18) 

Figure 17 : L’expression du gène il-10 au niveau des différents groupes de leucocytes de reins de la 

carpe commune après incubation de 4 et 24 heures avec 10 μg/mL de LPS  

Figure 18 : L’expression du gène tlr4 au niveau des différents groupes de leucocytes de reins de la carpe 

commune après incubation de 4 et 24 heures avec 10 μg/mL de LPS  
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                             (Fig. 19)                                                                         (Fig. 20) 

Figure 19 : L’expression du gène pge2 au niveau des différents groupes de leucocytes de reins de la 

carpe commune après incubation de 4 et 24 heures avec 10 μg/mL de LPS  

Figure 20 : L’expression du gène lox-5 au niveau des différents groupes de leucocytes de reins de la 

carpe commune après incubation de 4 et 24 heures avec 10 μg/mL de LPS  
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IV. DISCUSSION 

4.1. Dose immunomodulatrice de LPS chez la carpe commune  

Les résultats du test préliminaire de ce travail démontrent que le lipopolysaccharide provenant 

d’une souche bactérienne d’E. coli est capable, à une dose de 10 μg/mL, de stimuler le système 

immunitaire chez la carpe commune. In vitro, l’expression des gènes pro-inflammatoires (il-1, 

il-6) a été significativement influencée par cette dose de LPS pour un taux de viabilité cellulaire 

de 89%. Chez la carpe, les tests in vitro sur des leucocytes sont rares mais la stimulation du 

système immunitaire par le LPS a déjà été montrée in vivo chez plusieurs espèces de poisson. 

Des doses de LPS variant entre 5 µg/kg/j et 75 mg/kg ont été testées in vivo sur les espèces 

Cyprinus carpio (Kadowaki et al., 2013) et Oncorhynchus mykiss Walbaum (Nya & Austin, 

2010). In vivo, les doses de LPS testées sur les espèces Cyprinus carpio (Siwicki & Cossarini-

Dunier, 1990) et Danio rerio (Jakhar et al., 2018; Novoa et al., 2009) varient aussi entre 0.05 

µg/mL et 200 µg/mL. Ceci indique que l’efficacité de la dose de LPS peut varier 

considérablement entre les espèces de poissons.    

4.2. Effet des huiles végétales sur la réponse immunomodulatrice des leucocytes 

au LPS  

En guise de réponse immunitaire, après 4 et 24 heures, aucune différence n’a été constatée pour 

la production d’oxyde nitrique, mais une tendance à la hausse a été observée après 24h pour les 

leucocytes issus des poissons nourris avec l’huile SLO. Cette tendance des leucocytes du régime 

SLO traduirait une plus grande production de NO qui pourrait occasionner une inhibition de 

certaines fonctions pro-inflammatoires de ce groupe de leucocytes. Cette tendance pourrait 

s’expliquer par une concurrence entre les deux voies métaboliques pour la synthèse des AGLPIs 

provenant de ces sources lipidiques différentes. L'oxyde nitrique (NO), synthétisé par l'oxyde 

nitrique synthase (NOS), est parmi les plus petites molécules bioactives connues qui peuvent 

être produites par diverses cellules, et capables d’inhiber la polarisation des macrophages M1 

et peuvent tuer les micro-organismes (Xue et al., 2018). Cependant, cette molécule, à des doses 

élevées, peut jouer un rôle majeur comme molécule effectrice cytotoxique et de programmer 

l’apoptose des cellules dans les macrophages activés et inhibe leur action bactéricide 

(Sennequier & Vadon-Le Goff, 1998). La NO synthase inductible (iNOS) activée dans les 

macrophages M1 (Mege & Capo, 2010) peut entraîner la mort de l'hôte en produisant un 

médiateur inflammatoire, le NO (Akira et al., 2001). Dans cette étude, puisque pas 

d’augmentation de l’oxyde nitrique à 4 et 24 heures, ceci confirme le manque de toxicité de la 

dose de LPS utilisée. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par (Kumar & Joy, 2018) 

en utilisant in vitro des doses de LPS de 10 et 20 µg/mL chez le poisson-chat Heteropneustes 

fossilis en ayant pas trouvé d’augmentation de NO chez les macrophages du rein.  

Après 4 et 24 heures d’incubation, le taux d’immunoglobulines totales était comparable pour 

tous les groupes avec une tendance à la hausse particulièrement pour SOD et LO après 4 heures 

et pour LO après 24 heures. Ces résultats mettent en évidence la stimulation du système 

immunitaire par la dose de LPS en produisant une quantité supérieure d’immunoglobulines par 

rapport au groupe contrôle. D’autres auteurs chez d’autres espèces ont aussi trouvé des résultats 

similaires. Bich Hang et al. (2016) ont trouvé in vivo une augmentation de la quantité totale 

d'immunoglobulines après une administration orale de 0,01% de LPS d’Escherichia coli 

pendant 2 à 4 semaines chez le poisson-chats rayé (Pangasianodon hypophthalmus). Chez les 

larves de la daurade (Sparus aurata), une quantité d’immunoglobulines totales 

significativement plus élevée par rapport aux témoins a été aussi trouvée (Hanif et al., 2005).  
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L'expression de plusieurs gènes immunitaires a été étudiée. Le gène tlr4 reconnaissant le 

lipopolysaccharide de la paroi des bactéries à Gram-négatif (Huet et al., 2004) n’avait pas été 

exprimé différemment entre les différents groupes de leucocytes et aussi entre les différents 

moments (4 et 24 heures). Néanmoins, malgré que les groupes ne se différenciaient pas 

significativement, une tendance croissante était observée pour les valeurs des groupes incubés 

pendant 4 heures par rapport à celles des groupes incubés pendant 24 heures sauf le groupe SO. 

Ce qui traduirait l’activation des leucocytes par le LPS malgré une stimulation insuffisante de 

l’expression de ce gène tlr4. Des études antérieures menées par Berczi et al. (1966) ont révélé 

que les vertébrés inférieurs, notamment les poissons et les amphibiens, étaient résistants aux 

effets toxiques du LPS. De plus, il a été démontré que des concentrations extrêmement élevées 

de LPS sont nécessaires pour activer des leucocytes isolés in vitro provenant de plusieurs 

espèces de téléostéens éloignées phylogénétiquement (Sepulcre et al., 2007; Zou et al., 2007). 

Les résultats trouvés dans le cadre de cette étude sont en accord avec ceux obtenus par ces 

auteurs et permettent d’affirmer que l'engagement du récepteur par son ligand pour l’expression 

du gène tlr4 peut dépendre de la dose et de l’espèce. Cette dernière affirmation est soutenue par 

des résultats de (Sepulcre et al., 2009) qui ont démontré par l’expression du gène tlr4, 

l’activation des leucocytes de la daurade par le LPS d’E. coli mais par contre l’absence 

d’orthologue tlr4 chez les tetraodons.  

Pour tous les gènes pro-inflammatoires testés (il-1, il-6, tnf-α, il-8, cxc, nf-kb et inos) et anti-

inflammatoire (il-10), une augmentation est observée après 4h d’incubation au LPS quel que 

soit le type de leucocytes pour revenir à un niveau basal après 24 heures. Li et al. (2019) ont 

aussi trouvé une forte expression des gènes il-1β et il-8 après 3 heures d’injection des Clarias 

gariepinus avec du LPS d’A. veronii pour ensuite baissée à un niveau basal après 24 et 48 

heures. En ce qui concerne le gène inos, son expression présentait une augmentation après 4h 

d’incubation au LPS quel que soit le type de leucocytes mais qui est plus faible pour les 

leucocytes des groupes LO, SO, LOA et SOD par rapport aux autres groupes. Cette expression 

plus faible du gène inos pour ces groupes représente l’atténuation des processus pro-

inflammatoire par les huiles végétales pures et celles supplémentées en ARA ou DHA. Ces 

résultats indiqueraient que la carpe, à partir des précurseurs dans les huiles végétales pures, sont 

capables de synthétiser des AGLPIs en quantité suffisante par rapport aux huiles supplémentées 

en DHA et ARA, mais des analyses des profils en AGLPIs sont nécessaires pour confirmer 

cette hypothèse.    

Plus particulièrement, la réduction de l’expression des gènes pro-inflammatoires testés a été 

généralement observée en ce qui concerne les huiles végétales pures (LO et SO). Pour le gène 

il-1, les valeurs les plus faibles sont obtenues pour les leucocytes des groupes LO et SO 

comparativement à ceux des autres groupes, ce qui met en évidence l’impact d’atténuation des 

huiles pures de lin et de sésame. Par contre, pour les gènes il-8 et il-6, les valeurs les plus faibles 

sont obtenues pour les leucocytes des groupes LO, SO et LOA par rapport au groupe CLO. 

Pour ces derniers gènes pro-inflammatoires, à part des groupes LO et SO, l’impact d’atténuation 

a été aussi constaté pour LOA. Le gène tnf-α était faiblement exprimé pour les leucocytes du 

groupe LO par rapport aux autres groupes. Cette plus grande capacité d’atténuation des effets 

de LPS du groupe LO pourrait s’expliquer par le fait que l’huile de lin est riche en acide 

linolénique (Bayrak et al., 2010) comparativement aux autres huiles végétales comme l’huile 

de sésame. Il a été montré que des juvéniles de carpes nourries avec l’huile de lin sont capables 

de synthétiser une quantité d’EPA et de DHA plus élevée que l’huile de tournesol (Nguyen et 

al., 2019). Ces acides (EPA et DHA) peuvent réduire la teneur en acide arachidonique dans les 

membranes des cellules inflammatoires et sont donc disponibles pour la production 

d'eicosanoïdes (Calder, 2006). Ainsi, la disponibilité de ces AGLPIs entraîne une diminution 

de la production d’eicosanoïdes issus d’acide arachidonique. Ces résultats sont en accord avec 
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ceux obtenu par Allam-Ndoul et al. (2016) où ils ont observé une modulation des niveaux 

d'expression de gènes inflammatoires comme il1b, mcp1, tnfa, ptgs2, alox5 et nos2 pour 

l’utilisation d’une concentration de 50 µM d’EPA sur une lignée cellulaire THP-1 humaine.  

Le niveau d’expression du gène anti-inflammatoire (il-10) était plus activé pour tous les types 

de leucocytes après 4h d’incubation comparativement au groupe Ctrl, excepté le groupe LOA. 

Ce qui indique qu’aucune huile n’a interféré avec les processus anti-inflammatoires de défense 

contre les effets du LPS. Ce qui explique que l’utilisation dans les régimes alimentaires de 

l’huile pure de lin et de sésame et aussi l’huile de lin supplémentée avec le DHA n’altère pas la 

capacité immunomodulatrice des leucocytes par le LPS. 

Les eicosanoïdes sont des dérivés d'oxydations d'acides gras polyinsaturés responsables de la 

signalisation des molécules comprenant des prostaglandines (PG), des leucotriènes (LT) et 

lipoxines connues pour influencer un large éventail des processus immunitaires (Knight & 

Rowley, 1995). L’expression des gènes (pge2 et lox-5) impliqués dans le métabolisme des 

eicosanoïdes ne montre aucune différence significative entre les valeurs pour les groupes 

incubés après 4 et 24 heures. Ces résultats montrent que la substitution de l’huile foie de morue 

(CLO) dans les régimes par les huiles végétales n'a pas affecté significativement le taux 

d’expression de ces gènes. Des résultats qui sont similaires à ceux trouvés par (Ganga et al., 

2005) qui ont démontré chez la daurade royale (Sparus aurata), que la substitution de l’huile 

de poisson par des huiles végétales n’avait pas affecté le taux plasmique de pge2, mais de 

manière significative diminue le taux plasmatique de pge3, une prostaglandine dérivée de 

l’EPA.  

4.3. Effet de la supplémentation en ARA ou DHA sur la réponse 

immunomodulatrice des leucocytes au LPS  

L’effet d’apports exogènes de DHA (2.3%, SOD) ou d’ARA (1%, LOA) contenus dans les 

régimes dans l’huile de sésame ou de lin a été analysé dans cette étude. Au niveau des résultats, 

les valeurs des leucocytes du groupe LOA affichent toujours une tendance décroissante mais 

non significative par rapport à celles du groupe SOD après les incubations 4 heures pour les 

gènes pro-inflammatoires testés. Ceci traduirait une capacité d’atténuation comparable du 

mélange d’huile de lin additionnée de 1% d’ARA par rapport au mélange d’huile de sésame 

additionnée de 2.3% de DHA après 4 heures d’incubation au LPS à 10 μg/mL.  Par contre, pour 

l’expression du gène anti-inflammatoire il-10, les valeurs des leucocytes du groupe LOA sont 

significativement plus faibles que celles des leucocytes du groupe SOD. Ceci pourrait 

s’expliquer par le fait que l’acide arachidonique exogène a été déjà disponible dans le régime, 

la formation d’EPA et du DHA pourrait être occasionnellement inhibée de façon concurrente. 

Ainsi, dans le cas d’une supplémentation d’AGLPIs, le DHA stimulerait plus les processus anti-

inflammatoires et donc induirait une plus grande action immuno-protectrice que l’ARA. Mais, 

une étude de Wall et al. (2010), a révélé que les eicosanoïdes dérivés d’AGPI n-6 (ARA) ont 

des fonctions pro-inflammatoires et immuno-actives.  

En termes d’expression des gènes pro-inflammatoires testés après 4 heures d’incubation au 

LPS, les valeurs du groupe LO sont inférieures à celles du groupe LOA pour les gènes il-1 et 

il-8, et celles du groupe SO sont inférieures à celles du groupe SOD pour les gènes il-1, il-6 et 

il-8. Pour le gène anti-inflammatoire (il-10), son expression est supérieure pour le régime LO 

par rapport au régime LOA. Cette situation prouve une capacité d’atténuation supérieure pour 

les huiles pures de lin et de sésame par rapport à celles supplémentées, peut-être à cause d’une 

éventuelle interférence de l’ARA exogène dans les voies de biosynthèses in vivo de l’EPA et 

DHA.  
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V. CONCLUSION 

Les résultats de cette étude permettent de suggérer que l’utilisation de certaines huiles végétales 

peut être bénéfique pour le processus de réponse anti-inflammatoire du système immunitaire. 

Les résultats ont montré qu’à partir des huiles végétales, la réponse pro-inflammatoire peut être 

réduite sans affecter les processus anti-inflammatoires du système immunitaire des leucocytes 

à une exposition au LPS bactérien. De plus, lorsqu’elles sont utilisées supplémentées, elles 

n’altèrent pas la capacité pro-inflammatoire mais la supplémentation de l’huile de lin en ARA 

pourrait réduire certaines fonctions anti-inflammatoires alors que l’addition de DHA à l’huile 

de sésame n’aurait pas d’effets négatifs sur ces processus. Ainsi, la substitution de l’huile de 

poisson à 100% soit par l’huile de lin, soit l’huile de sésame ou par un mélange l’huile de 

sésame et DHA dans les régimes donne de meilleurs résultats d’immunomodulation chez les 

leucocytes de la carpe. En revanche, l’utilisation du régime formulé à partir de l’huile de lin 

supplémentée par l’AGLPI exogène ARA donne des résultats moins satisfaisant par rapport aux 

autres régimes. Pour cela, d’autres études d’approfondissement se portant sur la détermination 

du pourcentage d’ARA à apporter en supplément des différentes huiles végétales pauvres en 

acides précurseurs d’ARA, sont suggérées. 
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Annexe 1 : Tableau des ingrédients et compositions approximatives des six régimes 

expérimentaux 

 Ingredients (g/kg dry matter – DM) 

Experimental diets 

CLO LO SO SLO LOA SOD 

         

Soluble fish protein concentrate 

(SFPC) a 270.0 270.0 270.0 270.0 270.0 270.0 

Wheat Gluten b 110.0 110.0 110.0 110.0 110.0 110.0 

Gelatin c 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 

Casein d 40.0 40.0 40.0 40.0 40.0 40.0 

Starch e 375.0 375.0 375.0 375.0 365.0 352.0 

Cod liver oil (CLO) f 100.0      

Linseed oil (LO) g  100.0  50.0 100.0  

Sesame oil (SO) h   100.0 50.0  100.0 

Vitamin premix i  10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 

Mineral premix j 65.0 65.0 65.0 65.0 65.0 65.0 

Arachidonic acid, ARAk     10.0  

Docosahexaenoic, DHAl      23.0 

Cellulosem 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 

Total 1000.0 1000.0 1000.0 1000.0 1000.0 1000.0 

Linoleic acid, LA (%) 1 13.6 21.5 42.6 34.2 21.5 42.6 

α-linolenic acid, ALA (%) 2 1.1 44.1 0.8 19.5 44.1 0.8 

Arachidonic acid, ARA (%) 3 0.3 -- -- -- 1.0 -- 

Eicosapentaenoic acid, EPA (%) 4 6.3 -- -- -- -- -- 

Docosahexaenoic acid, DHA (%) 5 9.2 -- -- -- -- 6.0 

Crude protein, CP (% DM) 30.6 30.6 31.1 30.5 30.4 30.8 

Crude fat, CF (%) 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 

Gross energy, GE (MJ/Kg DM)  17.6 17.2 17.7 17.6 17.4 17.7 

CP/GE (g/MJ) 21.0 21.5 20.9 21.0 21.3 21.0 

CF/GE (g fat/MJ GE) 5.7 5.8 5.6 5.7 5.8 5.7 
Experimental diet nomenclature: CLO: cod liver oil-based diet; LO: linseed oil-based diet; SO: sesame oil-based diet; SLO: 

blend of sesame and linseed oil-based diet (v/v, 1/1); LOA: linseed oil + ARA; SOD: sesame oil + DHA 
aCook carp concept, 56 Rue de Metz, 57130 Jouy-aux-Arches, France 
b,c,d,e,f,g,h,m Sigma aldrich, St Louis, MO, USA 
e Sigma-Aldrich, St. Louis, MO (USA) 
iMineral premix (to provide g/kg mixture) was prepared in the laboratory as CaHPO4.2H2O = 295.5; Ca(H2PO4)2.H2O = 217; 

NaHCO3 = 94.5; KCl = 100; NaCl = 172.4; KI = 0.2; MgCl2 = 63.7; MgSO4 = 34.3; MnSO4.4H2O = 2; FeSO4.4H2O = 10; 

CuSO4.5H2O = 0.4; ZnSO4.7H2O = 10 
jVitamin (VTM) premix (to provide g/kg mixture) was prepared in the laboratory as Retinyl acetate/VTM A acetate = 0.67; 

Cholecalciferol/VTM D3 = 0.01; Tocopheryl acetate/VTM E acetate = 34.2; Menadione/VTM K3 = 2.2; Butylated 

hydroxyanisole/BHA = 1.5; Butylated hydroxytoluene/BHT = 1.5; Ascorbic acid/VTM C = 120; Thiamin/ VTM B1 = 5.6; 

Riboflavin/ VTM B2 = 12; Pyridoxine/VTM B6 = 4.5; Calcium pantothenate (toxic)/VTM B5 = 14.1; p-aminobenzoic 

acid/VTM H1 = 40; Cyanocobalamin/VTM B12 = 0.03; Niacin/VTM B3 = 30; Biotin/VTM H, Coenzyme R = 0.1; Choline 

chloride = 350; Folic acid/VTM M = 1.5; Inositol = 50; Canthaxanthin/E161g = 10 
k Xi'an Lyphar Biotech Co., Ltd 
l Vitazita, Dirk Hartogweg 14, 5928 LV Venlo, Holland 
1,2,3,4,5 Nguyen et al. (n.d.) 
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Annexe  2 : Conclusions des tests statistiques pour les gènes 

il-10 

 Sum Sq Df F value Pr(>F)   

Diet 2.390 5 1.9866 0.08669   

LPS  6.999 1 29.0834 0.0000004368 *** 

Time  32.459 1 134.8821 < 2.2e-16 *** 

Diet:LPS   0.861 5 0.7154 0.61325   

Diet:Time 1.992 5 1.6559 0.15189   

LPS:Time  4.267 1 17.7330 0.0000541734 *** 

Diet:LPS:Time 0.622 5 0.5173 0.76268   

Residuals 25.027 104       

Moy. rep. 1.12117609         

Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 

 

lox 5 

 Sum Sq Df F value Pr(>F)   

Diet 2.4282 5 3.2045 0.009890 ** 

LPS  0.0179 1 0.1184 0.731456   

Time  1.4976 1 9.8817 0.002176 ** 

Diet:LPS   0.002176 5 0.6432 0.667264   

Diet:Time 0.4874 5 1.2551 0.289065   

LPS:Time  0.9510 1 0.1317 0.717387   

Diet:LPS:Time 0.0200 5 0.5212 0.759740   

Residuals 15.7611 104       

Moy. rep. 1.15460255         

Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 

il-8 

 Sum Sq Df F value Pr(>F)   

Diet 6.273 5 4.4146 0.001098 ** 

LPS  25.125 1 88.4112 1.453e-15 *** 

Time  72.696 1 255.8068 < 2.2e-16 *** 

Diet:LPS   0.319 5 0.2244 0.951238   

Diet:Time 4.284 5 3.0153 0.013933 * 

LPS:Time  14.823 1 52.1610 8.762e-11 *** 

Diet:LPS:Time 0.385 5 0.2707 0.928211   

Residuals 29.555 104       

Moy. rep. 1.17895856         

Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 

  

 

 



c 
 

cxc 

 Sum Sq Df F value Pr(>F)   

Diet 1.066 5 1.2478 0.292300   

LPS  1.404 1 8.2193 0.005018 ** 

Time  36.858 1 215.7121 < 2.2e-16 *** 

Diet:LPS   0.945 5 1.1061 0.361752   

Diet:Time 1.431 5 1.6749 0.147160   

LPS:Time  1.509 1 8.8310 0.003679 ** 

Diet:LPS:Time 0.713 5 0.8351 0.527674   

Residuals 17.770 104       

Moy. rep. 0.91166148         

Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 

pge1 

 Sum Sq Df F value Pr(>F)   

Diet 0.25642 5 3.4991 0.005792 ** 

LPS  0.00000 1 0.0002 0.988006   

Time  0.89856 1 61.3072 4.322e-12 *** 

Diet:LPS   0.09248 5 1.2619 0.286037   

Diet:Time 0.03906 5 0.5330 0.750868   

LPS:Time  0.01913 1 1.3051 0.255910   

Diet:LPS:Time 0.08900 5 1.2145 0.307573   

Residuals 1.52430 104       

Moy. Repl. 0.5604173         

Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 

tlr4 

 Sum Sq Df F value Pr(>F)   

Diet 2.1327 5 6.0661 0.00005734 *** 

LPS  0.3965 1 5.6382 0.019407 * 

Time  0.4856 1 6.9059 0.009891 ** 

Diet:LPS   0.2368 5 0.6735 0.644422   

Diet:Time 0.3679 5 1.0465 0.394527   

LPS:Time  0.0104 1 0.1477 0.701497   

Diet:LPS:Time 0.1769 5 0.5031 0.773290   

Residuals 7.3128 104       

Moy. Repl. 0.92696358         

Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 

 

 

 

 

 



d 
 

nf-kb 

 Sum Sq Df F value Pr(>F)   

Diet 0.2967 5 0.8082 0.54635   

LPS  0.5074 1 6.9119 0.00986 ** 

Time  3.0873 1 42.0552 0.000000003048 *** 

Diet:LPS   0.3308 5 0.9013 0.48327   

Diet:Time 0.0920 5 0.2507 0.93863   

LPS:Time  0.0017 1 0.0227 0.88049   

Diet:LPS:Time 0.3347 5 0.88049 0.47645   

Residuals 7.6347 104       

Moy. Repl. 0.91056971         

Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 

il6 

 Sum Sq Df F value Pr(>F)   

Diet 3.2435 5 2.3382 0.0468776 * 

LPS  8.2774 1 29.8357 0.000000322852 *** 

Time  10.8214 1 39.0055 0.000000009366 *** 

Diet:LPS   1.3504 5 0.9735  0.4376198   

Diet:Time 4.2858 5  3.0896 0.0121796 * 

LPS:Time  4.2784 1 15.4216 0.0001549 *** 

Diet:LPS:Time 1.5813 5 1.1400 0.3440836   

Residuals 28.8529 104       

Moy. Repl. 0.87256258         

Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 

il-1  

 Sum Sq Df F value Pr(>F)   

Diet 16.632 5 4.4230 0.001081 ** 

LPS  47.448 1 63.0889 2.454e-12 *** 

Time  56.354 1 74.9313 6.636e-14 *** 

Diet:LPS   7.701 5 2.0481 0.077945   

Diet:Time 15.530 5 4.1298 0.001840 ** 

LPS:Time  34.174  1 45.4392 9.027e-10 *** 

Diet:LPS:Time 7.241 5 1.9257 0.096260   

Residuals 78.216 104       

Moy. Repl. 0.81196101         

Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 

 

 

 

 

 



e 
 

 inos 

 Sum Sq Df F value Pr(>F)   

Diet 12.250 5 4.4234  0.001081 ** 

LPS  22.945 1 41.4277 0.000000003832 *** 

Time  23.671 1 42.7397 0.000000002377 *** 

Diet:LPS   2.503 5 0.9040 0.481530    

Diet:Time 10.662 5 3.8501 0.003059 ** 

LPS:Time  10.754 1 19.4164 0.000025621094 *** 

Diet:LPS:Time 4.680 5 1.6901  0.143463   

Residuals 57.600 104       

Moy. repl. 0.83565503         

Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 

 tnf-α 

 Sum Sq Df F value Pr(>F)   

Diet 2.748 5 2.3107  0.04921 * 

LPS  13.452 1 56.5542 2.019e-11 *** 

Time  46.103 1 193.8229 < 2.2e-16 *** 

Diet:LPS   0.287  5 0.2414 0.94319   

Diet:Time 3.797  5 3.1931 0.01010 * 

LPS:Time  5.416 1 22.7687 5.988e-06 *** 

Diet:LPS:Time 0.344 5 0.2893 0.91795   

Residuals 24.737 104       

Moy. repl. 0.97527875         

Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 

  

 

 

 

 


