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RESUME Cette étude a pour objectif de mesurer chez la crevette Penaeus stylirostris l'effet 
de deux stress environnementaux, ammoniaque et hypoxie, sur les défenses immunitaires 
(hémocytes et prophénoloxydase) et la résistance à l' infection par la bactérie Vibrio penaeicidae. 
Les crevettes, sélectionnées en stade C du cycle de mue, ont été soumises pendant 24 heures à 
plusieurs doses d'ammoniaque N.NH3 ( 1, 1 .5, 2, 2.5 et 3 mg/1) ou placées en situation d' hypoxie 
( 1 ppm vs 6ppm en normoxie). L'effet du stress a été évalué à 24 h par la mesure de la capacité 
osmorégulatrice a insi que les paramètres immunitaires. 
Les résultats montrent que l'ammoniaque à 3 mg N.NH3/I induit une diminution significati ve du 
nombre total des hémocytes, cependant que l' activité de la prophénoloxydase ne varie pas 
significativemcnt. Le comptage différentie l montre que la diminution du nombre des hémocytes 
est li ée à une baisse du nombre des cellules hyalines, alors que les types cellulaires (LGC et 
SGC) contenant Je système prophénoloxydase ne varient pas. L'hypoxie a pour effet d'induire 
une baisse signif icative de l'activité de la prophénoloxydase, alors que la baisse du nombre total 
des hémocytes n'est pas significati ve. 
Les crevettes stressées soumises ~~ J' infection ne présentent pas de mortalité significativement 
d il'rérente des animaux témoins dans le cas des deux stress. Cependant, les résultats des 
challenges bactériens sont di scutés et ne semblent pas définiti vement acquis. 

mots clés : Penaeus stylirostris, Vibrio pen.aeicidae, immunité, hémocyte, prophénoloxydase, 
infection bactérienne, capacité osmorégulatrice, ammoniaque, hypoxie. 
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INTRODUCTION 

Depuis une quinzaine d'années, l'élevage de crevettes dans la zone tropicale a connu 
un essor important. La production mondiale en élevage de crevettes pénéides est passée de 12 
000 tonnes en 1983 à 730 000 tonnes en 199 1 (Marti", /995). Néanmoins, depuis 1992, cette 
activité en développement est conFron tée à des épizooLies dues à des virus et des bactéries, 
engendran t de plus cn plus de difTicultés économiques dans les zones de grandc production, cn 
Asie et en Amérique du Sud. 

Depuis 1993, les élevages néo-calédoniens de pénéides subissent des pertes 
importantes, dues à des pics de mortalité sa ison niers, entraînant parfois une production à 
perte. 

Pour souten ir la pénéiculture en Nouvelle-Calédonie, plusieurs laboratoires se sont 
mobilisés: le Laboratoire Territorial de Diagnostic Vétérinaire (LTDV), le Centre 
Océanologique du Pacifique (COP) et l' IFREMER GIE-RA de Nouméa. Actuellement, deux 
orientations diFférentes ont été choisies. Le LTDV soutient une piste virale tandis que 
l' IFREMER porte ses efforts sur une piste bactérienne. Mais, en l'ab en ce d'agent pathogène 
conFirmé, les épisodes de mortalité affectant la pénéicul ture calédonienne ont reçu le nom de 
« Syndrome 93 ». 

Au cours de l' année 94, des études bactériologiques, eFfectuées en Nouvelle
Calédonie ont montré une forte prévalence de vi brios de type « 1 042 ». Une des souches 
« 1 042 », la souche AM 23, a été confiée au COP fin 94. Des infections expérimentales par 
injection intramusculaire ont révélé le fort pouvoir pathogène de l'AM 23 par rapport à 
d'autres souches testées. Ces résultats renforcèrent l' hypothèse selon laquelle les souches 
« 1042» sont un des agents étiologiques du syndrome 93. La souche AM23 a d'ailleurs été 
idcn tifi ée comme étant un Vibrio Pe"aeicidae par difFérentes techniques (b iochimiques, 
ribotypage et hybridation ADN/ADN) (Berthe, /996) . 

Plusieurs modes d ' in fection ont été testés au COP en 1995: 

- par voie intramusculaire où la virulence est très importante et ne permet pas 
de lester l'efficac ité d'un traitement, 

- par voies anale et orale où on observe une faible virulence de la souche, 

- par balnéation (1 heure dans une suspension de Vibrio) qui constitue le 
modèle retenu pour les expériences menées au COP. 

Cependant, la présence de cc vibrio pathogène n'explique pas à lui seul l'apparition 
des pics de mortalité en Nouvelle-Calédonie. Des facteurs aggravants, liés à la crevette ou à 
son environnel11ent, sont en cause, conJ'irmantl ' hypothèse d'un syndrol11e plurifactorie l. Parl11i 
les facteurs suggérés, l'influence du stade de mue a été mise en évidence mais elle n'explique 
pas le caractère saisonnier du syndrome 93. D'autres facteurs, environnementaux, doivent être 
mi s en év idence: l'ammoniaque (résu ltat de l'excrétion de la crevette et de l'accumulation de 
déchets d'origine alil11entaire), l'oxygène, la température, la salinité du milieu. 
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Il s'agit de tes ter l'hypothèse selon laquelle un ou plusieurs facteurs 
environnementaux aggravent la maladie duc au vibrio. Une première expérience a déjà été 
réalisée au COP en 1995 sur l'effet d'un choc thermique sur la capacité osmorégulatrice et 
l'effet conjugué d'un choc thermique et d'une infection bactérienne par l'AM 23. Cependant, 
aucune corrélation n'a pu être mise en évidence entre une chute brutale de la température et 
une septicémie à vibrions (Mrmgodùz, 1995). 

Dans ce rapport, nous nous attacherons à décrire puis comprendre les effets de stress 
~tl 'ammoniaque et à l'oxygène sur les défenses immunitaires de la crevette P. slylirostris. Ces 
deux facteu rs ont déjà mis en évidence une diminution de la capacité osmorégulatrice de la 
crevette (AQUACOP et al., 1988 ; Cochard et al., 1993 ; Channantier et al., 1994 pour 
l'oxygène et Lin el al., 1991 ; Young-Lai el al. , 1991 pour l'ammoniaque) ; la capaci té 
osmorégulatrice étan t connue pour être un indicateur de stress non spécifique d'une réponse à 
une infection (Cochard et al., 1996). Les paramètres des défenses immunitaires, spécifiques 
d'une réponse à une infection, sont les hémocytes. Les défenses immunitaires sont aussi le fait 
de facteurs humoraux (synthèse de peptides et de protéines antimicrobiennes) mais aucune 
molécule n'a encore été identifiée chez les Pénéides. 

Les expérimentations, qui suivent, s'articulent autour de stress à 24 h à l'ammoniaque 
ou à l'oxygène. Les concentrations en ammoniaque et oxygène ont été déterminées à partir de 
résultats précédemment obtenus au COP. Les stress sont suivis d'une mesure de la pression 
osmotique (pour la détermination de la capacité osmorégulatrice), d'un comptage total et 
différentiel des hémocytes et d'un dosage de l'acti vité phénoloxydase. Dans un second temps, 
un challenge bactérien est réalisé à 1' issue des stress à 1' ammoniaque ou à 1 'hypoxie. 

2 



1. RAPPELS DES CONNAISSANCES SUR LA BIOLOGIE 
DES CREVETTES 

1.1 . SYSTEMATIQUE DE L'ESPECE PENAEUS S1'YUnOSTRlS 

: Arthropodes Embranchement 

Sous-embranchement 
Super-classe 

: Antennates (mandibulates) 
: Crustacea 

Classe 
Sous-classe 
Super-ordre 
Ordre 
Sous-ordre 
Famille 
Genre 
Espèce 

: Malacostraca 
: Eumalacostraca 
: Eucarida 
: Decapoda 
: Penaeidca 
: Penaeidae 
: Pellaeus 
: styli/'o.ltris 

P. stylirostris, communément appelée "crevette bleue", est une espèce américaine 
que l'on retrouve essentiellement au niveau de la ceinture tropicale, à l'est du Pacifique: de la 
Californie jusqu'au nord du Pérou. 

Elle a donc été importée en Polynésie et en Nouvelle-Calédonie. 

1.2. MORPHOLOGIE ET CYCLE DlOLOGIQUE 

Comme tous les crustacés, les pénéides sont caractérisés par une métamérisation du 
COllJS (figure 1) . Les métamères sont regroupés en une tête (ou acron), thorax (ou péréion) et 
abdomen (ou pléon) . Chaque métamère porte une paire d'appendices spécialisés. La partie 
abdominale est composée de 7 métamères portant chacun une pai re de pléopodes sauf le 
dernier que l'on appelle telson. Les pléopodes sont les appendices locomoteurs. 

(5 paires ~c palles ambulatoires) 

Thorax 

'pédloncuk oculaire 

figurç 1 : Morphologie de Penae1ls slylirostris 

(5 paires de palles nalaloires) 
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1. 

Le cycle biologique de la crevette est caractérisé par une succession de stades 

larvaires avant d'atteindre la morphologie définitive de l'adulte (figure 2). 

œuf 

mysis 

nauplius 

fj~ure 2 : Cycle biologique de Penaeus stylirosLris 

1.3. LA MUE ET LA CROISSANCE 

Chez les crustacés, la croissance est un phénomène discontinu : elle se fait par mues 
successives. L'ancienne cuticule est remplacée par une nouvelle, pennettant une augmentation 
du poids ct de la longueur de l'animal. 

Le cycle de mue peut être divisé en trois grandes étapes: 

- la période post-exuviale (ou post-mue), 

- la période d' intermue, 

-la période pré-exuviale (ou pré-mue) . 

A l'intérieur de ces périodes, plusieurs stades de mue, dont la durée est variable, 
peuvent être distingués : 

POST MUE INTER MUE PRE MUE 

Exuviation1 A B 1-2 C 1-2-3 Do D 1-2-3-4 Exuviation2 

La détermination des stades de mue est basée sur les travaux de Drach cl 

Tchernigovtzelf (1 967). Elle s'effectue à partir de l'observation au microscope des soies d'une 
écaille antennaire ou de 1 'uropode de la crevette. A chaque stade correspond un aspect 
caractéristique des soies. 

4 
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La mue e ntraîne des conséquences physio logiques sur: 

- Le métabol isme hydrique : l'eau qui pénètre par di ffusion libre au IlIveau des 
branchies ou par les intesti ns passe de 70 à 85% du poids frais de l'animal. 

- Le métabolisme minéral : les concentrations ioniques de l' hémolymphe (Na+, cr, 
](+, Ca2+, Mg2+) son t modifiées sui vant le stade. Ainsi, la pression osmotique globale 
augmente pendant la phase de pré-mue, diminue pendant la mue et le stade A. C'est au 
moment de l'inte r-mue que la stabilité des paramètres phys io logiques est observée. 

Toutes nos expériences on t do nc été réali sées sur des animaux en stade C. De plus, le 
stade C est celui qu i dure le plus longtemps, permettant une plus grande flexibilité dans 
l'organisation des expériences . Enfin , à ce stade, l' hémolymphe coagul e moins rapidement, 
facilitant les pré lèvemellls. 

1.4. LA RÉGULATION DU MiLlEU INTÉRIEUR: L'OSMORÉGULATION 

Durant son développement larvaire, la crevette P. stylirostris, à l'image des autres 
crevettes pénéides, migre vers les zones estuarien nes, rencontrant un gradient de sa lini té 
décroissant qui entraîne une dimi nution progressive de la pression osmotique du milieu. 

Les adultes retournent e n mer pour la reproduction. Au cours de cette nouvelle 
Illigration , il s doi vent raire face à un gradient de salini té croissant impliquant une 
augmentation de la pression osmotique du milieu . 

Or, le maintien du vol ume cellul aire est une nécessité fo ndamentale pour tous les 
organi smes. II faut maintenir un équ ilibre entre la pression osmotique intracellulaire et la 
pression osmotique ex tracel lulaire . Les crevettes doivent donc réguler la pression osmotique 
(PO) de leur milieu inté ri eur. 

La PO est li ée 11 la concentrat ion totale des particules libres d issoutes dans un solvant. 
S i l'on cons idère deux mi lieux de concentration ionique différente, séparés par une membrane 
semi-perméable (laissant passer le so lvant mais pas les ions), la PO peut être définie comme la 
pression qu 'il faudrait exercer sur le mi lieu le moins concentré pour empêcher le passage du 
so lvant vers le milieu le plus concentré. 

1.4. /. Les différellts types d'oslllorégulation 

Selon ChanllCllllier-Daurès el al ( / 988) deux types d'osmorégu lation peuvent être 
d istingués chez les pénéides : 

- pendant la vie larvaire, les crevettes sont légèrement hyper-osmoconformes quelle 
que soit la salinité, maintenant leu r PO hémolymphatique légèrement supérieure à cell e du 
mili eu extérieu r. 

- à partir du premier stade post- larvaire, la régu lati on dev ient hyper-osmotique en 
milieu dilué et hypo-osmotique en eau de mer. 

En effet, au cours du développement post-embryonnaire, la mise en place des 
structures osmorégulatri ces adulles est progressive (Bouaricha, / 992). En fonc ti on de 
l'apparition des dirrérents organes aux différents stades, il y aura possibi lité ou non 
d ' osmorégulation. 

Les animaux sont donc capables de maintenir fi peu près constante la PO de leur 
hé molymphe que lle que so it la PO du milieu extérieur. 

5 
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Contraire menl1t ce qui est observé chez les ve rtébrés la régulation hémolymphatique 
est imparfaite chez les crustacés. Une partie de la régulation est toujours d'ordre cellula ire. 

1.4.2. Physiologie de l'hypo-osmorégulation 

Les branchies, le branchiostégite et la pleure sont les sites maJeurs de 
l'os morégu lation (Mcmtel et Farmer, 1983). 

Lorsque la press ion osmotique du milieu extérieur est supérieure à celle de 
l' hémolymphe, la tendance pass ive de l' hémolymphe est à une perte d' eau et une invas ion par 
les ions du milieu . La perméabilité aux ions de ces tissus n'est pas significativement modifiée. 
Par contre, ils sont Je siège d'une excrétion active d'ions. 

1.4.2. l.Lcs épithé liums osmorégulateurs 

L'hémolymphe et le milieu extérieur sont séparés par une fïne barrière composée de 
la cuticule et de l'épithéli um de la lame basale. Celle-ci permet une .diffusion rapide des ions 
Na+, cr et NH3. Il a é té mis en é vidence que ces épithéliums avaient un rôle dans les 
transports ioniques, actifs et passifs, ainsi que dans l'osmorégulation. 

Chez les décapodes, la partie postérieure des branchies serait impliquée plus 
spécialement dans les phénomènes d'osmorégulation (Péqueux et al., 1988). 

Ces tissus se caractérisent au ni veau ultrastructural par la présence de microvi llos ités 
apicales e t de nombreuses invaginations baso latérales associées à une grande quantité de 
mitochondries (Bouariclw, 1990). 

1.4.2.2.L ' ATPase Na+/K+ 

Il s'agit d ' une e nzyme membranaire qui catalyse l'hydrolyse de l'ATP en ADP avec 
libération de phosphate ino rganique et d'énergie. Son activation nécessite la présence des ions 
N;/, K+ e t NH4 +. El le est localisée au ni veau des épithéliums osmorégulateurs chez 
P.stylimslris . Son rô le dans l'osmorégulation et dans les transports ioniques ac tifs est 
cons idéré comme fondamental (Péqueux et al. , 1988). E lle transfère les ions (Na+, K+, NH/) 
de part e t d 'autre de la membrane contre le g radient de concentration. Différents agents 
s tressants peuvent modifier l'activité de l'ATPase Na+/K+. 

1.4.3. La capacité osmorégulatrice 

La capaci té osmorégulatrice est défini e comme la différence entre la PO de 
l'hémolymphe et la PO du milieu extérieur. 

El le a é té proposée comme outil d'évaluation simple et rapide de l'état physiologique 
des crevettes et des crustacés osmorégulateurs par Charmantier et al.(1989). Sa valeur est 
représentati ve d'une espèce , d'un poids (Cochard et al., 1996), d ' un stade de développement 
ou d'un stade de mue d ' une espèce (Channantier, 1992). Il a é té montré qu'en eau de mer les 
fortes PO de l'hémolymphe (donc de faibles valeurs de capacité osmorégulatrice) traduisaient 
un s tress chez les crevettes, l'i nverse se produit en milieu saumâtre . 

La salini té des bassins présents au COP variant peu, nous n ' avons pas travai llé sur la 
capacité osmorégulatrice mais directement sur la press ion osmotique. 
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1.5 . plI YS IOLOGIE DE L' EXCR(mON 

Les ti ssus osmorégulateurs sont le s ite principal de l'excréti on azotée chez les 
crustacés e t les pénéides en particulier. 

L 'excréti on correspond à un rej e t des déchets azotés dans le mili eu ex té rieur, 
abouti ssant à une régul ati on du milieu in téri eur. L'azote ammoni acal est excrété selon 3 
modalités: 

- d iffus ion de NH) (ammoniaque) e t de NH/ (ion ammonium) par les branchies. 

- échange actif de NH/ contre Na+ ou H+ par les branchies. 

- conversion en urée, acide urique. 

La désam inati on des ac ides aminés entraîne la li bérati on d'NH] qui s' ioni se en NH/ 
e n fonction du pH hé molYlllphati quc (environ 7,7). Dans l'organi smc, la grande maj orilé de 
l'azote ammoniacal se trouve sous la forme ioni sée. Dans les conditions normales, il existe un 
gradient de concentration entre l'hémolymphe et le milieu ex térieur, permettant une sortie par 
diffusion de NH) et NH/ au ni veau des branchies. Cependant, la d iffus ion de NH] es t 
majoritaire. 

Au ni veau des épithéliums osmorégulateurs, lors du transport acti f, il y a diffus ion de 
l'ammoniaque à travers les cellules basales Ol! il est ionisé en NH/ e t échangé à l'ex té ri eur 
avec un ion Na + grâce à une A TPase. 

Chez P. chinensis, l'excré ti on ammoniacale augmente quand l'ammoniaque ambiant 
augmente, jusqu'à 1 mg N .NB]II, tandi s qu'e lle diminue entre 1 e t 10 mgN.NH]1I (Chen el Lin, 
/993). 

Chez P. II/OI/.OdOIl, l'azote ammoniacal hémolymphatique augmente quand l'azote 
amllloniacai du mil ieu augmente (Chen el Kou, / 992). Au-dessus de 10 mg Ni l, la diffusion 
de NH3 du milieu intérieur vers le m ilieu ex térieur s' in verse: l'entrée d'ammoniaque dev ient 
supéri eure il la sorti e. Dès ce seu il, la concentrati on hémolymphatique en NH] tend '1 s'égali ser 
avec le m ili eu ex téri eur. L'ion ammoniaque est considéré comme l'ion toxique du fa it de sa 
so lubilité '1 travers les branchies (Llorea., 1996). 

1.6. L ES DÉFENSES IMMUN ITA IRES 

Sur les mécani smes de défense, il reste encore beaucoup d'inconnues et l'objectif des 
reche rches actuell es du COI' est de déterminer des solutions pour retrouver une survie 
acceptable au plan économique, par la mise en élevage de crevettes moins sensibles à 
l'infec tion bactérienne . 

Chez les crustacés, les mécani smes de défense immédiats et non inductibles sont 
essentie llement à médiation cellul aire et reposent sur l'acti vité des hémocytes. Les 
mécani smes de déFense difFérés e t inductibles sont à médiati on humorale e t reposent sur la 
synthèse de d iverses protéines dont certaines sont pourvues de proprié tés anti-microbiennes. 

La description suivante des mécanis mes de dé Fense immunitaire est t irée de la 
synthèse proposée par Le Moullac el Le Grollmellee (1995). 
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/ .6./. Les défenses cellu/aires 

1.6. 1. I.Type et fonctions des hémocytes 

Les dé renses cellulaires mettent en jeu les hémocytes dont les fonctions sont en 
re lation avec le type cell ulaire. Tsiug el al ( /989) et Sagrista a/ld Du/art ( 1990) en définissent 
trois: 

- les cellules à petits granules, 

- les cellules à grands granul es , 

- les cellules hyalines qui contiennent peu de granules. 

(photographie des types hé/ll.ocylaires page ci-con.tre) 

Il reste œpellliant des incerlitudes sur les J'oncli ons dc ees types cellulaires. 

1.6. 1.2.La coagulation 

C'es t un mécani sme essenti el de dé fense des crustacés pour prévenir la perte 
d 'hélllol ymphe lors d'une blessure et pour limiter l'in vas ion par des agents pathogènes . Les 
hyal inocytes initient la coagulation de l'hémolymphe par l'intermédiaire de facteurs 

cytoplasmiques , les sérines protéases activées par des hémocytes exposés à du LPS ou des ~-
1-3 g lucans. Ces enzy mcs convcrti ssentle coagulogène en coaguline souple. 

1.6. 1.3.Le système prophénoloxydase 

Le fonctionnement du système prophénoloxydase a é té expliqué par jo/zal!sson. et 
Soderhiill, ( 1989). 

II s'agit d'un système enzymat ique de défense contenu dans les cellules granuleuses 
e t semi-granuleuses. Il permet la fabrication de mélanine entraînant la cicatrisation et possède 
une activité fongistaLique (il est donc souvent associé aux blessures et aux infections). 
L'enzyme clé de la synthèse du pigment mélanine est la phénol oxydase, qui est présente dans 
l'hémolymphe à l'é tat inactif de pro-enzyme : la prophénoloxydase (proPO). La proPO est 

activée par des cellules microbiennes dont les parois contiennent des ~-1-3 glucans, des 
lipopolysacc harides (LPS) ou les peptidoglycanes des bactéries gram - et gram +. Il a 
également é té observé que ces composants stimulaient plusieurs réactions de défense 
cellulaire dont la phagocytose, la formation de nodules, J'encapsulation et la locomotion des 
hé mocytes. 

L'importance du système proPO dans la défense est auss i montrée par le fait que 
certains pal"asites ont déve loppé des moyens pour se soustrai re à ce système ou pour inhiber 
son activation . 

Pour l'instan t, sept protéines as::;oeiées au systè me proPO ont été mises en évidence. 

L'enzy me active (c'est-i1-dire la phénol oxydase) oxyde les noyau x phénoliques en 
quinones qui se polyméri sent en mé lanine (de façon non enzymatique). La proPO est el le
même activée par une enzyme d'activation qui est une protéase de type sérine (ppA). Chez les 

c rustacés, la ppA est activée par les ~- 1-3 gluc<lns ou par des LPS (par un mécanisme encore 

inconnu). Dans le plasma, il ex iste deux protéases inhibitrices (a2-macroglobuline et tryps ine 

inhibitri ce) pouvant bloqucr la ppA et donc l'activation de la proPO. 
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La phénoloxydase même ne stimule pas la phagocytose ou l'encapsulation chez les 
cru stacés. 

1.6.2. Les déf enses 11011 cellulaires 

Les insectes et certains invertébrés marins possèdent un sys tème de défense non 
cellulaire synthéti sé lors d'infections ou blessures. Chez les insectes supérieurs, plusieurs 
familles cie peptides antibactéri ens à large spectre d'acti vité leur permettent de combattre les 
agress ions bactéri ennes. En ce qui concerne les crustacés, les connaissances dans ce domaine 
res tent encore lil11itées. Des ac tiv ités bactéri cides ont été observées chez quelques crustacés 
(Evans et al., 196). Une inhibition de la cro issance bactérienne a été mise en év idence dans 
l'hémolymphe chez P. val'll/ c1I1I.ei (Rodriguez, 1994), cependant aucune molécule n'a encore été 
cantcté ri sée chez Ics pénéides. 

1.6.3. Les mécanismes de défell se des crustacés face à une illfection 

Face il une infection, on assiste à une activation du système proPO et une baisse du 
nombre d'hémocytes circul ants chez l'écrev isse (Cerenius et al., 1991, PerssOH et al. , 1987) . 
Chez le crabe Carcinus l1l11enaS infecté par Baeil/us eereus et Moraxella sp. et chez Cal/cer 
irroratus infec té par Vibrio, le nombre d'hémocytes ci rculant chute de 90%, par le fa it de 
l'encapsulatioll de ces bactéri es par les hémocytes. Les nodules ainsi formés sont piégés 
principalement dans les branchies et dans une moindre mesure le sinus cardiaque et 
l'hépatopancréas. Le retour à la normale s'établ it après 24 heures (SII/ ilh and Ratcliff, 1980a, 
1980b, Newman and FeI!g, /982). Chez Sicyol/. Îa il/genlis infecté par Bacillus cerell.\', 
Aerococcus viridwls, Pseudoll1ona.\' fluorescens et Vibrio alginolyticus, on retrouve le même 
modèle de réaction c'est-à-dire une chute du nombre d'hémocytes qu i sont mobilisés arin 
d'é liminer les bactéri es de l'hémolymphe (Martin et al., /993) ainsi que chez P. /II o1/.odon 
infecté par l'ibrio algùwlyticu,\' (A da/ll .\', / 991). 
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2. MATERIEL ET METHODES 

Pour les expériences menées sur l'ammoniaque comme sur l'oxygène, le protocole 
suivant a été retenu : dans un premier temps stress de 24 heures avec contrôle des paramètres 
immunitaires, puis un stress de 24 heures sui vi d'une in fecti on bactérienne expérimentale . 

2. 1. INTOXICATION À L'AMMONIAQUE 

2.1.1. Protocole expérimental (schéma page ci-contre) 

Les animaux ont été pêchés à l'épervier dans les bassins d 'élevage à fond de terre du 
COP. li s ont été rapidement transportés à l' unité écophys iologie au moyen de bailles de 50 
litres. 

Pour toutes les expériences concernant l'ammoniaque, le poids moyen des crevettes 
était de 18 g ± 0,55. Elles ont été triées en fonction de leur stade de mue (seuls les stades C 
ont é té retenus) el transférées dans les bacs de 60 litres de la salle expérimentale. Les bacs 
avaient été remplis avec de l'eau de mer (salinité : 37 %o, pH : 8, T : 28°C) et équipés de 
systèmes d'oxygénation. L'eau n'a pas été renouvelée pendant toute la durée du stress. 

Le stress ~t l' ammoniaque a été réali sé en exposant les animaux ~t d ifférentes 
concentrations d'ammoniaque, en ajoutant directement à l'eau des bacs du chlorure 
d'ammonium, NH4CI, sous forme solide. 

Concentration en mg N.NH:/ 1 0 1 1,5 2 2,5 3 

Qté NH4CI dissoute en g 0 3,55 5,34 7 ,1 2 8,9 10,68 

Tableau 1 : Concentrations d'ammoniaque testées lors des expériences 

Une gamme progressive de concentrations a été testée pour mettre en évidence la 
présence éventuelle de paliers et donc d'effets dose. La dose de 3 mg N.NH3/l représente une 
concen tration sub-létale pour cette espèce (Cochard et al., 1996a). Chaque dose a été 
a ppliquée su r des trip licats de 10 c revettes. Le risque d' introduire une effe t bac a é té é liminé 
en testant des témoins (dose 0). 

Les crevettes n'ont pas été alimentées pendant les 24 heures qu'a duré le test afin 
d'év iter une augmentation importante de la concentration en ammoniaque des bacs ainsi 
qu'une augmentation de la press ion osmotique qui ne serait pas due au stress (Cochard et al., 
1996b). 

Les dosages de l'ammoniaque ont été vérifiés à t=O et t=24 heures sur l'eau des bacs 
expérimentaux. 

2.1.2. Dosage de l'azote ammoniacal 

La méthode décri te ci-dessous mesure la totalité de l'azote ammoniacal, soit N.NH3 
cl N.NJ-1/. Il s'agit de la méthode Komll{f ( 1969). C'est une appli cation à l'eau de mer de la 
méthode de Berthe lot. 

2 C6H50 - + NH3 + 3 CLo· ~ ·o=C6H4-N=N-C6Hs0- + 2 H20 + HO- + 3 CL-
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Dans till premier le mps, l'ammoniaque forme une monochloraminc avec le 
dichloroi socyanurate de potass ium. Celte dernière réagit en présence de phénol avec un excès 
de chlore pour don ner le bleu d'indophénol , absorbant à 630 111n, en présence d'un catalyseur, 
le nitroprussiate de sodium, à pH basique. La précipitation des ions alcalino-terreux de l'eau 
de mer à pH é levé de la réaction est évitée par la complexation à l'aide de citrate de sod ium 
(Aminot, Chaussepied, 1983). 

2.1.2. l.Les réactifs 

Le réactif 1 est une solution de phénolni troprussiate . Pour obtenir un demi-litre de 
réactif, il faut dissoudre 17,5 g de phénol, 1,6 g de nitroprussiate qsp 500 ml d'eau distillée. 

Le réactif 2 est une solution alcaline d'hypoch lorite. Pour obtenir un demi-litre de 
réactif, il faut dissoudre 140 g de citrate trissod ique, 11 g de soude, 2,3 g d'acide 
dichlorocyanurique déshydraté, du sel de sod ium qsp 500 ml d'eau di stillée. 

Une so lution mère de sulfate d'ammonium à 100 ppm est préparée en séchant 
pendant 1 heure, à l10°C du sulfate d'ammonium de pureté analytique (NH4) 2S04 et en en 
dissolvant 471,4 mg dans un litre d'eau disti llée. 

Une solution fil le, donnant une solution d'azote à 10 mg/1, est préparée par dilution 
au Ill 0 de la solution mère. E lle permettra de réali ser une gamme d'étalonnage allant de 0,05 
ppm à 0,5 ppm. 

2. 1.2.2.Mode opératoire 

Sur une plaque de microtitration, l'échantillon de 280 !JI d'eau à doser est mélangé à 
50 pl de réactif 1; puis 50 !JI du réacti f 2 sont ajoutés. 

La plaque est placée 2 heures à 1 'étuve à 60°C. 

La lecture se fait au moyen d'un lecteur de plaque de microtitration à la longueur 
d'onde de 630 nm et par rapport à de l'eau de mer vieillie . La moyenne des différents 
répli cats lus est comparée à la gamme d'étalonnage (les échanti llons d 'eau à doser, qui sont 
très concentrés en ammoniaque, seront donc préalab lement dilués pour pouvoir les comparer à 
la gamme). 

2.1.2.3.Calcul de la concentration en NHJ 

L'ammonium (NH/) et l'ammoniaque (NI-13) sont liés en so lution par l 'équilibre: 

NH3 + H+ ~ NH/ avec la constante d'équi libre k 1 

Une relation entre k 1, la salinité (S) et la température absolue T (en kelvin) a été 
établie par Johansson et Wedborg ( 1980) : 

log k1=- 0,467 + 0,0013*S + 2 887,9*(1ff) 

Le pourcentage d'ammoniaque par rapport à l'azote ammoniacal total est: 

% NI-13= 100/[l+exp(log k1-pH)] 

Les tables de Johansson et Wedborg donnent dans le cas présent la valeur du taux de 

S= 37 %o 

T = 28°C 

pH= 8 

Il 
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Le calcul de la concentration en NHJ s'clTcctuc selon: 

[NH J]= 0,0644*[NH/ + N HJl 

2.2. STRESS l'AR IlYPOXIE 

Le protocole expérimental (schéma page ci-colltre) su ivi pour le stress hypoxique est 
semblable à celui utilisé pour le stress à l'ammoniaque . Cependant, la méthode est plus 
s imple, car le stress n'a porté que sur deux concentrations: un tau x d'oxygène en saturation à 
e nviro n 6 ppm (nonnox ie) dés igné comme concentrati on témoin e t un taux à 1 ppm d'oxygène 
(hypox ie), connu pour ê tre une valeur stressante pour l'animal (A QUA COP, données /lOI! 

publiées). Deux jours avant le stress et pendant toute la durée du stress, les animaux n'olll pas 
été alimentés de façon à év iter des variations de la pression osmotique non dues au stress. 

Pour ces expéri ences, les crevClles avaiclllun poids moycn dc 12.3g ± 0,45. Elles ont 
é té placées dans des bacs sans renouvellement d 'eau. Chacun des bacs est re lié à un f iltre 
biologique constitué de pièces de corai l préparé au moins deux semaines avan t les expériences 
(Char/llall/ier et al., /992- / 993). Le niveau d 'oxygène désiré est obtenu par la consommation 
de l'oxygène par les bactéries aérobies du filtre et par la respirat ion dcs crevettes . Les bacs 
d' ex périmc ntation sont rcrmés a rin d' éliminer toute réoxygénation par diffusion de l'air 
ambiant. Le taux d 'oxygène souhait é est atteint de façon progressive. Dès que le taux 
d 'oxygène atteint la valeur de 0,09 ppm , un oxymètre dont la sonde est placée sur le c ircuit 
reliant le bac d 'élevage au nitre biologique déclenche le ronctionne ment d'une pompc " air 
assurant l'oxygénation du milieu. Ce fonctionnement est interrompu dès que le taux 
d'oxygène atteint 1, Ippm. 

2 .3. CONTRÔLE DE LA PRESS tON OSMOTtOUE (schéma page suivwlte) 

2.3.1. Les prélèvements d 'hémolymplte 

Les prélèvements des 200 f.ti d'hémolymphe o nt été réalisés au niveau du s inus 
ventral de la crevette, à l'aide d 'une seringue stéril e de 1 ml. Un volume de la f.l1 étai t réservé 
à la mesure de la pression osmotique et 150 f.l1 au comptage hémocytai re et au dosage de 
l'acti vi té phé noloxydase. L'hémolymphe était déposée sur une su rface propre de Pararilm® 
pu is rep ri se à la pipette automatique. 

2.3.2. Mesure de la pression osmotique 

La press ion osmotique de l' hémolymphe a été mesurée à l'aide d'un osmomètre: 
"Yapor Pressure Osmometer 5500" (marque WESCOR). La mesure est basée sur la 
détermination de l'abaissement de la tension de vapeur d 'une solution par rapport à la tension 
de vapeur du solvant. Après une hausse de température permettant la vaporisation du liquide, 
la baisse de température pcrmet sa condensation au point de rosée. L'appare il roumit 
directe me nt la pression osmotique du liquide introduit dans l'os1l101l1è tre. Avant chaque 
utili sati on de l'apparei l, un étalonnage é tait réalisé '1 l'aide de deux échantillons standards à 
290 mos mo l/kg et 1000 mosmol/kg. La mesure se fait en plaçant 10 f.l1 d'échantillon 
d'hémolymphe dans une chambre étanche de l'appareil dont le plafond est muni d'un 
thermocouple. L'appareil déclenche automatiqucment un cycle de mcsurc. Certaines 
précautions doivent être prises car le thermocouple peut ê tre faci lcmcnt contaminé lors du 
dosage entraînant une e rreur de mesure importante. Les échantillons doivent ê tre déposés 
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rapidement et proprement sur le disque en papier dans l'osmomètre afin d'éviter leur 
évaporation et la coagulation de l'hémolymphe. E nfin , il faut veiller à bien nettoyer l'appareil 
après chaque mesure (Fichet, 1993). 

La capacité osmorégu latrice es t mesurée par la valeur de la press ion osmotique de 
l'hémo lymphe car la PO elu mili eu ne varie pas. Toute augmentation de la pression osmotique 
correspond à une diminution de la capacité osmorégulatrice de l'animal. 

Les prélèvements d 'hémolymphe et les mesures de pression osmotique ont été 
réalisés dès la fin des 24 heures de stress (à l'ammoniaque comme à l'oxygène). 

2.4. LA MESURE DES DEFENSES IMMUNITAIRES 

2.4.1. Les comptages hémocytaires totaux et différentiels 

Les cellules de l'hémolymphe ont été fixées pour subir une identification selon 
Cornick et Stewart (1978) : 150 f.d d'hémolymphe étaient placés dans un tube eppenclorf 
conlenant 150 p 1 d 'une so lution anticoagulante (trisoclium citrate 30mM, NaCI 338mM, 
EDTA 1 OmM, glucose 115mM). Deux variantes de solution anticoagulante (SA) ont élé 
utilisées : 

- SA à pH=4.6 (pH ajusté par de l'acide citrique 26 mM) avec 10% de formol 
pour le comptage hé mocytaire différentiel ; 

- SA à pH=7 (pH ajusté par une solution de NaOH l N) pour le comptage 
hémocytaire total et pour le dosage de l'activité phénoloxyclase. 

Q ue lques microlitres elu mélange hémolymphe+SA étaient placés sur des cellules de 
Malassez, recouverts d'une lamelle et observés au microscope au grossissement 400. 

2.4.2. Dosage de l'activité phénoloxydase 

L'activité phénoloxyclase des hémocytes est mesurée par spectrophotométrie en 
enregistrant la formation de clopachrome de L.DOPA (L.clihydrophénylalanine). Le dosage de 
l'activité phénoloxydase est basé sur une réaction enzymatique entre l'enzyme phénoloxyclase 
et la L.clopamine. Le produit de cette réacti on est coloré, constitué par les quinones. 

L'hémolymphe restant des comptages était mélangée à 200 f..ll de SA pH=7 et 
centrifugée à 700 g, pendant 5 min, à 5°C. Le surnageant était éliminé et Je culot repris clans 
200 f..ll de cacodylate tampon (sodium cacodylate 10 mM, CaCI2 100 mM, pH=7). 

On prépare une solution de zymosan dans du cacodylate ( 1 mg de zymosan pour 1 ml 
de cacodylate). Ce zymosan est centrifugé à 2000 g, pendant 7 min. Le surnageant sera utilisé 
comme déclencheur de l'exocytose du système prophénoloxydase. 

Les suspensions cellulaires, obtenues précédemment, sont incubées clans un volume 
égal de zymosan, pendant 1 heure, à température ambiante. 

Après incubation, le mé lange est centri fugé à 700 g, pendant 2 min et 60 fll du 
surnageant sont placés clans les puits d'une p laque de microtitration. 

25 f..ll de L.DOPA sont ajoutés (préparation extemporanée à 4 mg/ml clans un tampon 
cacodylate). 

Après 10 minutes, 300 pl de cacodylate tampon sont de nouveau ajoutés. La mesure 
de densité optique se fait à 490 nm au lecteur de plaques de microtitration . 
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2.5. LES INFECfiONS BACTERIENNES EXPÉRIMENTALES 

2.5.1. Milieu de culture 

Le milieu de culture utilisé pour la croissance des souches bactériennes est le milieu 
de Zobell. Ce milieu, sous forme liquide ou gélosé, est spécifique des bactéries marines 
halophiles. 

Le milieu de Zobell est préparé comme suit: 

Peser: 1 g de levure 

4 g de peptone 

J 1 d'eau de Lewis (Lewis base: 234 g de NaC1, 15 g de KCI , 12 g de 
MgS04, ?H20, 1,5 g de CaC12 anhydre, QSP 1000 ml d'eau di stillée 
que l'on dilue à 10 % avec de l' eau distillée) 

Le mélange est ensuite tamponné à pH 7.4. 

La solution est répartie dans des tubes de 5 ml puis autoclavée à l20°C pendant 20 
minutes. 

Pour le milieu gélosé, 15 g d'agar sont ajoutés ~~ un li tre de milieu liquide avant la 
stérili sation à l'autoclave. Le mi lieu gélosé est ensuite coulé sur des boîtes de pétri, à raison de 
15 ml par boîte . 

Une co lonie isolée de la souche AM 23 était prélevée d'une boîte de pétri contenant 
du milieu de Zobell solide et placée sur le mi lieu de Zobell liquide. Après obtention d 'une 
première pousse, 1 ml de la cu lture obtenue précédemment était introduit dans un erlenmeyer 
contenant 200 ml de milieu de Zobell liquide stérile. La cul ture étai t maintenue en étuve à 25-
270C pendant 16 à 24 heures avant son utilisation . 

2.5.2. Détermination de la dose bactérienne pour la balnéation 

Pour la balnéation, la dose de suspension bactérienne voulue est directement versée 
dans des bailles contenant au préalable 10 1 d' eau de mer. 

La dose et la durée d'infection n'ont pas toujours été identiques lors de toutes nos 
expéri ences. G lobalement, trois modèles ont été utilisés: 

-dose 105 cfu/ml pour une balnéation d'une heure, 

-close 105 cfu/ml pour une balnéation de deux heures, 

- close 104 cfu/ml pour une balnéation de deu x heures. 

2.5.3. La balnéation 

Slrcss ft l' ammoniaque : A la fin de la période de stress, les animaux étaient bagués 
(bagues de couleur fixées sur le pédoncule oculaire) et rapidement transportés dans les bailles 
de la salle d'infecti on de l ' unité pathologie. Il s subissaient alors une balnéation de 2 heures 
pendant lesque ls les baill es étaient oxygénées par bullage. Trois doses d ' ammoniaque ont été 
testées en infeclion expérimentale, à savoir 0, 1,5 et 3 mg de N.NH3/ml. 

14 



1 

1 

1 J Bacs infectés par la bactérie AM 23: 11 Bacs non infectés ~ar la bactérie AM 23: 

5 crevelles non stressées 5 crevettes non stressées 

5 crevettes stressées à 1.5 mg N .NH3/I 5 cre veltes stressées à 1 .5 mg N .NH3/1 

5 crevettes stressées à 3 mg N.NH3/I 5 crevettes stressées à 3 mg N.NH3/1 

Stress par hypox ie :Le protocole utili sé pour ce stress est différent de celui utilisé 
pour l' ammoniaque. Le stress a été réali sé sur 30 crevettes tandis qu'en parallèle 30 autres 
crevettes ont été mises en normoxie. Ce type de démarche a été choisi pour augmenter la 
pui ssance expérimentale de cette expérience. E n effet, l' infection expérimentale n'a été 
réalisée qu ' une fois pour le stress par hypox ie. Toutes les crevettes ont subi l'infection. Le 
manque de te mps ne nous a pas permis de réali ser des bacs non infectés. 

8 bacs infectés par la bactérie AM 23 : 

4 bacs : 7-8 crevettes en normoxie (environ 
6.5 ppm) 

4 bacs : 7-8 creveltes en hypoxie (environ 
1- 1.5 ppm) 

Après la balnéation, les animaux étaient transférés dans des bacs oxygenes. La 
mortal ité a été sui vie sur 5 jours pendant lesquels les animaux on t été de nouveau alimentés. 

2.6. ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS 

La tai lle des échantillons nécessaire pour obten ir des tests significatifs a été 
déterminée grâce au logiciel ST ATGRAPHICS. 

Toutes les données ont été traitées statistiquement à l'aide du logiciel STATVIEW 
4.02. Une analyse de variance et un test a posteriori (test PLSD de Fisher) ont été effectués 
pour montrer l'ex istence ou non d'une différence significative entre les données. 

Pour les tests à l'ammoniaque et à l'hypoxie, une ANOVA à un facteur a été réalisée 
sur la pression osmotique, les comptages hémocytaires totaux et différentiels e t la proPO. 

Pour les infections expérimentales concernant l' ammoniaque, une ANOVA à deux 
facteu rs a été e ffectuée, les facteurs étant d'une part la dose d 'ammoniaque et d'autre part 

l'infection. 

Pour l' infection expérimen tale concernant l'oxygène, un test X2 
a été effectué dans la 

mesure oi:t seul ement deux traitements ont été testés. 

Tous nos graphiques sont présentés avec des erreurs standards. 
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3. RESULTATS 

3.1. EXPÉRIENCES RÉALISÉES SUR L'AMMONIAQUE 

3.1.1. Vérifications préliminaires 

3. l.l. l .Relation entre les concentrations théoriques et les concentrations 
réelles 

Les manipulations, l'évaporation ont pu modifier significativement les concentrations 
en ammoniaque de 1 'eau. Il importait donc de vérifier les concentrations effectives dans les 
bacs expérimentaux. 

La re lation entre les valeurs théoriques et les valeurs effectivement mesurées au bout 
de 24 heures a été étudiée sur 29 dosages. Une régression simple donne un coefficient de 
corrélation R2 de 0.9792. La pente de la droite de régression est de 1.0328. Ce résultat 
supérieur ~l 1 montre que les concentrations mesurées à t=24 étaient supérieures aux 
concentrations théoriques souhaitées. Cependant, 1' analyse statistique montre gue la pente ne 
diffère pas s ignificativement de 1 (intervalle de confiance de la pente : [0,973-1 ,092]), nous 
pouvons donc considérer qu'i l n'y a pas de différence significative entre les concentrations 
théoriques et les concentrations réelles . 

D 'autre part, il est bon de noter que les concentrations des bacs témoins n'étaient pas 
nul les puisque la va leur de p pour le terme constant est s ignificative (0,004 1 ). 

RELATION ENTRE LES CONCENTRATIONS 
THEORIQUES ET REELLES 

4 -

"' 
3,5 • 

~ 
Qi 3 
·~ 

"' 2,5 
c: 

.Q 2 
iü ... 
ë 1,5 
Ill 

y= 1,0328x + 0,1677 0 
c: 
0 R2 = 0,9792 
() 

0,5 

0 

0 0,5 1,5 2 2,5 3 3,5 

Concentrations théoriques en mg N.NH3/I 

f-igure 3 : Relation entre les concentrations en ammoniaque souhaitées elles concentrations réelles. 

3. 1. 1.2.Relation entre les concentrations à t=O et à t=24 heures 

De la même façon , une régression linéaire simple a été réalisée sur des couples de 
concentrations (concentration à t=O, concentration à t=24), obtenus à partir de 23 dosages. 

Nous avons obtenu un coeffi cient de corrélation R2 de 0.9734 et une pente de 
régression de 0.9749. Ces résultats montrent gue les concentrations ont évolué au cours du 
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stress, ccci pouvant s'expliquer par l'ex istence de mortalités dans certains bacs ains i que par 
1 'excré tion azotée des c revettes. 

Cependant, la pente ne di ITère pas s igni ficativement de 1, cette évolution n 'est donc 
pas signifi cati ve. Nous estimerons donc que les concentrations en ammoniaque ne varient pas 
durant les 24 heures d 'exposition. 

..,. 
N 

.1! 
·CG 
c: 

.Q 

~ 
ë 
QI 
0 
c: 
0 
0 

EVOLUTION DE LA CONCENTRATION EN 
N.NH3 DANS LES BACS 

4 

3,5 . 

3 .. 

2,5 . 

2 

1,5 

1 . 

0,5 . 

0 -

0 2 

y= 0,9749x + 0,1 721 

R2 = 0,9734 

3 

Concentration à t=O en mg N.NH3/I 

4 

F igure 4 : Evolution de la concentration en ammoniaque des bacs au cours des 24 heures 

3. 1. 1.3.Echantillonnage 

Chaque close d'ammoniaque a é té appliquée su r des duplicats de dix crevettes. 
Cependant, il est à noter que Je nombre de crevettes testées est inférieur au nombre de 
crevettes to ta l. En effe t, des mortalités par cannibalisme ont parfo is é té observées, dues au fait 
que les an imaux n'étaie nt pas a li mentés. 

Dose d'ammoniaque PO THC ProPO 

0 mg N.NH3/I 19 19 19 

1 mg N.NH3/ J 18 16 17 

1.5 mg N.NH3/ I 19 18 14 

2 mg N.NH3/J 15 14 14 

2.5 mg N .NH3/I 16 16 15 

3 mg N .NH3/I 18 18 12 

Tableau 2 : Nombre d'animaux lestés par dose e t par paramètre 

3.1.2. Influence de l'ammoniaque sur la pression. osmotique 

Les résul tats statistiques (tableau 3) montrent une augmentation significative de la 
pression osmotique de l'hémolymphe des crevettes avec la dose d'ammoniaque (p<O,OOO 1). 
Cette augmentation de la pression osmotique indique par conséquent que les crevettes é taient 
s tressées par J'ammoniaque. 
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Somme des carrés 1 Carré moyen 1 Valeur de F 1 Valeur de p 1 

88643,444 17728,689 20,992 <,0001 

83611,890 844,565 

Tableau 3 : Résultat de l'analyse de variance de la pression osmotique des crevelles stressées par 
l ' ammoniaque. 

930 

920 

910 

900 

890 

880 

870 

860 

850 

840 

830 

Pression osmotique 
en mosmol/kg 

820 ~--~------~------~------~------~------~--
0,0 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 

Dose d'ammoniaque en mg N.NH3/I 

Figure 5 : Evolution de la pression osmotique en fonction de la dose d'ammoniaque 

3.1.3. Influence de l'ammoniaque sur les hémocytes totaux 

L' analyse de variance (tableau 4) met en évidence un effet significatif des 
traitements. Le test a posteriori (PLSD) (tableau 5) montre qu'à 3 mg N.NH3/J Je nombre 
d ' hémocytes to taux est inférieur à tous les autres. 

Le nombre d ' hémocytes totaux des témoins est significati vement inférieur à celui 
observé à 1 mg/1. 

DDL Somme des carrés Carré moyen Valeur de F Valeur de p 

1 traitement 5 51342,629 10268,526 7 ,646 <,0001 

1 Résidus 95 127576,282 1342,908 

Tableau 4 : Résultat de l'analyse de variance pour les hémocytes totaux des crevelles stréssées par 
l 'ammoniaque 
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Nombre de cellules par mm3 

26000 

24000 

22000 

20000 

18000 

16000 

14000 

12000 

10000 

8000 

0,0 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 

Dose d'ammoniaque en mg N.NH3/I 

Figure 6 : Evolution du nombre d'hémocytes totaux en fonction de la dose d'ammoniaque 

Ecart moyen 

0,0, 1,0 -25,122 

0,0, 1,5 -22,351 

0,0, 2,0 -11,470 

0,0, 2,5 -14,747 

0,0, 3,0 40,260 
1 ,0, 1,5 2,771 

1,0, 2,0 13,652 

1,0, 2,5 10,375 
1,0, 3,0 65,382 

1,5, 2,0 10,881 

1,5, 2,5 7,604 

1 ,5, 3,0 62,611 

2,0, 2,5 -3,277 

2,0, 3,0 51,730 

2,5, 3,0 55,007 

Ecart critique 

24,685 

23,929 

25,624 

24,685 

23,929 

24,997 

26,624 

25,721 
24,997 

25,925 

24,997 

24,250 

26,624 

25,925 

24,997 

Valeur de p 

,0462 

,0668 

,3764 

,2386 

,0012 

,8263 

,3113 

,4253 
<,0001 

,4068 

,5473 

<,0001 

,8075 

,0001 

<,0001 

s 

s 

s 

s 

s 
s 

Tableau 5 : PLSD de Fisher pour les hémocytes totaux, niveau de signification 5% 

3.1.4. Influence de l'ammoniaque sur l 'activité de la phénoloxydase 

Les analyses statistiques (tableau 6) ne montrent pas de variation significative de 
l' activité phénoloxydase en fonction de la dose d ' ammoniaque. 
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DOL 1 Somme des carrés 1 Carré moyen 1 Valeur de F 1 Valeur de p 1 

5 ,043 8,544E-3 1,741 ,1336 

,427 4,906E-3 

Tableau 6 Résultat de I'ANOVA de l'acti vité de la phénoloxydase des crevettes stressées par 
1 'amoniaq ue 

Moyenne de densité optique 

0,0 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 

Dose d'ammoniaque en mg N.NH3/1 

Figure 7: Evolution de l'activi té phénoloxydase en fonction de la dose d 'ammoniaque 

3.1.5. Influence de l'ammoniaque sur les différents types hémocytaires 

L'absence de variation s ignificative de l'activité de la phénoloxydase nous a conduit 
~l réaliser une expérience de comptage différentiel. En effet, il semblait intéressant de vo ir si 
un type hémocytaire était plus particu lièrement touché par un stress à l'ammoniaque. 

Seules les doses 0, 1.5 et 3 mg N.NH3/l ont été testées, chacune sur 10 crevettes. 

Les résu ltats statistiques (tableau 7) confirment une diminution significative des 
hémocytes totaux. La différence est significative entre les doses (0- 1.5) et (0-3), mais pas 
entre les doses ( 1.5-3). 

Le comptage des différents types hémocytai res indique une baisse significative du 
nombre de cellules hyalines avec la dose d'ammoniaque. Par contre, si le nombre de LOC et 
SOC diminue, cette baisse n'es t pas s ignificative. 

20 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 

1 
1 

Hémocytes Cellules à grands Cellules semi- Cellules hyalines 
totaux (THC) granules granuleuses (HC) 

(LGC) (SGC) 

Valeur du F 7,595 0,676 0,886 7,064 

Valeur de p 0,0028 0,5179 0,4255 0,0039 

significatif non significatif non significatif significatif 

Tableau 7 : Réstùtat de l'analyse statistique (ANOV A) pour chacun des types hémocytaires 

('t') 35000 
E 
E 30000 
'-cu 
a. 25000 • THC 
(/) 
Cl) • HC 
:::l 20000 
Cl) • SGC 
(J 15000 
Cl) • LGC 

"C 
10000 Cl) 

'- I I .0 
I E 5000 

0 
z 

0 -= ... 
0 1,5 3 

Dose d'ammoniaque en mg N.NH3/I 

Fi aure 8 : Evolution des différents types hémocytaires en fonction de la dose d'ammoniaque 

3.1.4. Stress à l 'ammoniaque suivi d'tme infection expérimentale 

Deux expériences d'infection ont été réalisées, uniquement sur les doses 0, 1.5 et 3 
mg N.NH3/l. 

Lors de la première expérience, l'infection a été effectuée par une balnéation d'une 
heure à la dose de 2.105 cfu/ml. 
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infection 

% de mortal ité 

infect Ninfect 

Dose NH3 
mg/1 

D o,o 
~ 1,5 

Ill 3,0 

Figure 9 : % de mortalité au cinquième jour en fonction des deux facteurs dose d'ammoniaque el 

Les résultats montrent des mortalités sensiblement équi valen tes pour les bacs infectés 
comme pour les non infectés. Cette expérience a seulement permis d'enregistrer des mortalités 
dues au stress et non à 1' infection. On observe alors un effet dose, à savoir une mortalité 
croissante avec la dose d'ammoniaque. 

L'absence de résultats concernant l ' infection peut s'expliquer par le caractère 
aléatoire de la viru lence de la bactérie ou par un temps de contact trop faible entre les 
crevettes et la bactérie. 

Pour cela, une autre expérience a été effectuée en deux temps avec une balnéation de 
deux heures et toujours à la dose de 2. 105 cfu/ml. Les résultats ont été cumulés. 

Les résultats stati stiques présentés dans le tableau 8 ont été obtenus à partir d'une 
ANOV A plan factoriel réalisée sur les pourcentages de mortalité transformés en valeur 
arcs inus. Cette transformation mathématique des proportions permet de linéariser la variance. 
Elle est nécessaire pour étendre la zone de validité des résultats. On passe ainsi d ' une gamme 
de validité de [25%-75%] à [5%-95%]. 

DoseNH3 

lnfexp 

DoseNH3 • lnfexp 

Résidus 

DOL S 

2 

1 

2 

6 

omme d es carres c 
,087 

1,857 

9,212E-3 

,156 

arre moyen V I d F VI d a eur e a eur ep 

,044 1,674 ,2644 

1,857 71,316 ,0002 

4,606E-3 ,177 ,8421 

,026 

Tableau 8 : ANOVA à deux facteurs pour la deuxième expérience d' infection 
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Transformée arcsinus des 

pourcentages de mortalité 

infect Ninfect 

Dose N.NH3 
en mg/1 
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D 1,s 

~ 3,0 

Figure 10 : Valeur ai·csi nus des% de mortalité au cinquième jour en tenant compte des deux facteurs 

L' ANOVA à deux facteurs montre un effet significatif de l' infection, mais aucun 
effet significatif de la dose d'ammoniaque comme de l' interaction stress-infection. Chez les 
crevettes non infectées, les résultats confirment ceux obtenus lors de la première balnéation, 
c'est-à-dire une mortali té croissante avec la dose d 'ammoniaque (figure JO). Chez les 
crevettes infectées, on observe plus de 80% de mortalité au bout de 5 jours et ce pour toutes 
les doses. L'effet dose semble nettement moins marqué chez les infectées. On peut néanmoins 
constater une mortalité légèrement plus é levée chez les animaux stressés à la dose 3 mg. Les 
mortal ités sont sensiblement équivalentes entre les doses 0 et l.5 mg. 

L'erreur standard est importante pour les résultats concernant les animaux non 
infectés et stressés à 3 mg/1. Ceci s 'explique par l'obtention de pourcentages de mortalité très 
différents lors des deux parties de l'expérience : au cours de la première partie, on a obtenu 50 
o/o de mortalité contre 9,9 %au cours de la deuxième partie. 

3.2. EXPÉRIENCES RÉALISÉES SUR L'OXYGÈNE 

3.2.1. Echantillonnage 

Les expéri ences ont porté sur des triplicats de 10 crevettes, mais, là encore le nombre 
de crevettes testées est inférieur au nombre total de crevettes. 

Traitement PO THC proPO 

hypoxie 28 22 22 

normoxie 30 26 28 

Tableau 9 : Nombre d'animaux testés par traitement et par paramètre 
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Les crevettes choisies pour cette expérience ont un poids moyen inférieur à celui 
utilisé pour l'intoxication à l'ammoniaque afin d'obtenir une meilleure réponse au stress. 

3.2.2. Influence du taux d'oxygèue sur la pression osmotique 

Les analyses statistiques (tableau 1 0) montrent une augmentation très significative de 
la pression osmotique de l'hémolymphe des crevettes mises en hypoxie par rapport aux 
crevettes témoins. Celles-ci ont clone bien subi un stress. 

DDL Somme des carrés Carré moyen Valeur de F Valeur de p 

traitement 

Résidus 

1 

56 

47843,974 

63598,095 

47843,974 42,128 

1135,680 

Tableau 1 0 : Résultat de l' ANOV A de la pression osmotique des crevettes en hypoxie 

Pression osmotique 
mosmol/kg 

870 

860 

850 

840 

830 

820 

810 

800 

790 
1 ppm 6,5 ppm 

<,0001 

Taux d'oxygène 

Figure Il : Evolution de la pression osmotique en fonction du taux d'oxygène 

3.2.3. Influence du taux d'oxygène sur les hémocytes totaux 

On enregistre une diminution du nombre d' hémocytes des crevettes stressées par 
rapport aux témoins. Cette baisse n'apparaît pas significative lors de l'analyse statistique 
(valeur de p: 8.7%). 

24 



1 

traitement 

Résidus 

DOL Somme des carrés 

1 4254,548 

46 64031 '11 9 

Carré moyen Valeur de F Valeur de p 

4254,548 3,056 ,0871 

1391,981 

Tableau J 1 : Résultat de l' ANOVA pour les hémocytes totaux des crevettes mises en hypoxie 

18000 

17000 

16000 

15000 

14000 

13000 

12000 

11 000 

Nombre de cellules par mm3 

1 ppm 6,5 ppm 

Taux d'oxygène 

Figure 12: Evolution du nombre cl ' hémocytes totaux en fonc tion du taux d'oxygène 

De plus, on peut noter que le nombre d'animaux testés pour ce paramètre est très 
inférieur au nombre lota! d'animaux. Ceci s'explique, outre par quelques mortalités, par des 
di fficu ltés de prélèvements de l' hémolymphe étant donné la petite taille des crevettes. 

3.2.4. Influence du taux d'oxygène sur l 'activité de la phénoloxydase 

L 'activité de la phénoloxydase est significati vement diminuée chez les animaux en 
hypoxie (p: 1,36 %). 

traitement 

Résidus 

DOL S 

1 

48 

omme d es carres c 
,038 

,278 

arre moyen VI d F VI d a eur e a eur ep 

,038 6,564 ,0136 

5,799E-3 

Tableau 12 : Résultat de l' ANOVA de l 'activité phénoloxydase des crevettes en hypoxie 
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Moyenne de 
densité optique 

,2 

,19 

,18 

,17 

,16 

,15 

,14 

,13 

,12 

,11 

,1 
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Taux d'oxygène 

Figure 13: Evolu tion de l'acti vité phéno loxydase en ronction du taux d'oxygène 

3.2.5. Stress par hypoxie suivi d'une infection expérimentale 

L'infection expérimentale par balnéation a cette fois été réali sée à la dose de 104 

cfu/ml pendant 2 heures. 

Traitement Nombre d 'animaux testés Nombre de mortes % de mortalité 

Normoxie 29 14 48 

Hypox ie 30 18 60 

x2 observé : 0,83 

x2 théorique : 3,84 Test non significatif 

1 ddl 

a.= 0,05 

Tableau 13 : Résultats du test l pour le stress hypox ique suivi d' une infection expérimentale 

Le résultat (tableau 13) montre que la DLSO (dose létale e ntraînant 50 % de 
mortalité) est approchée pour les aimaux non stressés. 

Cependant, un test x2 ne met pas en év idence une différence significative due au 

stress. 

Il est donc impossi ble de conclure, compte-tenu du dispositif expérimental mis en 
place, à une augmentation de la mortalité lorsqu' il y a eu stress hypoxique. 
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4. DISCUSSION 

Tout d'abord, nous noterons que nous avons pris en compte l' influence des stress dus 
aux différentes manipulations: pêche, tri des stades de mue, transfert dans les bacs 
d'expérimentation par la mise en place systématique de bacs témoins (dose 0 d'ammoniaque, 
taux d'oxygène en saturation). Ceci a permis de comparer les résultats obtenus sur des 
animaux stressés, à ceux obtenus sur des animaux non stressés mais ayant subi · Ies mêmes 
conditions de manipulation. 

INFLUEN CE Dil L'AZOTE AMMONIACAL ET DE L'OXYGÈNE SUR LA PRESSION 

OSMOTIQUE 

L'objectif de la mesure de la pression osmotique était de vérifier qu'il y avait bien eu 
stress. 

L'ensemble de nos résultats conFirme ceux précédemment acquis au COP. En effet, 
l' augmentation sign ificative de la pression osmotique de l' hémolymphe des crevettes avec la 
concentration en ammoniaque montre que P. slylirosiris sub it un stress lors d'une intoxication 
de 24 heures à l'ammoniaque. 11 ex iste un effet dose, la pression osmotique augmentant 
corrélati vement avec la concentration en azote ammoniacal. Plus la dose est importante, plus 
les désordres physio log iques subis par la crevette sont importants. 

De même, un stress hypoxique provoque des modifications de la pression osmotique 
des crevettes. Un stress hypox ique de 24 heures engendre un mauvais état physiologique des 
animaux, ces résultats confirmant ceux obtenus par AQUACOP et al. ( 1992) e t Channantier 
el al. ( 1993). 

INFLUENCE DE L'AZOTE AMMONIACAL ET DU TAUX D'OXYGÈNE SUR LES DÉFENSES 

IMM UNITA IRES 

A notre connaissance, aucune étude n'avait été réalisée auparavant sur les 
conséquences des facteurs environnementaux, et notamment l'ammoniaque et l'oxygène, sur 
les défenses immunitaires des crevettes. Nous ne disposons donc d'aucun résultat nous 
permettant de compare r ceux que nous avons acqu is. 

* lnfluence de l'azote ammoniacal et du tau x d'oxygène sur les hémocytes totaux: 

Un premier résultat montre une augmentation significati ve du nombre d'hémocytcs 
to taux alors que les crevettes ne sont stressées qu'à 1 mg N.NHJ/1. Ceci pourrait indiquer un 
effet s timulant de l'ammoniaque su r la production d' hémocytes par les ti ssus 
hémato poïéti q ues. 

Les résultats montrent une diminution très significative de la résistance des creveltes 
au-delà de 2.5 mg N.NHJ/I (proche des doses létales) (Cochard el al., /996). 

Un stress hypoxique induit une baisse du nombre d'hémocytes totaux mais cette 
diminution n ' étant pas significative, on ne peut pas conclure à une altération de ce niveau de 

défense. 
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'" Inrluence de l'azote am moniaca l ct du taux d 'oxygène sur le système 
prophénoloxydase e t les di rférents types hé lllocy taires : 

Les résultats obtenus ne nous permettent pas de concl ure à une affection de l 'activité 
de l' enzyme phénoloxydase lors d'un stress ammoniaca l. Une intoxication à l' ammoniaque ne 
semble pas altérer ce niveau de défense. 

A l'i ssue du comptage différentiel , on observe une chute s ignifi cati ve du nombre de 
cellu les hyalines par rapport aux cellules à grands granules e t semi-granuleuses . 

On peut donc accepter l' hypoth èse selon laquelle les cellules hyalines sont plus 
pa rticuli èrement touchées par une intoxication à l'ammoniaque. 

Deux conclusions peuvent ê tre tirées de cette première expérience: 

- un effet stimulant de l'ammoniaque sur les cellules hyalines lo rsqu ' il est présent 
dans le mi lieu à de faibles doses (conclusion restan t cependant à vérifier). 

- un effet toxique de l'ammoniaque sur ces mêmes cellules lo rsqu ' il attei nt de fortes 
concentrations. En effet, les ce llules hyali nes di sparaissent. Deux hypothèses peu vent être 
é mises afin d' ex pliquer cette di sparition: so it leur tUIll-over est ralenti voire stoppé, soit ces 
ce llules sont mobilisées dans des organes de type branchies, coeur, glande digestive (SII/ifh 
and RafclijJe, 1980). Chez Sicyonia ingerllis, les cell ules hyal ines sont les cellules ayant la 
plus faible acti vi té mitotique parmi les différents types cellulaires recensés chez ce crustacé 
(Hose et al., 1992). En revanche, chez cette même espèce, l'activité mitotique des cellules 
granuleuses est plus élevée. On peut do nc penser que les crevettes, en compensant leur faible 
nombre de granulocytes par un index mitotique plus élevé, privilégient les défenses liées à ces 
ce llules par rapport à la coagulation des cellules hyalines, dans le cas d'une intoxication à 
l' ammo n iaque. 

L'activi té de l'enzyme phénoloxydase est affectée par un stress hypoxique. Dans ce 
cas, les cellules à grands granules et les cellules semi-granuleuses pourraient ê tre les 
hémocytes touchés en priorité par ce type de stress. Or les LGC et les SGC sont moins 
nombreuses en proportion par rapport aux cellules hyalines. Ceci pourrait expliquer la baisse 
non s ignificative des hémocytes totaux. La diminution du nombre d'hémocytes to taux pourrait 
n'être due qu 'à une diminution du nombre de LGC et de SGc. 

Cette hypothèse reste à véri fier par un comptage hémocytaire différentiel. 

EFFETS CONJUGUÉS D'UN STlillSS ET D'UNE INFECTION EXPÉRIMENTALE SUR LA 
MORTALITÉ 

Au cours de ces expériences, nous avons rencontré plusieurs problèmes concernant le 
modèle d ' infection. E n effet, si la balnéation constitue le modèle d'infection le plus approprié 
pour les expér iences menées au COP, il reste encore beaucoup d'incertitudes. Notamment, 
aucune durée de balnéation, ni close de suspension bactérienne optimales à appliquer n 'ont 
encore pu être déterm inées de façon définitive. Le vibrio AM 23 a une croissance variabl e e t 
les comptages bactériens restent relati vement imprécis. Dans ces conditi ons, il a souvent été 
imposs ible de répéter les expéri ences dans les mêmes circonstances. 

A l'issue de toutes les expériences que nous avons réal isées, il semble que le mei lleur 
modèle soit atteint à la dose de 104 cfu/ml pour une durée de balnéation de deux heures. De 
ce tte façon , on obt ient un eFfet certain de l'i nfecti on e t une mortalité qui n' est pas trop rapide. 
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L'objecli r de ces expcllc lICCS 6ta it de Icsler l' illteracl ioll cll irc UII racleur 
cllvirollnemental (dans notre cas l' ammoniaque ct l'oxygène) et l'inrcction , et d 'observer s i 
des animaux stressés su rvivaient moi ns bien II une infection que des animaux non stressés. 

Comple-tenu du dispos itif ex périmental mis ~ notre disposition , il nous a été 
impossible de déceler une interacti on signilïcative entre le stress (qu 'i l soi t ll l'ammoniaque 
comme à l'oxygène) et l' infection . Actucllement, il nous est donc impossible d'affirmer qu ' un 
stress, dG à un de ces racteurs environ nementau x, favorise une aggravat ion de l'état cie 
l' ail i 111 a 1 en présence d' u ne in fection bactéricnne. 

Cependant, il est possible d 'augmenter la puissance expérimentale (augmentati on du 
nombre de réplicats) afin d'atteindre la significativité. A partir des résu ltats obtenus lors de la 
deuxième expérience (expérience en deux parties) de balnéation am moniaque, nous avons 
calcu lé le nombre de réplicats (un réplicat correspond à un bac) nécessaires pour mettre e n 
évidence une dirférence de 10 % des pourcentages de mortal ité (cf annexe: Calcul du 
Hombre de réplicats). 

Sur la base de l'écart-type moyen rencontré au cours de ces expériences, il serait 
nécessaire de réali ser 19 réplicats pour mettre en évidence une augmentation de 10 % de la 
mortalité consécutive aux balnéations des an imaux stressés (cf a/Ulexe). 

Cette valeur es t assez élevée mais le protoco le est toutefois poss ible à mettre en 
oeuvre. Si on prend les valeurs extrêmes des écart-types relevés lors de l' expérience à savoir 
0,089 et 0,218, il faudrai t respecti vement 7 et 42 réplicats par traitement. 11 est totalement 
im poss ible de meUre en place une ex périence avec 42 réplicats. 

Les expériences de stress+infection pourraient donc abou tir si l'on augmente de 
façon conséquente le nombre de rép licats. Il est éga lement possible d'augmenter le nombre 
d'animaux par rép li cal. Cependant, tant qu'un modèle de balnéation stable n'aura pas été 
défin i, il semble illusoire d'espérer obtenir des résu ltats fiab les sur les taux de mortalité. 
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CONCLUSION 

Nous avons montré au cours de cette étude que les capacités de défense de la crevette 
Penaeus stylirostris sont modifiées à l' issue d'un stress environnemental. Les paramètres 
immunitaires mesurés chez P. stylirostris diminuent lors d'une intoxication de 24 heu res à 
1 'ammoniaque ou d'un stress hypoxique de 24 heures. 

Dans le cas d'un stress ammoniacal, la capacité osmorégulatrice diminue, montrant 
que l'an imal a des difficultés à s'adapter à son environnement. Un comptage hémocytaire a 
ensuite montré que le niveau de défense altéré était les cellules hyalines. 

De la même façon, nous avons montré, toujours par la mesure de la pression 
osmotique de l'hémolymphe, qu'un stress hypoxique entraîne une dégradation de l' état 
phys iologique de l'animal. Contrairement à l'ammoniaque, l' hypoxie affecte particulièrement 
le fonctionnement du système prophénoloxydase. 

Il sera intéressant de tester les effets de ces mêmes stress sur d 'autres ni veaux de 
défense tels que la capaci té de phagocytose, mesurée par Je niveau du métabolisme oxydatif 
intracellulaire, ou encore l' activité antibactérienne de l'hémolymphe (défense humorale). 

U n des objectifs principaux de ce travail était également de modéliser en enceinte 
confinée l'effet conjugué de chacun des deux stress cités et d'une infection expérimentale par 
le vibrio AM 23; ces deux faits étant observés ensemble durant les épisodes de mortalité chez 
les crevettes en Nouvel le-Calédonie. Nous n'avons pu mettre en évidence aucune corrélation 
significative entre ces deux facteurs (ammoniaque comme oxygène) à l'aide de nos dispositifs 
expérimentaux. 

Il conviendra de déterminer définitivement (autant que cela puisse être possible 
compte-tenu du caractère aléatoire de la virulence du vibrio) les paramètres de la balnéation, 
afin d 'obtenir une in fection bactérienne expérimentale reproductible. ll faudra ensuite 
re nouveler les expériences à partir des propositions émises au cours de la discussion. 
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ANNEXE 
Détem1ination du nombre de réplicats nécessaires pour mettre en évidence une 

différence de 10 % de la mortalité consécutive à l'infection d'animaux stressés. 

Expérimenta ti on % de mortalité Valeur arcsinus Valeur arcsinus Ecart-type 
moyens des % de de l'ecart-type moyen 

mortalité 

1ère partie, 84,43 1,1 78 0,12 

infectés 

2ème partie, 9 1,8 1,305 0,157 0,146 
non infectés 

1ère partie, 27,5 0,535 0,2 18 

infectés 

2ème partie, 13,5 0,373 0,089 

non infectés 

Détermination de l'écart-type moyen 

% de mortalité Valeur arcsinus 

Hypothèse nulle 50 0,79 

Hypothèse alternative 60 0,89 

a (ri sque de 1ère espèce) 0,05 

~ (risque de 2ème espèce) 0,1 

Ecart-type en arcsinus Nombre de réplicats 

Minimum observé 0,089 7 

Moyenne 0, 146 19 

Maximum observé 0,2 18 42 

Détermination du nombre de répl icats par STATGRAPH 
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