
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quels sont les impacts des microplastiques sur le système 

immunitaire des larves de poisson-zèbre (Danio rerio) ? 
 

 

 

   PIETTE Mathilde 

 

 

 

Mémoire présenté en vue de l’obtention du diplôme  

de Master en Biologie des Organismes et Écologie  

 

 

 

Promoteurs : Professeur P. Kestemont (URBE – UNamur) 

                     Docteure V. Cornet (URBE – UNamur) 

 

 

 

 

Année scolaire 2021-2022 



 1 

Abstract  
 
Microplastics (MPs) are pollutants that are currently the subject of much debate about their 

presence and potential toxicity in the environment. They are widely found in all types of 

ecosystems and a large number of studies on the subject have shown that MPs are capable of 

being ingested and/or filtered by organisms.  

In this thesis, we focused on the effects of MPs on the immune system of larval zebrafish (Danio 

rerio) before and after exposure to a bacterial challenge. To do this, the larvae were exposed to 

two concentrations (100 and 1000µg/L) of 5µm polystyrene (PS) microbeads before (0-4dpf) 

and after mouth opening (4-8dpf and 0-8dpf). Then, a bacterial challenge (Aeromonas 

Salmonicida achromogenes) was carried out at 8 dpf on half of the larvae, knowing that, in the 

environment, additives and bacteria can adhere to the surface of these MPs. This challenge is 

performed in order to stimulate the immune system of the zebrafish larvae. The results indicated 

that, firstly, the survival of zebrafish larvae was greater when exposed to 0-4 dpf MPs with or 

without pathogenic bacteria. Secondly, it appears that exposure to PMs after mouth opening 

causes an increase in the expression of genes related to apoptosis (bcl2), immunity (il1ß, nfkb) 

and the activity of enzymes related to detoxification (GST) and metabolism (LDH). When a 

bacterial challenge is added to stimulate the immune system showing increased expression of 

an immune gene (mpo) in larvae exposed to 1000µg/L of 4-8dpf and a detoxification gene (cat) 

in larvae exposed to 1000µg/L of 0-8dpf. However, a gene involved in the establishment of the 

microbiota (fiaf) saw its expression decrease when exposed to 100µg/L. All these results 

showed that MPs, whether or not associated with bacteria, induced oxidative stress of varying 

degrees capable of damaging fish tissue. This damage caused either by stress or by lesions 

linked to the ingestion of the MPs causes inflammation and/or infection, thus activating the 

various detoxification mechanisms and the innate immunity of the larvae. Finally, the 

normalized fold change of gene expression was calculated to determine the impact of the 

presence of pathogenic bacteria on the different systems. The latter did indeed show that the 

bacterium stimulated the immune system and metabolism of zebrafish larvae by increasing the 

expression of certain genes (nfkb, il1ß and hk1) in larvae that had been exposed to 0-4 dpf MPs. 

This would reveal the presence of MPs on the surface of the larvae causing skin lesions and 

allowing the entry of bacteria into the body.  
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Résumé 
 
Les microplastiques (MPs) sont des polluants qui font actuellement l’objet de nombreux débats 

à propos de leur présence et de leur toxicité potentielle dans l’environnement. Ils sont largement 

retrouvés dans tous les types d’écosystèmes et un grand nombre d’études sur le sujet a mis en 

évidence que les MPs étaient capables d’être ingérés et/ou filtrés par les organismes.  

Dans ce mémoire, nous nous sommes focalisés sur les effets des MPs sur le système 

immunitaire des larves de poisson-zèbre (Danio rerio) avant et après l’exposition à un challenge 

bactérien. Pour cela, les larves ont été exposées à deux concentrations (100 et 1000µg/L) de 

microbilles de polystyrène (PS) de 5 µm avant (0-4jpf) et après l’ouverture de la bouche (4-

8jpf et 0-8jpf). Puis, un challenge bactérien (Aeromonas Salmonicida achromogenes) a été 

réalisé à 8jpf sur la moitié des larves, sachant que, dans l’environnement, des additifs et des 

bactéries peuvent adhérer à la surface de ces MPs. Ce challenge est réalisé dans le but de 

stimuler le système immunitaire des larves de poisson-zèbre. Les résultats ont indiqué que, 

d’abord, la survie des larves de poisson-zèbre était plus grande lors d’une exposition aux MPs 

de 0-4jpf associée ou non à une bactérie pathogène. Ensuite, il semblerait que l’exposition aux 

MPs après l’ouverture de la bouche cause une augmentation de l’expression des gènes liés à 

l’apoptose (bcl2), à l’immunité (il1ß, nfkb) et de l’activité d’enzymes liés à la détoxification 

(GST) et au métabolisme (LDH). Lorsqu’un challenge bactérien est ajouté afin de stimuler le 

système immunitaire montrant ainsi l’augmentation de l’expression d’un gène immunitaire 

(mpo) chez les larves exposées à 1000µg/L de 4-8jpf et d’un gène de détoxification (cat) chez 

les larves exposées à 1000µg/L de 0-8jpf. Cependant, un gène impliqué dans la mise en place 

du microbiote (fiaf) voit son expression diminuer lors d’une exposition à 100µg/L. Tous ces 

résultats ont permis de mettre en évidence que les MPs associés ou non à une bactérie 

induisaient un stress oxydatif plus ou moins important capable d’endommager les tissus des 

poissons. Ces dommages causés soit par le stress soit par les lésions liées à l’ingestion des MPs 

causent une inflammation et/ou une infection activant ainsi les différents mécanismes de 

détoxification et l’immunité innée des larves. Enfin, le fold change normalisé de l’expression 

des gènes a été calculé afin de déterminer l’impact de la présence d’une bactérie pathogène sur 

les différents systèmes. Ces derniers ont montré effectivement que la bactérie stimulait le 

système immunitaire et le métabolisme des larves de poisson-zèbre en augmentant l’expression 

de certains gènes (nfkb, il1ß et hk1) chez les larves ayant été exposé aux MPs de 0-4jpf. Cela 

permettrait de mettre en évidence la présence de MPs à la surface des larves causant ainsi des 

lésions cutanées et permettant l’entrée des bactéries dans l’organisme.  
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1 Introduction 
 

1.1 La pollution 
 

 Depuis que l’Homme est sur la Terre, celle-ci a subi de nombreux changements, la 

population induite par l’Homme ne cesse d’augmenter (Figure 1) et a doublé au cours du dernier 

siècle (Finley 2020). Pour subvenir aux besoins de la population, il a fallu détruire beaucoup 

d’écosystèmes pour les remplacer par des cultures, des habitations, des magasins, etc. 

(Finlayson 2018; Windsor et al. 2019). 

Un des changements principaux auquel est soumise la planète est celui de la pollution 

sous toutes ses formes car elle peut être par exemple organique, chimique, thermique, 

lumineuse (Lavers et Bond 2017; Potters 2013). Ce phénomène, avec les changements des 

habitats naturels, voit ses impacts sur l’environnement augmenter rapidement. De ce fait, les 

différents types de pollutions se trouvent au cœur de nombreux débats tentant de trouver des 

solutions afin de diminuer leurs effets qui menacent la biodiversité terrestre et aquatique 

(Millennium Ecosystem Assessment (Program) 2005).  

 

Figure 1 : Graphique représentant les prédictions de l'augmentation de la population mondiale à partir de 1950 jusqu'en 2100 
(Finley 2020). 
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1.2 La pollution plastique 
 

 Le type de pollution qui préoccupe de plus en plus la communauté scientifique est celui 

de la pollution plastique (Andrady 2011; Sharma et Chatterjee 2017). En effet, par l’utilisation 

quotidienne de plastique, les industries et la société ne cessent d’augmenter leur demande en 

plastique entrainant un accroissement de la production d’environ 10 millions de tonnes 

supplémentaires entre 2018 et 2019 (Figure 2) (« Plastics - The facts » 2020). En 2019, 368 

millions de tonnes de plastique ont été produites dans le monde alors qu’en 2010, 270 millions 

de tonnes étaient produites (Andrady 2011; Sharma et Chatterjee 2017). 

Puisque l’espèce humaine est à l’origine de ces déchets, certains scientifiques 

s’entendent pour dire que ce sont des marqueurs concernant l’ère de l’Anthropocène dont les 

géologues parlent de plus en plus souvent (Geyer, Jambeck, et Law 2017). En effet, les 

plastiques sont utilisés à diverses fins tels que les emballages de nourritures et de boissons 

(Andrady 2011; « Plastics - The facts » 2020). A eux seuls, ils représentent environ 146 millions 

de tonnes de plastique par an (Figure 3) et pratiquement la même quantité se retrouve dans les 

déchets car ces emballages en plastique ne sont utilisés qu’un court instant avant d’être jetés 

(Ritchie et Roser 2018). Un cinquième des plastiques produits sont destinés au secteur de la 

construction (Figure 3). Les industries textile et cosmétique emploient, elles aussi, des 

plastiques mais dans de moindre proportion. Pourtant, il s’agit d’une des principales sources de 

contamination des eaux (Andrady 2011; Lavers et Bond 2017; Ritchie et Roser 2018). 

Figure 2 : Quantité de plastique produite mondialement en 2018 et 2019 indiquant une augmentation d'environ 
10 millions de tonnes (« Plastics - The facts » 2020). 



 7 

 Une raison de cette grande utilisation de plastiques est le fait que ce soit un matériel 

bon marché. Ils sont également très légers et très résistants dans le temps (Andrady 2011; Foley 

et al. 2018; Ritchie et Roser 2018). Leur dégradation est lente et dépend du type, ou du mélange, 

de polymères utilisés pour la fabrication du plastique, citons notamment : le caoutchouc (CTR), 

le polychlorure de vinyle (PVC), le polystyrène (PS), le polypropylène (PP), le polyéthylène 

téréphtalate (PET). Pour les emballages, les plastiques s’avèrent être un assemblage de PE 

(polyéthylène), PP et PET alors que dans la construction, le polymère le plus utilisé est le PVC 

(Capolupo et al. 2020; Geyer, Jambeck, et Law 2017; Windsor et al. 2019). 

 

Après leur utilisation, les plastiques peuvent être traités de trois façons : le recyclage, 

l’incinération ou le stockage dans des décharges (Figure 4)(Geyer, Jambeck, et Law 2017; 

« Plastics - The facts » 2020). Dans le cas de l’incinération (pyrolyse), il y a un certain coût au 

niveau de l’environnement à cause des émissions de gaz à effet de serre que cela entraine. Mais 

l’énergie dégagée par cette dégradation thermique peut être utilisée, ou non, afin de produire 

de l’électricité. Lorsque les plastiques sont placés dans des décharges, ils s’accumulent et sont 

soumis aux évènements météorologiques et aux UVs (Geyer, Jambeck, et Law 2017; Sharma 

et Chatterjee 2017). La décomposition des matériaux en plastique prend des années une fois 

dans l’environnement. Leur dégradation peut se faire alors via différents processus physiques, 

chimiques et biologiques (biodégradation à l’aide de micro-organismes), par la lumière 

Figure 3 : Quantité de plastique utilisée dans les différents secteurs industriels selon les données recensées en 2015 (Ritchie 
et Roser 2018). 



 8 

(photodégradation), par l’eau (hydrolyse), par des températures élevées (dégradation 

thermique) ou encore via l’oxydation à des températures raisonnables (Andrady 2011). Les 

débris de plastiques sont alors fragilisés contribuant à leur morcellement en fragments plus 

petits et plus légers facilitant ainsi leur transport atmosphérique, c’est-à-dire par les airs. Ce 

type de transport peut s’effectuer sur de grandes distances et constitue une des voies par 

lesquelles les plastiques finissent dans l’environnement. Ces polluants pénètrent tant les 

écosystèmes terrestres qu’aquatiques par différents canaux notamment via les cours d’eau, les 

eaux profondes, les eaux de ruissellement et les glaciers (Rochman et Hoellein 2020; Windsor 

et al. 2019).  Dans les milieux aquatiques, les déchets de plastique s’accumulent au niveau des 

gyres en raison de leur propriété de flottabilité, et ce, peu importe leur taille. Les gyres sont des 

endroits où les courants marins se rejoignent et environ 268 000 tonnes de plastiques s’y 

trouvent alors qu’environ 10 millions de tonnes de plastiques se trouvent dans les écosystèmes 

marins (Eriksen et al. 2014; Lavers et Bond 2017; Sharma et Chatterjee 2017). Une étude de 

Bucknall (2020) a montré qu’environ 1,4 à 3,6% des plastiques produit annuellement terminent 

au niveau des océans, échappant donc au recyclage ou à l’incinération. 

 

  

Figure 4 : Les trois techniques de gestion des déchets plastiques : le recyclage, l'incinération et mise en décharge. Les chiffres 
sur l'image représentent les quantités en millions de tonnes (Geyer et al. 2017). 
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1.3 Les microplastiques 
 

1.3.1 Généralités  
 

Il existe différents types de plastiques caractérisés par leur taille : macroplastiques 

(supérieures à 1m), mésoplastiques (entre 2,5 et 5cm), microplastiques (inférieures à 5mm) et 

nanoplastiques (inférieures à 1µm ou 100nm). La gamme de taille des nanoplastiques est 

néanmoins fortement discutée (Capolupo et al. 2020; Windsor et al. 2019).  

 

Dans le cadre de cette recherche, ce sont les microplastiques (MPs) qui seront abordés 

car étant donné leur abondance actuelle, leurs impacts sur les organismes vivants, ils se 

retrouvent au cœur de nombreuses études. Ces MPs sont issus de secteurs terrestres car ils 

étaient utilisés dans les produits cosmétiques et de lessive, actuellement interdits. Ils 

correspondent également aux constituants de base utilisés dans des matériaux ou objets de 

grande taille (pneus ou fibres textiles) ou aux particules venant des poussières émises par les 

usines. Ce sont les MPs primaires et ils représentent 15% de la quantité totale de plastique 

finissant dans le milieu aquatique. De plus, les MPs peuvent provenir de la dégradation de 

macroplastiques via des phénomènes naturels (intempéries) ou via des différents mécanismes 

décrits ci-dessus. Ce sont les MPs secondaires. En général, ils ont une taille légèrement plus 

grande que les MPs primaires et proviennent des déchets contenus dans une décharge ou dans 

l’environnement (Boucher et Friot 2020; Laskar et Kumar 2019; Lassen et al. 2015; Lehtiniemi 

et al. 2018). Dans le milieu naturel, les MPs produits peuvent avoir plusieurs formes telles que 

des billes, des fibres ou des fragments, les fibres étant la forme la plus répandue (Bucci, Tulio, 

et Rochman 2020; de Sá et al. 2018). 

 

Comme pour tous les plastiques, les MPs sont composés d’un seul ou de plusieurs 

polymères (Capolupo et al. 2020). Certaines études, comme celles menées par Franzellitti et al. 

(2019), Capolupo et al. (2020) et Jovanović (2017), ont démontré que des substances toxiques 

appelées additifs peuvent adhérer aux MPs, bien qu’ils ne soient pas systématiquement fixés à 

ces derniers. Ils peuvent passer d’un plastique à un autre ou rester libres dans l’environnement. 

Des exemples d’additifs sont les bisphénols A, les polychlorobiphényles (PCBs), le 

dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) (Jin et al. 2018; Sharma et Chatterjee 2017). Ces 

composés sont donc, avec les MPs, au centre de beaucoup de recherches laborantines dont 

celles citées ci-dessus pour lesquelles, il est essentiel de considérer toutes leurs caractéristiques 
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afin que ce soit le plus réaliste possible. Cela signifie qu’il faut savoir le type de MPs et/ou 

d’additifs, la composition des MPs, leurs concentrations et leurs temps d’exposition (Bucci, 

Tulio, et Rochman 2020). En effet, nous pouvons retrouver des additifs dans différentes étapes 

du cycle du plastique tel qu’au cours de la production, afin de les rendre plus résistants, plus 

flexibles par exemple (Franzellitti et al. 2019). Dans la plupart des études incluant ces composés 

chimiques, les chercheurs tentent de mettre en évidence les impacts physiologiques sur la 

biodiversité. Par exemple, une étude menée sur le bisphénol A par Oehlmann et al. (2009) a 

montré que l’exposition des organismes aquatiques à ce composé cause des dérèglements au 

niveau endocrinien impactant aussi la reproduction, la croissance, le système immunitaire et 

l’expression génique comme cela a été mis en évidence dans l’étude de DeCourten et al. (2020). 

 

1.3.2 Accumulation des MPs dans l’environnement 
 

Ces MPs peuvent, par leurs petites tailles, finir dans l’environnement qu’il soit terrestre, 

aquatique ou aérien sachant qu’ils sont produits essentiellement sur terre. Les différentes voies 

par lesquelles ils pénètrent l’environnement ont déjà été abordées plus haut et elles laissaient 

apparaitre un nouveau concept : le cycle du plastique (Figure 5). Celui-ci peut être mis en 

parallèle des cycles biogéochimiques (eau, carbones, azote, phosphore) étant des notions 

essentielles en écologie. En effet, ces cycles reprennent les différents chemins qu’empruntent 

les éléments chimiques pour se disperser dans l’environnement ainsi que pour se façonner. Par 

conséquent, le cycle du plastique reprend les différentes voies employées par ce matériau depuis 

sa production jusqu’à son accumulation dans l’environnement (Rillig et Lehmann 2020; 

Windsor et al. 2019).  

Figure 5 : Moyens de transports (flèches) du plastique permettant ainsi la translocation de ce matériau synthétique dans les 
différents écosystèmes (D'après Li et al. 2020). 
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D’après des études (de Souza Machado et al. 2018; Rillig et Lehmann 2020) portant sur 

ce cycle du plastique, les scientifiques semblent s’accorder en disant que l’écosystème terrestre 

est le premier écosystème où les MPs s’accumulent car ils sont produits sur Terre. De plus, ils 

ont mis en évidence que les principaux moyens de transport de ces MPs se font via les airs 

(vents) et via les eaux (ruissellement, eaux usagées, vagues, etc.). En effet, il semblerait que 

33% de la pollution viennent de l’atmosphère et 44% venant de la terre sont transportés par les 

eaux, alors que seulement 12% de la pollution vient des eaux maritimes (Potters 2013). Grâce 

à ces types de transports, les microdébris de plastiques peuvent parcourir plusieurs mètres voire 

des kilomètres et passer d’un écosystème à l’autre (Rochman et Hoellein 2020; Windsor et al. 

2019).  

 

Néanmoins, une fois dans les océans, ces MPs vont soit avoir une densité inférieure à 

celle de l’eau de mer, donc ils restent en surface et peuvent ainsi être emportés par les courants 

marins ; soit leur densité est plus importante et ils finissent dans le fond des océans (Boucher 

et Friot 2020). Il semble néanmoins important de notifier que de moins en moins de MPs se 

trouvent à la surface au cours du temps, ce qui pourrait être dû à la présence de micro-

organismes ou d’algues sur la surface des MPs les faisant couler. Une autre possibilité serait 

qu’ils se soient dégradés à cause de leur exposition constante aux UVs, leur ingestion par des 

organismes aquatiques ou encore par la biodégradation (Andrady 2011; Eriksen et al. 2014). 

Cela permettrait d’expliquer leur élimination ou leur réduction en des tailles plus infimes les 

rendant donc inaccessibles aux divers moyens de dépollutions existants dans les milieux 

aquatiques (Eriksen et al. 2014). Nous pouvons donc mettre en évidence que le taux d’altération 

des plastiques dépend de leur taille mais aussi de l’endroit où ils se trouvent car ce taux diffère 

selon le fait qu’ils soient sur la plage, dans le fond ou à la surface des océans (Andrady 2011; 

Rochman et Hoellein 2020; Windsor et al. 2019). 

 

D’autres systèmes participent à ce cycle du plastique mais ils ne font l’objet que de peu 

d’études comme l’indiquent Windsor et al. (2019). Parmi ces derniers se trouvent tous les 

réseaux de rivières mais également les zones du monde recouvertes de glace, car ce sont des 

zones capables de retenir les MPs jusqu’à ce qu’elles se mettent à fondre. Comme pour les 

autres systèmes constituant le cycle du plastique, ceux dont nous venons de parler constituent 

un réservoir important (Rochman et Hoellein 2020; Windsor et al. 2019).  
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Pour conclure ce point traitant de l’accumulation des MPs dans l’environnement, il 

semblerait que les plastiques constituent une menace pour tous les environnements. C’est 

principalement dû au fait qu’ils ont la possibilité de se mouvoir sur de longues distances leur 

permettant ainsi de coloniser les différents milieux qu’ils soient terrestres, aquatiques ou encore 

aériens (Rillig et Lehmann 2020). Néanmoins, dans ce travail, nous allons principalement attirer 

votre attention sur l’accumulation des MPs dans les environnements aquatiques. À la suite de 

cela, il semble important d’aborder les impacts de ces plastiques sur la faune aquatique.  

 

1.3.3 Les impacts des MPs sur les organismes aquatiques 
 

1.3.3.1 Généralités 

 

Dans le milieu aquatique, les MPs sont en contact avec la faune aquatique comme les 

macroinvertébrés (Foley et al. 2018), les mollusques (von Moos, Burkhardt-Holm, et Köhler 

2012), les arthropodes (Foley et al. 2018) et les poissons (Jin et al. 2018). Les impacts causés 

par les MPs sur ces organismes sont variables et pour la plupart du temps délétères. De plus, la 

gravité des impacts est plus grande avec la diminution de la taille des MPs, car plus ils sont 

petits, plus ils diffusent dans l’entièreté du corps via le sang (Franzellitti et al. 2019; Jovanović 

2017; Raza 2018). En raison de leur grande disponibilité dans l’environnement, les MPs sont 

facilement accessibles aux animaux de la chaine trophique qui les ingèrent (Rochman et 

Hoellein 2020). 

 

Cette ingestion peut être directe ou indirecte. Nous qualifierons une ingestion de directe 

lorsque des MPs venant du milieu environnant entrent à l’intérieur des organismes aquatiques 

soit par filtration de l’eau soit par confusion avec leurs proies naturelles. Tandis qu’elle est 

considérée comme indirecte quand des individus des niveaux trophiques supérieurs mangent 

des individus des niveaux inférieurs ayant eux-mêmes ingéré des MPs (Bucci, Tulio, et 

Rochman 2020; Capolupo et al. 2020; Horton et al. 2018). Le fait qu’ils s’accumulent au sein 

de la chaine trophique correspond au phénomène de bioamplification. Ce concept ne doit pas 

être confondu avec celui de bioaccumulation correspondant à l’accumulation de polluants dans 

les tissus d’un organisme, et non au sein de la chaine trophique (Miller, Hamann, et Kroon 

2020).  
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Puis, grâce à l’attention portée aux MPs et à leurs impacts sur la biodiversité aquatique, 

il a été mis en évidence que l’ingestion de ces derniers cause des dégâts au niveau des 

principales fonctions physiologiques, c’est-à-dire les systèmes digestifs et respiratoires (Bucci, 

Tulio, et Rochman 2020; Capolupo et al. 2020). Les impacts sur ces derniers sont directs car ils 

sont en contact direct avec les MPs lors de leur entrée dans l’organisme. Ces effets directs 

peuvent, eux-mêmes, causer d’autres problèmes qui apparaissent comme indirects. Ils peuvent 

être illustrés par une réduction de la reproduction, de la croissance de l’organisme ou des 

changements au niveau du comportement, par exemple. Cependant, il semblerait qu’une grande 

partie des études disponibles, comme celles de Franzellitti et al. (2019) et de Wright, 

Thompson, et Galloway (2013), aient surtout été menées sur les mollusques, les arthropodes et 

les poissons mettant en évidence les effets néfastes de tous les MPs présents dans leur 

environnement. Pour chacun de ces organismes, certains des dommages causés par l’exposition 

aux MPs sont similaires. En effet, d’après Anagnosti et al. (2021), Eriksen et al. (2014), Foley 

et al. (2018), le blocage du tractus digestif et des branchies est le principal impact des MPs avec 

des lésions au niveau des différents tissus pour les organismes. Bien que beaucoup de ces 

impacts soient similaires entre les organismes du milieu aquatique, nous nous concentrerons 

spécifiquement sur ceux touchant les poissons.  

 

1.3.3.2 Impacts des MPs sur les poissons 

 

Les poissons sont des vertébrés aquatiques étant classifiés en deux groupes : les 

chondrichtyens comprenant les requins, les raies et les chimères, et les ostéichtyens soit les 

poissons osseux. Il est possible de trouver ces clades dans tous les environnements aquatiques 

tant en surface qu’en profondeur et tant en zone dulcicole qu’en zone marine (Flot 2018). Les 

MPs sont ingérés ou bioamplifiés à travers la chaine trophique et cela augmente avec 

l’augmentation du temps d’exposition. Cela dépend également de s’ils se trouvent à la surface 

ou dans les profondeurs des masses d’eau mais également du type de MPs. L’ingestion n’est 

pas le seul moyen d’entrée pour ces débris, bien qu’il s’agisse du principal, car ils entrent 

également par les branchies intervenant dans la respiration (Anagnosti et al. 2021; Horton et al. 

2018; Raza 2018).  

 

a. Impacts sur la respiration 
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 Comme mentionné ci-dessus, la respiration chez les poissons se fait via les branchies 

(Figure 6). C’est dans ces dernières qu’ont lieu les échanges gazeux permettant ainsi le 

renouvellement en oxygène du sang et le rejet du CO2. Cela est possible parce que les branchies 

sont composées de capillaires, en plus des lamelles branchiales. Néanmoins, les échanges de 

O2/CO2 ne sont pas les seuls à exister, il y en a beaucoup d’autres et certains de ceux-ci ont lieu 

par voie cutanée car les branchies jouent également un rôle dans l’excrétion de certains 

composés (Flot 2018; Sardet, Pisam, et Maetz  1979).  

Des études menées sur des poissons-zèbres (Jin et al. 2018) et sur Sebastes schlegelii 

(Yin et al. 2018) ont montré que lors de la respiration, les MPs peuvent passer par les opercules 

et s’agglutiner au niveau des branchies. Il est aussi possible que ceux-ci s’accumulent au niveau 

de la peau. Dans les deux cas, la respiration et les échanges gazeux sont diminués, parfois même 

de façon considérable entrainant une détresse respiratoire. Pour cela, elles ont exposé les 

organismes pendant 14 jours à des billes de PS de deux tailles et concentrations différentes pour 

l’étude de Jin et al. (2018) (0,5 et 50µm, 100 et 1000µg/L) et de 15µm à une concentration de 

106 microsphères/L pour l’étude de Yin et al. (2018). La concentration en O2 n’est alors pas 

suffisante pour assurer l’oxygénation des tissus du poisson entrainant une hypoxie. De plus, 

Yin et al. (2019) au cours d’une étude faisant suite à celle de 2018, ont mis en évidence une 

augmentation de la teneur d’ammoniac, or l’accumulation de ce composé est dangereuse et son 

excrétion demande de l’O2. Pour faire face à ces altérations que sont le manque d’O2 et 

l’augmentation de NH3, l’organisme doit utiliser plus d’énergie. Cependant, la production 

d’énergie est impactée par les MPs ne permettant pas à l’organisme de contrer ces effets ce qui 

entraine un stress oxydatif causé par le passage en condition anaérobie ainsi que le maintien de 

l’hypoxie et de la concentration élevée en NH3 menant à la mort du poisson (Yin et al. 2019). 

Figure 6 : Histologie des branchies des poissons zèbres (Danio rerio). Les branchies 
sont constituées de cartilage (C), d’une lamelle primaire (PL) et secondaire (SL), de 
capillaire (lumière du capillaire, Ca) et de cellules épithéliales (Arman 2021). 



 15 

b. Impacts sur le système digestif 

 

Le deuxième système qui apparait comme étant le plus touché par les MPs dans les 

diverses recherches est celui du système digestif (Franzellitti et al. 2019). Effectivement, une 

grande partie des MPs présents dans le milieu entre dans le poisson avec sa nourriture via le 

flux d’eau passant par sa bouche. La physiologie de ce système n’est pas différente des autres 

taxa car, dans l’ordre, il y a la bouche, l’œsophage suivi de l’estomac, de l’intestin et de l’anus. 

Cependant, l’estomac n’est pas présent chez toutes les espèces de poissons ce qui signifie que 

la majorité du processus de digestion a lieu au niveau de l’intestin et non de l’estomac. C’est 

également le site principal de réabsorption des nutriments (Flot 2018; Hamza, Ostaszewska, et 

Kestemont, 2015). Du point de vue histologique, la paroi du système digestif se compose de 

quatre tuniques : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculaire et l’adventice. Par rapport au 

tractus digestif de l’humain, il est possible de mettre en évidence que les poissons ne possèdent 

pas la musculaire muqueuse se trouvant sous la muqueuse (Unamur s. d.).  

 

Plusieurs études, comme celles de Foley et al. (2018), Franzellitti et al. (2019) et Yin et 

al. (2019), ont mis en évidence qu’un impact des MPs sur le système digestif est l’accumulation 

de ces derniers formant ainsi une structure complexe et causant un élargissement de la lumière 

intestinale ce qui entraine le blocage du système digestif menant à son dysfonctionnement. Les 

études de Raza (2018) et Steer et al. (2017) ont été plus loin en démontrant que les poissons 

ayant leur intestin rempli de MPs n’étaient plus capables de se nourrir à cause de la sensation 

de satiété que cela provoque. Or, les MPs ne sont, en aucun cas, nutritifs ce qui mène le poisson 

dans un état de famine (Raza 2018; Steer et al. 2017; Wright, Thompson, et Galloway 2013). 

Le fait que le tractus digestif soit saturé active les enzymes digestives afin de digérer le contenu 

de l’intestin dans le but ensuite d’en absorber les nutriments et de produire de l’énergie. 

Cependant, Wen et al. (2018) ont mis avant que peu d’énergie était produite car les fonctions 

digestives et d’absorption ne pourront pas être effectuées convenablement vu qu’il s’agit de 

MPs. Ces impacts ont été découverts en premier lors d’études menées sur les fibres sachant que 

ce sont le type de MPs le plus fréquent dans l’environnement (Bucci, Tulio, et Rochman 2020; 

Franzellitti et al. 2019), bien que l’étude de Wen et al. (2018) ait été réalisée sur des juvéniles 

de S. aequifascius exposés pendant 30 jours à 200µg/L de bille de polyéthylène de 70-88µm.  

 

De plus, ces microfibres et les microfragments sont, de par leur forme irrégulière, les 

MPs les plus disposés à causer des lésions permettant leur passage dans la paroi intestinale et 
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altérant donc la structure de la paroi digestive. Parmi ces altérations, il y a une modification de 

la taille des microvillosités induisant par conséquent une modification de la surface 

d’absorption et de la perméabilité de la paroi (Figure 7A) (Ahrendt et al. 2020; Jovanović 2017; 

Qiao, Deng, et al. 2019).  

D’après l’étude de Ahrendt et son équipe (2020) menée sur le poisson Girella laevifrons, 

il semblerait que suite à l’ingestion de MPs, les microvillosités de l’intestin soient de plus 

petites tailles et plus gonflées. Il y a également des altérations touchant la première tunique de 

la paroi intestinale qu’est la muqueuse (Figure 7B) (Jovanović 2017). Cette dernière est, elle-

même, constituée de plusieurs couches : (1) l’épithélium comprenant les entérocytes, les goblet 

cells ou cellules caliciformes et quelques lymphocytes, (2) la lame basale et (3) le chorion ou 

lamina propria (Unamur s. d.).  

Lorsque les poissons ingèrent des MPs, des études ont démontré, notamment celles de 

Ahrendt et al. (2020), Jovanović (2017) et Qiao, Deng, et al. (2019), que les entérocytes se 

vacuolisaient, le développement du chorion était plus important et que ce dernier se décollait 

de l’épithélium. Les lésions subvenues suite à l’entrée des MPs dans le système digestif des 

poissons s’avèrent être des sites favorables au développement de pathogènes pouvant être à 

l’origine d’inflammation voire d’infection. Suite à cela, le nombre de cellules caliciformes 

augmente afin d’accroitre la sécrétion de mucus à la surface de la muqueuse de la paroi 

intestinale (Figure 7C). Ce mucus a pour rôle principal d’assurer le maintien en bonne santé de 

la muqueuse (Franzellitti et al. 2019; Jin et al. 2018). Cependant, il semblerait que cette 

sécrétion du mucus diminue fortement lorsque l’individu est exposé aux fibres par rapport à 

une exposition aux fragments et aux billes (Figure 7D) (Qiao, Deng, et al. 2019). Des cellules 

immunitaires sont également stimulées afin de produire des composés comme des interférons 

(IFN) et des cytokines (IL) pour se défendre contre les potentiels pathogènes (Franzellitti et al. 

2019; Jin et al. 2018). 
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A 

B 

C D 

Figure 7 : (A) Coupes transversales du tube digestif de Sebastes schlegelii exposé à la condition contrôle (C1), à 0,5µm 
(C2) et à 15µm (C3). Elles montrent que la taille des microvillosités diminue lorsque les poissons sont exposés à 15µm de 
polystyrène (PS) réduisant ainsi la surface d’absorption intestinale ; (B) Impacts de différents types de MPs (billes, 
fragments et fibres) sur la structure histologique du tractus intestinal du poisson-zèbres. Il y a apparition de vacuoles 
(Vac), de mastocytes (MC), de cassures au niveau de la paroi des cils (CD) ; Impacts des MPs de 0,5µm et 50µm (C) et de 
divers types (D) sur la sécrétion de mucus dans l’intestin. Dans le cas de l’image B et D, l’effet des MPs sont plus importants 
dans le cas des fibres (Jin et al. 2018 ; Qiao et al. 2019 ; Yin et al. 2019). 
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c. Impacts sur le microbiote intestinal 

 

Le système digestif est constitué, comme pour la plupart des vertébrés, d’un microbiote 

gastro-intestinal. Il s’agit d’une communauté microbienne responsable de l’établissement de la 

muqueuse et en collaboration étroite avec le mucus afin de préserver la santé de l’organisme 

ainsi que le bon déroulement de la digestion (Jin et al. 2018; Murdoch et Rawls 2019).  

Au sein du microbiote intestinal du poisson-zèbre, il est possible de trouver les différents 

embranchements suivants : Firmicutes, Proteobacteria (𝛼, 𝛽	𝑒𝑡	𝛾), Actinobacteria, 

Bacteroides, Fusobacteria (Figure 8B) (Huang et al. 2020; Jin et al. 2018; Qiao et al. 2019; 

Stephens et al. 2016). Cependant, il est possible que cette composition change selon l’espèce 

d’intérêt. Par exemple, dans l’étude menée par Huang et son équipe sur le guppy, les 

Fusobacteria n’ont pas pu être observées (Figure 8A) (Huang et al. 2020).  

Ce microbiote gastro-intestinal est également impacté négativement par l’ingestion de 

MPs. En effet, lors de l’accumulation des MPs dans les intestins, l’abondance des différents 

taxa microbiens varient par rapport à d’autres poissons n’ayant pas été exposé aux MPs, comme 

l’ont observé Huang et al. (2020), Jin et al. (2018) et Qiao et al. (2019). Ce changement au 

niveau du microbiote porte le nom de dysbiose intestinale. Pour une même espèce, il est 

possible que l’abondance des différentes communautés microbiennes lors d’une exposition aux 

MPs varie entre les différentes populations (Huang et al. 2020; Jin et al. 2018; Qiao et al. 2019). 

Effectivement, au cours de ses recherches en 2018, Jin et son équipe ont mis en évidence la 

diminution de la population des Bacteroïdes et des Proteobacteria, l’accroissement de la 

population de Firmicutes mais aucun changement significatif pour la communauté des 

Actinobacteria n’a été observé.  

Tandis que les études de Qiao, Deng, et al. (2019)  montrent une augmentation de la 

population des Proteobacteria et une diminution de celle des Actinobactéria. Ces deux 

populations semblent impacter la santé de l’organisme. Par exemple, d’une part, les 

Protéobactéries seraient des indicateurs de l’inflammation dans l’intestin. En effet, ils 

produisent des composés bactériens qui, une fois en excès, peuvent eux-mêmes altérer la 

muqueuse intestinale la rendant ainsi plus facilement perméable aux polluants tels que les MPs. 

Elles ont donc un effet délétère sur la santé des poissons. D’autre part, les Actinobactéries sont 

essentielles pour le maintien de la barrière muqueuse au niveau de l’intestin et des fonctions 

immunitaires que possèdent le mucus (Huang et al. 2020; Qiao, Deng, et al. 2019). La dysbiose 

intestinale est souvent associée à la présence d’une inflammation au niveau de l’intestin voire 

une modification de la qualité du mucus produit (Jin et al. 2018; Qiao et al. 2019). 
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d. Impacts sur le système immunitaire 

 
En causant les lésions et en perturbant le microbiote intestinal, les MPs peuvent 

perturber le système immunitaire. En effet, ces lésions provoquent des saignements pouvant 

être plus ou moins importants ce qui peut mener à l’introduction de pathogènes. Comme nous 

l’avons vu plus haut, l’introduction de pathogènes peut induire une infection et/ou une 

inflammation stimulant ainsi le système immunitaire. Ceci a notamment été mis en évidence 

par Limonta et al. (2021) et Sharifinia et al. (2020) car lors de la dysbiose intestinale, le nombre 

de leucocytes présents dans l’épithélium intestinal, tels les neutrophiles et les macrophages, a 

A 

B 

Figure 8 : (A) Changement du pourcentage de l’abondance des différentes communautés au niveau du phylum selon différentes 
conditions (Contrôle, exposition à 100 et 1000µg/L) chez le guppy ; (B) Variation de l’abondance relative des communautés 
microbiennes constituant le microbiote à différentes concentrations d’exposition (0, 100 et 1000µg/L) et à différentes tailles 
(0,5µm (A) et 50µm (B)) (Huang et al. 2020 ; Jin et al. 2018). 
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augmenté ainsi que leur dégranulation. Enfin, d’après la review de Sharifinia et al. (2020), il 

semblerait que les poissons (S.aurata) nourris avec MPs en PVC (40-150µm, 100mg/kg) 

pendant 30 jours présentent une augmentation de l’activité phagocytaire. Ceci permet 

d’expliquer l’augmentation de la quantité d’ARNm codant pour les IFN et les IL (𝛼 et 𝛽) 

(Figure 9). Elles sont produites respectivement par les cellules de l’immunité et par les 

macrophages. En outre, cette découverte a permis d’affirmer l’hypothèse selon laquelle la 

dysbiose intestinale serait associée à une inflammation intestinale (Jin et al. 2018; Limonta et 

al. 2021; Qiao et al. 2019). Afin de lutter contre cette infection, il semblerait également que 

l’activité des lysozymes ait augmenté. Or, ce ne sont pas les seuls composés qui ont vu leur 

activité augmenter, c’est aussi le cas pour les phosphatases acides (AcP) et alcalines (ALP). 

Ces dernières agissent lorsqu’un des organes dans lesquels elles se trouvent, a été impacté par 

les MPs. Il est possible de les retrouver dans divers organes tels que le foie et les reins. Donc, 

le fait qu’une augmentation de leur activité ait été observée permet de confirmer le fait que les 

MPs causent des lésions au niveau des organes (Sharifinia et al. 2020). 

En réalité, il existe que très peu d’études portant sur les impacts des MPs sur les organes 

liés à l’immunité comme l’indique l’étude de Sharifinia et al. (2020). Cependant, l’étude de 

l’équipe de Limonta réalisée en 2019 a démontré que certains gènes liés au système immunitaire 

voyaient leur expression changer lors d’une exposition à deux concentrations (100 et 1000µg/L) 

Figure 9 : Variation des niveaux relatifs d'ARNm selon les différentes concentrations d'exposition (contrôle, 100 et 1000µg/L) 
et de la taille des MPs (A : 0,5µm et B: 50µm) (Jin et al. 2018) 
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d’un mélange de MPs (50% de HDPE1 et 50% de PS) de plusieurs tailles (25, 50, 90µm) ce qui 

impacte la réponse immune, et ce, chez des poissons adultes. En d’autres termes, ils ont montré 

que les gènes impliqués dans la réponse immunitaire innée, mais aussi dans le maintien de la 

structure de l’épithélium intestinal étaient moins exprimés. D’après eux, cette diminution 

d’expression expliquerait les potentiels risques d’infections par un agent pathogène chez les 

poissons exposés aux MPs. Cela nous amène à leur seconde observation : les gènes intervenant 

dans les défenses contre des pathogènes externes sont, quant à eux, surexprimés. Parmi ces 

gènes, se trouvent ceux codant pour les MHCII (Complexe Majeur d’Histocompatibilité de 

classe II) et les cellules présentatrices des antigènes (APC) ainsi que pour le système du 

complément, bien qu’il fasse partie de l’immunité innée (Limonta et al. 2019).  

 

e. Autres impacts  

 
Toujours dans l’étude de Limonta et al. (2019), les chercheurs ont démontré que les 

gènes intervenant dans les voies métaboliques des lipides au niveau du foie étaient exprimés 

différemment. Cet élément a également été mis en évidence dans d’autres études notamment 

Jovanović (2017), Limonta et al. (2019), Sharifinia et al. (2020), Yin et al. (2018 ; 2019). En 

effet, il semblerait que certains MPs de petites tailles (inférieure à 100µm) soient capables de 

translocation à travers les membranes cellulaires pour aller rejoindre le système circulatoire ou 

lymphatique qui les transportent jusqu’à d’autres organes tel que le foie. Une fois dans le foie, 

ces microparticules de plastique causent divers effets dont le principal est la perturbation du 

métabolisme des lipides et des stérols (Bucci, Tulio, et Rochman 2020; Jovanović 2017; Yin et 

al. 2018; 2019). Il semblerait que les gènes liés à leur métabolisme soient sous-régulés menant 

ainsi à leur accumulation ou à une production moindre, telles qu’observées pour le cholestérol 

dans le foie. La faible production de cholestérol en présence de MPs peut donc mener au 

mauvais développement des larves de poissons car il intervient dans la formation des 

membranes ainsi que dans le métabolisme énergétique et lipidique (Jovanović 2017; Limonta 

et al. 2019). Au niveau du foie, il a été mis en évidence que les MPs causaient un stress 

entrainant la diminution des réserves de glycogène, l’apoptose des hépatocytes ainsi qu’un 

stress oxydatif (Jovanović 2017; Sharifinia et al. 2020; Yin et al. 2018; 2019).  

 

 
1 High-density polyethylene 
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En temps normal, une certaine quantité d’espèces réactive de l’oxygène (ROS) est 

produite par l’organisme car ces composés oxygéno-réactifs sont des messagers secondaires 

intervenant dans la mise en place des voies biologique et/ou biochimique (Hirayama, Cho, et 

Sassone-Corsi 2007; Umamaheswari, Priyadarshinee, Kadirvelu, et al. 2021). Une trop grande 

production de ces ROS semble être une des conséquences de l’exposition des MPs menant ainsi 

à un stress oxydatif (Horton et al. 2018; Jovanović 2017). Ce stress oxydatif indique à 

l’organisme qu’il doit se défendre en activant les mécanismes de défenses dont la GST et la 

catalase font partie (Santos et al. 2021; Xu et al. 2021). Cela a pour but de limiter les dommages 

cellulaires que peut causer ce stress pouvant être plus ou moins sévère. Dans le cas où les 

dommages sont trop importants, le phénomène de mort programmé sera mis en place. Il s’agit 

de l’apoptose (Pitt et al. 2018; Umamaheswari, Priyadarshinee, Kadirvelu, et al. 2021). Il 

semblerait également que les MPs, en bloquant les voies physiologiques principales (systèmes 

digestif et respiratoire), impactent l’absorption de l’oxygène. La diminution de l’absorption de 

l’oxygène ne permet pas aux poissons de produire assez d’énergie pour mener à bien ces 

activités quotidiennes, comme la nage, la chasse ce qui peut provoquer la mort de l’individu 

(Wright, Thompson, et Galloway 2013; Yin et al. 2018). 

 

 L’ingestion de MPs peut également impacter la croissance, la locomotion, la 

reproduction et donc la survie des poissons. En effet, comme nous l’avons déjà mentionné, 

l’ingestion de MPs ne permet pas de produire suffisamment d’énergie à l’organisme pour 

permettre son développement correct et la réalisation de ses activités, comme la recherche de 

nourriture, la fuite face aux prédateurs, etc. Vu le peu d’énergie produite, l’organisme de 

l’animal devra choisir à quelle fonction il devra allouer l’énergie (Foley et al. 2018; Wright, 

Thompson, et Galloway 2013). Les études menées par Yin et al. (2018; 2019) ont montré que 

les lésions causées par les MPs et leur accumulation à la surface des poissons entrainent une 

diminution de leur capacité de nage. Par conséquence, face à un prédateur le poisson présentera 

des difficultés pour fuir entrainant sa mort. D’autre part, les poissons ne sauront plus nager 

suffisamment longtemps pour trouver des proies et donc se nourrir. Cela conduira également à 

la mort de l’individu (Yin et al. 2018; 2019). 

 

En conclusion, beaucoup d’études ont été réalisées sur la menace grandissante des MPs 

et ces impacts sur la biodiversité. Il a été démontré que les MPs causent des dommages directs 

au niveau des systèmes respiratoire et digestif ainsi que des effets délétères indirects au niveau 

du système immunitaire, du foie, de la croissance, la chasse, la survie par exemple. Malgré 
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toutes ces études, les impacts sur le système immunitaire ont, pour la plupart, été découverts au 

travers de recherches sur les systèmes respiratoire ou digestif. Cela signifie qu’il y a peu voire 

aucune étude traitant des impacts sur le système immunitaire uniquement. C’est pour cela que 

dans cette étude, nous allons spécifiquement étudier les impacts des MPs, qu’ils soient direct 

ou indirect, sur le système immunitaire. 
 

1.4 Le poisson-zèbre, Danio rerio 
 

Le poisson-zèbre (Danio rerio) est une espèce de poisson couramment utilisée dans 

diverses études comme celles sur la pharmacologie ou sur la toxicologie, (Cantas et al. 2012; 

Karami et al. 2017). Cette espèce de poisson fait partie de l’ordre des Cypriniformes, expliquant 

ainsi le fait que c’est une espèces des eaux douces, et de la famille des Danionidae (Briggs 

2002; McCluskey et Braasch 2020). Il est possible de retrouver cette espèce dans les eaux 

douces de l’Inde ainsi que dans quelques régions d’Asie (Hill et al. 2005; Spence et al. 2008).  

 

Bien que ce soit un organisme modèle fortement utilisé, il semble essentiel de rappeler 

ses avantages (Briggs 2002; Spence et al. 2008).  

Le poisson-zèbre est un poisson de petite taille pour lequel il est facile de faire de 

l’élevage en condition de laboratoire. En effet, leur reproduction se fait tout au long de l’année, 

contrairement à ceux dans la nature pour lesquels ce serait apparemment plutôt saisonnier.  

Leur fécondation, quant à elle, est externe ce qui dans l’environnement naturel peut 

représenter un inconvénient car ils sont exposé aux prédateurs, mais en condition de laboratoire, 

ce type de fécondation est plus optimal due à l’absence de prédateur et à la possibilité de les 

récolter une fois la reproduction terminée (Briggs 2002; Karami et al. 2017; Spence et al. 2008; 

Spence 2011).  

En plus de cela, de l’embryon à la larve, le poisson-zèbre est transparent ce qui permet 

d’observer l’organisation interne des larves pendant le développement ainsi que ce qu’il se 

passe dans celui-ci lors de manipulation avec des composés fluorescents, par exemple (Briggs 

2002; McCluskey et Braasch 2020).  

En outre, le poisson-zèbre est un poisson se développant rapidement car à 24hpf2, il est 

déjà possible d’observer des ébauche d’organes, des battements cardiaques et les somites (Pham 

et al. 2008; Stephens et al. 2016; Wallace et Pack 2003).  

 
2 Heure(s) post-fécondation 
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Le dernier avantage que nous citerons est celui de son génome qui est complètement 

séquencé. Cela apporte des informations supplémentaires et complémentaires à celles déjà 

disponibles grâce aux nombreuses études réalisées sur le poisson-zèbre (Briggs 2002; Hill et 

al. 2005).  
 

Ensuite, comme nous l’avons vu dans le point précédent, un des premiers systèmes 

impactés par les MPs est le système digestif. Il semble donc important de parler du 

développement de ce système chez notre organisme modèle qu’est le Danio rerio (Pham et al. 

2008; Stephens et al. 2016; Wallace et Pack 2003). Au cours du stade embryonnaire, les 

embryons se nourrissent via le sac vitellin et des ébauches des organes constituant le système 

digestif dérivant de l’endoderme sont présentes (Figure 10) (Kimmel et al. 1995). Cela signifie 

que les ébauches continuent de se développer permettant l’ouverture de la bouche et des 

intestins à 5jpf3. Donc, à 5jpf, le système digestif est fonctionnel et permet ainsi à la larve de se 

nourrir de façon autonome bien qu’il reste des réserves vitellines qui s’épuiseront à 7-8jpf 

(Pham et al. 2008; Stephens et al. 2016; Wallace et Pack 2003).  

 

Une fois que le système digestif est ouvert, le microbiote intestinal peut être mis en 

place afin d’aider au développement du système digestif. Effectivement, la plupart des vertébrés 

possèdent un microbiote intestinal ayant pour rôle le bon déroulement des fonctions digestives 

ainsi que le maintien de l’organisme en bonne santé (Jin et al. 2018; Wallace et Pack 2003). La 

colonisation du tractus gastro-intestinal de ces microorganismes constituant ce microbiote est 

corrélée à leur grande abondance dans l’environnement (Figure 12A). Avant l’éclosion, les 

embryons se trouvent dans le chorion, une enveloppe embryonnaire imperméable pour les 

molécules supérieures à 3µm, qui rend l’intérieur de l’œuf stérile (Bates et al. 2006; Stephens 

et al. 2016). Cependant, l’abondance des différents taxa de microorganismes n’est pas la même 

à l’état larvaire qu’à l’état adulte car les larves n’ont pas le même régime alimentaire que les 

adultes. Sur une échelle de temps, le stade larvaire (Figure 11) débute directement après 

l’éclosion ayant en générale lieu à 2jpf. Au cours de ce stade, les intestins des larves ont montré 

une abondance élevée de 𝛽 et 𝛾-protéobactéries. Alors qu’au stade juvénile, les 

microorganismes les plus abondants au niveau de l’intestin sont les 𝛼-protéobactéries (Bates et 

al. 2006; Stephens et al. 2016). 

 
3 Jour(s) post-fécondation 
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De plus, ce microbiote intestinal est également impacté par les MPs que peuvent ingérer 

les poissons. De fait, une dysbiose intestinale a été mise en évidence par diverses études lors de 

l’exposition aux MPs comme l’ont démontré Jin et al. (2018), Qiao et al. (2019), Huang et al. 

(2020) et d’autres équipes. Il a aussi été démontré que cette dysbiose était associée à une 

inflammation également causée par les MPs. Grâce à ces différentes études, il a été possible de 

montrer que le microbiote intestinal influençait la santé des poissons et jouait donc un rôle au 

niveau de leur système immunitaire, également impacté par les MPs (Huang et al. 2020; Jin et 

al. 2018; Qiao et al. 2019). De cette manière, il a été possible de mettre en avant le rôle que 

jouait le microbiote intestinal en activant l’expression des gènes intervenant au niveau du 

système immunitaire inné (Medzhitov et Janeway 2000; Murdoch et Rawls 2019). Nous 

détaillerons celui-ci plus tard.  

 

En outre, le système immunitaire chez les poissons est assez similaire à celui des 

mammifères du point de vue du rôle et des acteurs de l’immunité. En d’autres termes, ce 

système permet d’éliminer les agents étrangers, pathogènes à l’aide de protéines telles que les 

cytokines, les interférons, les granules primaires. Cependant, le développement des organes 

lymphoïdes et leur maturation semblent être respectivement plus faible et plus tardive chez les 

poissons (Hill et al. 2005; Limonta et al. 2021; Stagaman et al. 2017).  

En effet, comme pour la plupart des mammifères, le système immunitaire des poissons 

est composé de deux axes : l’immunité innée et l’immunité adaptative. La première composante 

est présente dès l’éclosion de l’œuf alors que la seconde n’est complète et fonctionnelle qu’à 

partir de la quatrième semaine environ après l’éclosion. Cela indique que des ébauches du 

Figure 10 : Stade larvaire 
du poisson-zèbre (Danio 
rerio) (Zimmel et al. 1995). 

Figure 11 : Embryon de poisson-zèbre à 
19h de développement avec le sac vitellin 
(cercle bleu) (Kimmel et al. 1995). 
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système sont présentes dès l’éclosion, mais ces dernières ne sont pas totalement fonctionnelles 

et elles doivent donc encore se développer (Q. Chen et al. 2020; Lam et al. 2004; Murdoch et 

Rawls 2019). Le fait que les deux composantes du système immunitaire ne se développent pas 

en même temps permet de les étudier séparément mais aussi de voir comment ils fonctionnent 

lorsqu’ils ne sont pas couplés. En effet, en étudiant les poissons-zèbres adultes, les composantes 

inné et adaptative du système immunitaire sont toutes deux fonctionnelles tandis qu’au stade 

larvaire, seul la composante innée l’est ce qui permet de pouvoir l’étudier seule (Cornet et al. 

2020; Kanther et Rawls 2010; Stagaman et al. 2017).  

La composante immunitaire innée reprend les cellules de l’immunité comme les 

neutrophiles et les macrophages. Ces dernières en cas d’attaque d’agents pathogènes ou 

d’infections vont soit libérer leurs composés chimiques comme des peptides antimicrobiens, 

des cytokines, interleukines, soit elles vont phagocyter les cellules endommagées et/ou les 

pathogènes en question (Figure 12B). C’est la première réponse se mettant en place au niveau 

des sites infectés ou endommagés et elle peut également stimuler la seconde composante 

immunitaire qu’est l’immunité adaptative.  

Cette dernière est principalement représentée par les deux types de lymphocytes, c’est-

à-dire les lymphocytes T et B. Il semble également qu’elle soit pathogène-spécifique ce qui 

diffère de l’immunité innée étant plus généraliste (Limonta et al. 2021; Medzhitov et Janeway 

2000; Murdoch et Rawls 2019).   

 

Enfin, parmi les organes lymphoïdes des poissons et selon l’ordre de développement, 

nous retrouvons le rein, le thymus et la rate (Zapata et al. 2006). Contrairement aux 

mammifères, ces organes chez les poissons ne semblent pas être aussi développés et spécialisés. 

Par contre, ils ne semblent pas avoir de ganglions lymphatiques (Murdoch et Rawls 2019). Afin 

de confirmer la présence des ébauches de chaque organe dès le début du développement, il a 

été démontré que des cellules de l’immunité étaient présentes seulement une vingtaine d’heures 

après la fécondation. Il semblerait également que ces cellules primitives dérivent du sac vitellin 

ainsi que de la masse cellulaire intermédiaire correspondant à du mésoderme (Cornet et al. 

2020; Murdoch et Rawls 2019).  
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A 

Figure 12 : (A) Schéma expliquant la mise en place du microbiote intestinal via la reconnaissance des microbe-associated molecular patterns 
(MAMPs) par les TLRs (toll-like receptors) à partir de l’ouverture de la bouche à 3jpf jusqu’à l’ouverture complète du tube digestif à 5jpf (Kanther 
et Rawls 2010; Murdoch et Rawls 2019; Stephens et al. 2016). Cette colonisation est favorable pour les larves de poisson-zèbre car le microbiote 
participe au développement des systèmes digestif et immunitaire en intervenant au niveau de l’absorption des nutriments, dans la différentiation des 
entérocytes et dans la maturation de tissus lymphoïdes tels que les GALTs (gut-associated lymphoide tissue). Ces GALTs interviennent dans 
l’adressage des granylocytes et des lymphocytes dans les différentes partie de l'organisme (Murdoch et Rawls 2019; Pérez et al. 2010). (B) Réponses 
immunitaires mise en place au niveau du mucus intestinal par la détection des pathogènes via le microbiote commensal (Pérez et al. 2010). 

B 
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1.5 Objectifs 

Dans ce travail, nous allons étudier comment des billes de MPs peuvent impacter la santé 

des larves de poisson-zèbre à un stade critique du développement du système immunitaire et de 

la mise en place du microbiote associé à son tube digestif (Karami et al. 2017). Les billes 

utilisées dans notre étude ont une taille de 5µm car plus les MPs sont de petites tailles, plus ils 

peuvent être ingérés et causés des effets néfastes (Guzzetti et al. 2018). Le polymère les 

composant est le polystyrène car une grande partie des études portent sur des PS-MPs et c’est 

également un polymère constituant les emballages de nourriture, de boissons et les vêtements 

par exemple (« Plastics - The facts » 2020). Les expositions se feront selon deux concentrations 

distinctes. La première sera semblable à celle de l’environnement (100 µg/L) tandis que la 

seconde servira à déterminer les effets à dix fois la dose environnementale (1000 µg/L) 

(Limonta et al. 2019). Les larves seront également exposées pendant différents temps (avant et 

à partir de l’ouverture de la bouche ainsi que dès la fécondation des œufs) permettant ainsi 

d’observer les impacts des MPs au cours du développement du système digestif. 

Sachant que dans le milieu naturel, les MPs sont souvent associés à des additifs ou à des 

micro-organismes (Cf. 1.2.1. Généralités du point 1.2. Les microplastiques) et que pour évaluer 

la réponse immunitaire, il faut la stimuler, nous comparerons l’influence des MPs seuls ou 

associés à une bactérie pathogène. La bactérie sélectionnée dans notre étude, Aeromonas 

salmonicida achromogenes, a été utilisée lors d’une étude précédente menée par Cornet et al. 

(2020). Cette étude évaluait comment une infection à différents moments du stade larvaire 

pouvait influencer l’expression des gènes immunitaires lors d’une nouvelle exposition au stade 

adulte. Une infection avec A. salmonicida achromogenes a réussi à stimuler l’expression des 

gènes de l’immunité innée chez les larves de poisson-zèbre (Cornet et al. 2020). A notre 

connaissance très peu, voire pas, d’études traitent de l’association des MPs avec une bactérie, 

cette étude permettra donc d’évaluer les impacts des MPs combinés ou non à une bactérie 

pathogène afin de distinguer les dégâts engendrés par chacun séparément ainsi que les 

mécanismes moléculaires sous-jacents. 

Au cours de ce mémoire, nous tenterons de répondre à deux questions : (1) Quels sont les 

effets des concentrations en MPs et des conditions d’exposition sur le système immunitaire des 

larves de poisson-zèbre ? et (2) quels sont les effets des concentrations et des conditions 

d’expositions aux MPs lorsque celle-ci est combinée à un challenge bactérien ? Afin de 
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répondre à ces questions, différentes analyses seront réalisées : une analyse d’expression de 

gènes ainsi que des tests enzymatiques. 
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2 Matériel et méthodes  
 

2.1 Modèle d’expérimentation et microplastiques utilisés 
 

Les poissons-zèbres (Danio rerio) sont élevés dans un système ZebTec (Figure 13) 

(« Tecniplast France | ZebTEC » s. d.). L’élevage a lieu dans des conditions optimales pour 

l’élevage du poisson-zèbre, c’est-à-dire une température de l’eau comprise entre 26 et 28°C, un 

pH maintenu entre 7,2 et 7,4 et une conductivité de 500µS/cm. Les poissons sont également 

soumis à un cycle de 12h de lumière et 12h d’obscurité. Concernant leur régime alimentaire, 

les poissons-zèbres sont nourris deux fois par jours : le matin, avec de l’aliment sec (Gemma 

micro) complété avec des nauplies d’artémia alors que l’après-midi, ils sont nourris uniquement 

de l’aliment sec (Gemma micro). 

2.2 Reproduction 
 

Dans les différents aquariums, les mâles et les femelles sont mélangés. Par conséquent, 

il faut réaliser un sexage la veille de la reproduction afin de séparer les males des femelles. 

Ensuite, trois mâles et trois femelles sont répartis dans les bacs de reproduction (« Zebrafish 

Embryo Collection for research - Aquatic Solutions » s. d.). Ces bacs présentent dans le fond 

une grille permettant aux œufs d’aller dans le fond d’un autre bac plus grand (Figure 14C). Les 

mâles et les femelles sont séparés par une plaque. Puis ils sont remis dans les aquariums du 

Figure 13 : Type de bac (gauche) contenant les poissons présents dans le système d’élevage (droite) (ZebTech). 
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système pour la nuit (Figure 14A). Le lendemain avant que les lumières du local des poissons-

zèbres s’allument, les bacs de reproduction sont mis dans des bacs indépendants de ceux des 

aquariums. Puis la plaque est retirée permettant ainsi aux mâles de stimuler les femelles afin de 

déclencher la ponte des œufs qui seront ensuite fécondés par les mâles (Figure 14B). La 

reproduction dure environ 2h avant d’aller récupérer les œufs. Cette dernière étape est réalisée 

à l’aide d’un filtre et de l’eau provenant des aquariums.  

 
Pour cette manipulation, deux reproductions ont dû être réalisées. La première a servi à 

faire les prélèvements pour réaliser les analyses d’expression de gènes et d’activité 

enzymatique. 

2.3 Exposition aux MPs (J0 à J8) 
 

Les œufs récoltés ont été répartis dans 14 boites de Pétri en verre (Figure 15) de 10 cm 

de diamètre, pesées préalablement facilitant ainsi le changement de milieux à 3jpf, 4jpf et 6jpf. 

Figure 14 : Matériels utilisés lors de reproduction : (A) Le bac de reproduction avec grille dans le fond, dans lequel les mâles 
sont séparés des femelles par une plaque, est mis dans un bac normal du système d’élevage pendant la nuit avant que la 
reproduction commence le lendemain, (B) Bac de reproduction utilisé lors de la reproduction sans la plaque séparant les mâles 
des femelles et (C) le bac de reproduction contenant la plaque séparant les mâles des femelles (Aquatic Solutions).  

A B C 

Figure 14 : Matériel utilisé lors de reproduction :  
(A) Le bac de reproduction avec grille dans le fond, dans lequel les mâles sont séparés des femelles par une plaque, est mis dans 
un bac du système d’élevage pendant la nuit avant que la reproduction commence le lendemain, 
(B) Bac de reproduction utilisé lors de la reproduction sans la plaque séparant les mâles des femelles et 
(C) le bac de reproduction contenant la plaque séparant les mâles des femelles (Aquatic Solutions).  

Figure 15 : Manière dont sont répartis les œufs récoltés, c’est-à-dire les différentes conditions d’expositions, les différentes 
concentrations et le challenge bactérien. 
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 L’exposition a été réalisée avec des microbilles de polystyrène de 5µm (Sigma-Aldrich, 

lot BCCC9286). Elle a eu lieu pendant huit jours. Le dernier jour, la moitié des larves est 

soumise à un challenge bactérien (Aeromonas salmonicida achromogenes) (Figure 16).  

 

Il y a trois conditions d’exposition aux MPs (Figure 17) : la condition A où les œufs ont 

été exposés aux microbilles de polystyrène de 0 à 4jpf, la condition B où les larves ont été 

exposées de 4 à 8jpf et la condition C où elles ont été exposées de 0 à 8jpf. Parmi les plaques, 

il y en aura donc quatre par condition et deux pour les contrôles (CT). Les œufs/larves de 

poisson-zèbre sont également exposées à deux concentrations différentes (100 et 1000µg/L). 

Donc dans les quatre boites par condition, il y en a deux par concentrations et parmi ces deux 

boites, une est dédié aux larves non soumises à un challenge bactérien et l’autre aux larves qui 

seront soumises au challenge bactérien.  

 

Les œufs ont été répartis dans différentes boites de Pétri de façon à avoir 65 individus 

par boite.  Le volume final dans les boites est de 20mL, c’est-à-dire 10mL d’eau filtrée et 10mL 

D0 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8

CT

A

B

C

Figure 17 : Schéma permettant de distinguer les différentes conditions d’exposition aux MPs auxquelles sont soumises les 
larves de poisson-zèbre. A : exposition aux MPs de 0-4jpf, B : exposition aux MPs de 4-8jpf et C : exposition aux MPs de 0-
8jpf. 

Figure 16 : Schéma expérimental de l'exposition des larves de poisson-zèbre aux billes de polystyrène (PS) de 5µm pendant 8 
jours selon deux concentrations et trois conditions d’exposition. Au 8ème jour, un challenge bactérien a été réalisé.  

 

Fécondation 
& 

Obtention des œufs

Exposition aux MPs Challenge bactérien

D0 D8
D5 :   

ouverture de la bouche
Analyses 

moléculaires

• Sur la moitié des larves
• Aeromonas salmonicida
• 6h

• Microbilles de PS de 5µm
• 3 conditions d’exposition
• 2 concentrations d’expositions

(100 et 1000µg/L)
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de solution d’exposition (groupe exposé) ou d’eau filtrée du système d’hébergement des 

poissons (CT et groupe non exposé à 0jpf).  

Au premier jour d’exposition, la solution de MPs est concentrée 2x (200 et 2000µg/L). 

Ensuite, lors du renouvellement de 50% du milieu (3, 4, 6jpf), la solution mise est concentrée 

1x (100 et 1000µg/L) en MPs. Ce renouvellement a pour but d’éviter tant les potentielles 

contaminations qu’un potentiel développement bactérien.  

De plus, à 0jpf, les œufs non fécondés ont été retirés par observation au microscope 

optique et remplacés par des œufs fécondés. Les jours suivant afin de réaliser un test de survie, 

les morts ont été évacués et comptabilisés.  

Enfin, à 4jpf, les larves exposées de 0-4jpf ont été rigoureusement rincées puis remises 

dans des boites de Pétri contenant uniquement de l’eau filtrée afin d’arrêter l’exposition aux 

MPs. 

 

2.4 Challenge bactérien 
 

Les bactéries ayant été utilisées pour ce challenge bactérien sont Aeromonas 

salmonicida achromogenes. Elles ont été stockées à -80°C. Afin de réaliser une culture 

bactérienne, 200µL de ces bactéries ont été ajoutées dans 10mL de milieu de culture Brain 

Heart Infusion (BHI), puis ont été incubées à 26°C pendant 18h avec une agitation de 100 rpm. 

Après 18h d’incubation, la culture bactérienne a été étalée sur une boite BHI agar et puis le 

reste de la culture liquide a été stockée au frigo à 4°C afin d’arrêter la croissance bactérienne. 

La veille du challenge bactérien, une culture bactérienne est réalisée à partir de la culture liquide 

(si cette dernière à moins de 4h) ou de la boite BHI agar contenant les colonies bactériennes le 

cas échéant. Pour cela, 200µL de la culture liquide ou de plusieurs colonies sont prélevées puis 

mise dans un nouveau falcon contenant 15mL de milieu BHI et incubé pendant 18h à 26°C.  

 

Afin de connaitre la quantité précise de bactéries mise dans chaque boite de pétri pour 

le challenge bactérien, une dilution sériée a été réalisée (10-1 à 1010). Ensuite, 100µL des quatre 

dernières dilutions (10-7, 10-8, 10-9 et 10-10) ont été ensemencés sur des boites de Pétri annotées 

avec les différentes dilutions. Après quatre jours d’incubation à 26°C, les boites contenant entre 

1 à 1000 bactéries ont été comptées, sachant que la solution mère contenait environ 1011 

bactéries. Une seconde manière pour quantifier les bactéries est celle de mesurer la densité 

optique à 595nm à l’aide d’un spectrophotomètre (Ultraspec 2100 pro) capable d’absorber dans 
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le spectre visible ainsi que dans l’UV. Cette mesure de la densité optique est l’équivalent au 

comptage décrit ci-dessus. 

 

Le jour du challenge, les poissons zèbres sont exposés avec 100µL d’une solution à 1x 

1012 CFU/L (colony forming unit/litre) pendant 6h à 27°C afin d’induire une réponse 

immunitaire et 100µL de milieu BHI sans bactérie ont été ajoutés au groupe contrôle. 

 

2.5 Prélèvement des larves 
 

Après 6h de challenge bactérien, les larves sont euthanasiées avec 100µL de MS222 à 

une concentration finale dans la plaque de 200mg/L. Pour les différentes conditions et analyses, 

cinq réplicas contenant 10 larves sont réalisées ce qui permet d’avoir une quantité de matériel 

biologique nécessaire à la réalisation des analyses moléculaires et enzymatiques. Les 

échantillons sont ensuite stockés à -80°C. 

 

2.6 Analyse de l’expression des gènes par qPCR 
 

Via cette analyse, il sera possible de voir si les microbilles de polystyrène impactent 

l’expression des gènes de détoxification, de l’immunité innée, de la mise en place du 

microbiote, marqueur de la neurotoxicité et du métabolisme. 

 
2.6.1 Extraction ARN 

 
Les larves contenues dans les tubes « SafeLock » stockés à -80°C sont homogénéisées 

dans 500µL de Trizol Reagent (Ambion Thermofisher Scientific) pendant 2 min à l’aide du 

« Bullet Blade Storm 24 » puis incubé pendant 5 min à température ambiante. Ensuite, 100µL 

de BCP (1-bromo-3-chloropropane) ont été ajoutés et mélangés avant d’être centrifugés 

(centrifugeuse 5810R) pendant 15 min à 12000 x g à 4°C. Ensuite, la phase aqueuse, contenant 

l’ARN, a été prélevée et mise dans un nouveau tube (PCR clean) contenant 500µL de 2-

propanol. Le mélange est centrifugé pendant 5 min à 10000 x g. Le surnageant est retiré et le 

culot d’ARN est rincé avec 800µL d’éthanol froid à 75% puis centrifugé à 7500 x g pendant 5 

min (cette étape est répétée 2 fois). Le surnageant est retiré et le reste de l’éthanol enlevé par 

évaporation. Enfin, 23µL d’eau nuclease free ont été utilisés pour resuspendre l’ARN. 

 
2.6.2 Traitement DNase 
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Une fois que l’ARN a été extrait de nos échantillons, un traitement DNAse a été réalisé 

afin de limiter les contaminations d’ARN possible. Pour réaliser cette étape, une certaine 

quantité d’ARN est requise, environ 200ng/µL. Donc avant de procéder à ce traitement DNAse, 

il faut quantifier et déterminer la qualité de l’ARN présent dans les échantillons. Pour cela, nous 

avons utilisé le spectrophotomètre « Nanodrop 2000c » (Thermo Scientific). Pour réaliser ce 

traitement DNAse, le kit DNA-free_DNase Treatement and Removal Reagents (#AM1906) a 

été utilisé selon les instructions du fournisseur.  

 

2.6.3 Rétro-transcription 
 

La reverse transcription a été réalisée en suivant le Termo Scientific RevertAid RT Kit 

(#K1691 500 rxns) en respectant les indications du fournisseur. Cette étape sert à convertir 

l’ARN présent dans nos échantillons en ADN complémentaire avant de réaliser l’analyse qPCR. 

Dans une plaque 96 puits, 1µL de primers, de l’eau Nuclease free et les échantillons d’ARN 

ont été ajoutés dans cet ordre. Après centrifugation, la plaque a été incubée 5 min à 65°C pour 

linéariser l’ARN et mise sur glace également pendant 5 min afin de lier les primers. Ensuite, 

ont été ajoutés à la plaque, 4µL de Buffer, 1µL de RiboLock RNase Inhibitor, 2µL de 10nM 

dNTP Mix et 1µL de RevertAid RT. La plaque a été centrifugée et placée dans le thermocycleur 

pour la rétrotranscription. Il a été programmé sur un cycle de 60 min à 42°C, 5 min à 25°C, 60 

min à 42°C et 5 min à 70°C. 

 
2.6.4 qPCR  

 
Une liste de primers a été déterminée pour la réalisation de l’analyse des gènes par qPCR 

(Tableau 1). Parmi ces primers se trouvent ceux des gènes de référence (ef1𝛼 et 𝛽-actine) 

utilisés afin de normaliser l’expression des gènes d’intérêts. Les différents gènes ont été 

sélectionnés selon leurs rôles dans le système immunitaire ainsi que dans d’autres systèmes 

physiologiques impactés par les MPs (Tableau 2). Ils ont également été choisis étant donné leur 

fréquence d’études. 

 

Les primers ont, dans un premier temps, dû être dilués pour atteindre une concentration 

de 2,5µM. Ensuite, les échantillons issus de la Reverse Transcription ont également dû être 

dilués à 1/100 dans de l’eau Nuclease free. De plus, 2µL de chaque échantillon ont été prélevés 

en plus et mis dans un ependorf à part, afin de réaliser un pool des échantillons. Ce pool a été 

soumis à une dilution en série (1/10, 1/50, 1/100, 1/200, 1/400 et 1/800). Il a été utilisé pour 
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faire une droite de calibration permettant par la suite de valider les différents primers en 

calculant leur efficacité. 

 

Lors du remplissage de la plaque (Annexe 1), les échantillons ont été posés en duplicats 

alors que les différentes dilutions constituant la droite de dilution et le blanc (eau Nuclease free) 

ont été mis en triplicats. Par conséquent, 2,5µL de chaque échantillon, de dilutions et de blanc 

ainsi que 2,5µL de primer à 2,5µM et 5µL de SybR Green ont été mis par puits. L’expression 

pour chaque gène a été mesurée via l’appareil QuantStudio 5 (Applied Biosystems 

ThermoFisher Scientific). 
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2.7 Tests enzymatiques 
 

Ces tests enzymatiques ont permis de déterminer si les MPs avaient un impact sur leur 

activité. Les enzymes testées dans cette section sont la gluthation-S-transférase (GST), la lactate 

déshydrogénase (LDH) et la catalase (cat).  

 

Chaque échantillon a été homogénéisé dans du Cellytic MT cell lysis Reagent (5g/L) 

pendant 2 min dans le « Bullet Blade Storm 24 ». Les échantillons ont été centrifugés par la 

suite à une vitesse de 10 000 x g pendant 10 min à 4°C. Puis le surnageant a été prélevé et mis 

dans de nouveaux tubes et servira à l’ensemble des tests enzymatiques. 

 

2.7.1 Dosage de Bradford 
 

Pour pouvoir déterminer l’activité des différentes enzymes, il faut connaitre la quantité 

de protéines se trouvant dans nos échantillons. C’est pour cela qu’un dosage de Bradford est 

réalisé. C’est un dosage colorimétrique impliquant le bleu de Coomassie. La réaction vire alors 

au bleu s’il en résulte une interaction hydrophobe du bleu de Coomassie avec les acides aminés. 

Tandis que la réaction devient rouge s’il n’y a que des molécules libres ou chargée positivement 

(cations). Le dosage se fera en mesurant l’absorbance des échantillons. Par conséquent, il y aura 

deux mesures : la première sera à 465-470 nm (rouge) et la deuxième sera à 595nm (bleu). De 

plus, la coloration de la solution dépendra de la quantité de protéines présentes dans 

l’échantillon.  

 

Afin de déterminer la concentration de protéines se trouvant dans les échantillons, une 

droite de calibration est nécessaire et est réalisée à partir de standards issus d’une dilution en 

série de BSA (Bovine Serum Albumin). Les concentrations de BSA pour la droite de calibration 

sont donc 0 ; 0,15625 ; 0,3125 ; 0,625 ; 1,25 : 2,5 et 5 mg/ml. 3µL de ces dilutions ont ainsi été 

déposés dans une plaque 96 puits en triplicat. Un blanc et un contrôle négatif ont également été 

faits. Pour les deux, 3µL de tampon Cell Lysis Reagent ont été mis dans le puits sauf pour le 

blanc, 200µL d’eau distillée ont été ajoutés et non 200µL de Bradford comme c’est le cas pour 

le contrôle négatif, les standards et les échantillons. Pour les échantillons, 3µL ont été déposés 

sur la même plaque, en triplicats. Enfin, la plaque est incubée dans le noir pendant 5 min avant 

d’être lue au spectrophotomètre FLUOstar OMEGA (BMG LabTech) à 595 et 450 nm. 

 

2.7.2 Mesure de l’activité de la lactate déshydrogénase (LDH) 
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La lactate déshydrogénase (LDH) intervient dans la réaction produisant du pyruvate à 

partir du lactate. Il s’agit donc une oxydoréductase. En général, la LDH est utilisée et mesurée 

afin de déterminer la présence ou non de dommages, lésions tissulaires. En effet, lorsque les 

tissus dans lesquels se trouvent la LDH sont endommagé, cette dernière passe dans le sang et 

l’augmentation de LDH dans le sang indique la présence de lésion au niveau de ces tissus. La 

mesure de l’activité de la LDH a été réalisée sur base du Kit QuantiChromTM Lactate 

Deshydrogenase (D2DH-100, BioAssay Systems) selon les instructions du fournisseur.  

 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡é	𝑠𝑝é𝑐𝑖𝑓𝑖𝑞𝑢𝑒	𝐿𝐷𝐻 = 80,89	𝑥	
𝐷𝑂!"#,% − 𝐷𝑂!&
𝐷𝑂'() −	𝐷𝑂*+&

	𝑥	1 

 

2.7.3 Mesure de l’activité de la glutathion-S-transférase (GST) 
 

 La glutathione-S-transférase (GST) est une enzyme intervenant dans la détoxification 

de substances endogènes ou xénobiotique en catalysant la réaction liant la forme réduit du 

glutathion (GSH) à ces substances. Donc, pour mesurer l’activité de l’enzyme, il faudra du 

glutathion réduit (60µL à 5mM) ainsi que du 1,2-dichloro-4-dinitrobenzène (CDNB, 60µL à 

1mM). Ces solutions ont été mises à concentration à l’aide d’un tampon phosphate de sodium 

préparé au préalable. 20µL d’échantillons sont également déposé avec le GSH 5mM et le 

CDNB 1mM dans une plaque 96 puits. Enfin, la plaque remplie est lue à 340nm pendant 15 

min (spectrophotomètre OMEGA).  

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡é	𝑠𝑝é𝑐𝑖𝑓𝑖𝑞𝑢𝑒	𝐺𝑆𝑇 = 	

∆𝐷𝑂
𝑚𝑖𝑛@
𝑒 ∗ 	𝑉𝑡 𝑉𝑠@

𝑚𝑔	𝑑𝑒	𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒𝑠
 

 
2.7.4 Mesure de l’activité de la catalase 

 
La catalase est une enzyme anti-oxydante intervenant en cas de stress oxydatif pour 

désactiver les espèces réactives de l’oxygène (ROS). Elle est présente dans les peroxysomes et 

permet la dégradation du peroxyde d’hydrogène (H2O2) en oxygène et en eau. Son activité est 

donc mesurée par rapport à la dégradation de H2O2 à 240nm.  

 

Equation 1 : Formule utilisée pour calculer l’activité de la LDH. 80,89 : coefficient ; DOS13,5 : densité optique finale 
des échantillons ; DOS0 : densité optique initiale des échantillons ; DOCAL : densité optique du calibrator ; DOH20 
: densité optique de l’eau ; 1 : la dilution des échantillons 
 

Equation 2 : Formule utilisée pour calculer l’activité spécifique de la GST (µM/mn/mg de protéines). ∆DO/min : 
la moyenne d’absorbance par minute; e : coefficient d’extinction molaire du CNDB; Vt : Volume total dans le puits; 
Vs : Volume d’échantillon dans le puit; mg de protéine : la quantité de protéine présente dans l’échantillon 
(Bradford).  
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Dans une plaque UV 96 puits, 15µL d’échantillons en triplicat ou de Cell Lytic Buffer 

(blanc), 20µL de KPBS4 0,05M à pH = 7 et 70µL de CAT Reaction Buffer ont été ajoutés dans 

les puits. Le dernier réactif est ajouté automatiquement par le spectrophotomètre OMEGA et la 

plaque est ensuite agitée. Les mesures de l’absorbance (240nm) pour la catalase sont réalisées 

pour trois colonnes de la plaque en même temps pendant 5 min.  

 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡é	𝑠𝑝é𝑐𝑖𝑓𝑖𝑞𝑢𝑒	𝑐𝑎𝑡𝑎𝑙𝑎𝑠𝑒 = 	
(∆𝐴𝑏𝑠é"# − ∆𝐴𝑏𝑠$%&'"() ∗ 𝑉𝑡 𝑉𝑠<

𝑃𝑟𝑜𝑡 ∗ 𝜀 ∗ 𝑑  

 

2.8 Analyses statistiques 
 

Pour les analyses statistiques, nous avons utilisé le logiciel RStudio 2021.09.0+351. Pour 

traiter nos données, nous avons utilisé des modèles linéaires généralisés (GLM) de type 

« gaussienne » sur lesquels des ANOVA I et II ont été réalisées. Ces dernières ont permis de 

déterminer les effets des différentes concentrations et conditions d’exposition sur les activités 

enzymatiques et les expressions des gènes des larves de poisson-zèbre lors d’une exposition 

aux MPs combinée ou non à la présence d’une bactérie pathogène (A. salmonicida 

achromogenes). Ensuite, un test post-hoc (test de Tuckey) à un seuil de significativité de 5% a 

été réalisé (package R multcomp) pour comparer les différents groupes entre eux. Enfin, 

lorsqu’il y a une différence significative entre deux conditions, celle-ci a été annotée par deux 

lettres minuscules différentes. Tandis que si aucune différence significative n’a été observée, la 

même lettre a été notée. 

 

Pour les résultats de l’analyse d’expression des gènes, une analyse en composantes 

principales (ACP) a été réalisée sur les expressions relatives des gènes soumises ou non à un 

challenge bactérien afin de voir la distribution des échantillons selon nos variables. De plus, le 

fold change des expressions des gènes a été calculé pour chacun des échantillons afin de 

visualiser les changements d’expression causé par le challenge bactérien ayant été précédé par 

l’exposition aux MPs. Pour calculer les fold change de chaque gène, les moyennes d’expression 

relative pour les différents réplicas non soumis au challenge bactérien ont été calculées. Puis, 

 
4 Potassium Phosphate Buffer Solution 

Equation 3 : Formule utilisée pour calculer l’activité spécifique de la catalase. ∆Abséch : Moyenne de l’absorbance 
pour chaque échantillon par minute; ∆AbsBlancs : Moyenne de l’absorbance des blancs pa rminute; Vt : Volume 
total dans le puit; Vs : Volume d’échantillon dans le puit; Prot : la quantité en protéine dans les échantillons 
(mg/mL); 𝜀 : coefficient d’extinction molaire de H2O2 (0,04 mM-1cm-1) ; d : la distance parcourue par la lumière.  
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chaque expression relative des échantillons soumis au challenge bactérien a été divisé par la 

moyenne correspondante. Des analyses statistiques similaires à celles réalisées sur les 

expressions relatives ont ensuite été réalisées.  
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3 Résultats 
 

3.1 Effet des MPs sur la survie des larves de poisson-zèbre 
 

De manière générale, les valeurs de survie sont élevées pour chaque groupe et sont 

comprises entre 77,3% et 100% avec une forte variabilité inter-condition. Au cours des 

expositions, un pic de mortalité a été observé à 24hpf puis elle devient quasi-nulle. À la suite 

des analyses statistiques, un effet simple significatif des conditions (p = 1.096e-09) d’exposition 

a été mis en évidence. La survie des larves exposées de 4-8jpf est significativement plus faible 

que la survie de celles exposées de 0-8jpf, elle-même plus faible que celle exposées de 0-4jpf 

(Figure 18). 

 

3.2 Effets des MPs seuls sur l’activité enzymatique des larves de 
poisson-zèbre 

 
3.2.1 La lactate déshydrogénase (LDH) 

 
Lors de l’analyse statistique, nous avons pu mettre en évidence qu’il y avait un effet 

significatif de l’effet interaction des concentrations et des conditions d’exposition sur l’activité 

de la LDH (p = 8.23e-05) (Figure 19). Cette enzyme joue un rôle dans la production d’énergie 

en condition anaérobie. 

Figure 18 : Boxplot de l'effet de l'exposition des MPs sur la survie des larves 
de poisson-zèbre (Danio rerio) après 8 jours d'exposition. Les larves ont été 
exposées à 0µg/L (Contrôle), 100µg/L, 1000µg/L. Pour les deux dernières 
concentrations, il y a 3 conditions d’exposition : 0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf. 
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En effet, l’activité de la LDH pour les larves exposées de 0-4jpf à une concentration de 

100µg/L est significativement supérieure par rapport à l’activité des larves exposées à la même 

concentration mais de 4-8jpf et de 0-8jpf. De plus, l’activité de la LDH est également 

significativement plus élevée lors d’une exposition de 0-8jpf à une concentration de 1000µg/L 

par rapport celle observée pour une concentration de 100µg/L. 

 

3.2.2 La glutathion-S-Transférase (GST) 
 

Un effet significatif des conditions d’exposition a pu être mis en évidence sur l’activité 

de la GST (p = 0.0002397) (Figure 20), impliquée dans les mécanismes de défense contre le 

stress oxydatif. En effet, une exposition de 4-8jpf présente une augmentation significative de 

l’activité de l’enzyme par rapport aux expositions de 0-4jpf et 0-8jpf. 

3.2.3 La catalase 
 

Pour l’activité de cette seconde enzyme de détoxification, la catalase, un effet 

significatif de l’interaction a été mis en évidence lors de la réalisation de l’Anova II (p = 

0.03014) mais cela n’a pas pu être confirmé lors du test post-hoc (Annexe 2).  

Figure 20 : Box plot de l'effet de l'exposition des MPs sur 
l'activité spécifique de la GST (glutathion-S-transférase) 
chez les larves de poisson-zèbre selon les différentes 
concentrations d’exposition (0, 100 et 1000µg/L) pour les 
trois conditions d’exposition (0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les 
différences significatives entre les différentes conditions 
et concentrations d’exposition sont représentées par des 
lettres différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins une 
lettre qui est identique, aucune différence significative n’a 
pu être mise en évidence. 

Figure 19 : Box plot de l'effet de l'exposition des MPs 
sur l'activité spécifique de la LDH (lactate 
déshydrogénase) chez les larves de poisson-zèbre selon 
les différentes concentrations d’exposition (0, 100 et 
1000µg/L) pour les trois conditions d’exposition (0-
4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les différences significatives 
entre les différentes conditions et concentrations 
d’exposition sont représentées par des lettres 
différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins une 
lettre qui est identique, aucune différence significative 
n’a pu être mise en évidence.  
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3.3 Effets de l’exposition des MPs combinés à un challenge bactérien 

sur l’activité spécifique des enzymes chez les larves de poisson-
zèbre 

 

Lors d’un challenge bactérien, aucun effet des concentrations et conditions d’exposition 

aux MPs n’a pu être mis en évidence sur l’activité de la LDH et de la catalase (p > 0.05) (Annexe 

3, a et c). Alors qu’un effet significatif des conditions d’exposition a pu être mis en évidence 

lors de la réalisation de l’Anova II (p = 0.04542) pour l’activité de la GST (Annexe 3, b). Or le 

test post-hoc n’a pas confirmé cet effet.  

 

3.4 Effets de l’exposition des MPs seuls sur l’expression relative des 
gènes  

 
L’expression relative des gènes a été testée selon les concentrations d’exposition (0, 100 

et 1000µg/L) ainsi que selon les différentes conditions d’exposition (0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf).  

 
3.4.1 Les gènes de détoxification et apoptotiques 

 
L’expression relative de la catalase (cat) et de la superoxyde dismutase (sod), codant toutes 

deux pour des enzymes antioxydantes, n’est pas impactée par les différentes concentrations et 

conditions d’exposition aux MPs. En effet, aucun effet significatif de ces variables n’a pu être 

mis en évidence sur l’expression de ces deux gènes (p > 0.05) (Annexe 4, a et b).  

 
Pour le gène cyp1a lié aux mécanismes de détoxification, un effet significatif de 

l’interaction des concentrations et des conditions d’expositions a été mis en évidence (p = 

0.04241) (Annexe 4, c). Cependant, ce dernier n’a pas pu être confirmé par le test post hoc (p 

> 0.05). Le dernier gène est bcl2, un gène du cycle cellulaire lié à l’apoptose. Pour ce dernier, 

seul un effet significatif des conditions d’exposition aux MPs a été démontré (p = 0.01562) 

(Figure 21). Effectivement, l’expression relative du gène bcl2 augmente de façon significative 

chez les larves exposées de 4-8jpf et de 0-8jpf par rapport à celles exposées de 0-4jpf.  
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3.4.2 Les gènes liés aux fonctions immunitaires 

 
Les résultats obtenus lors de cette étude montrent que, pour trois des gènes liés au 

système immunitaire sur cinq, aucun effet simple et/ou d’interaction n’a pu être mis en évidence 

(p > 0.05) (Annexe 5). Il s’agit des gènes il6, codant pour une cytokine (Annexe 5a) ; mpo, 

marqueur de la présence de neutrophiles (Annexe 5b) et tfa (Annexe 5c).  

 

Les derniers gènes de l’immunité ayant été analysés sont nfkb, impliqué dans une des 

premières voies mise en place par la détection d’un corps étranger ou pathogène (voie toll-

nfkb), et il1b, codant pour une seconde cytokine. Pour le premier gène, un effet significatif des 

conditions d’exposition a été déterminé sur l’expression relative des gènes (nfkb : p = 

0.0005525) alors que pour le dernier, c’est un effet d’interaction qui a été mis en évidence (p = 

1.714e-05). L’expression relative de nfkb des larves exposées de 4-8jpf et de 0-8jpf est 

significativement plus élevée que celle des larves exposées de 0-4jpf (Figure 22a).  

 

Enfin, le gène il1b montre une expression relative augmentant significativement chez 

les larves exposées à 1000 µg/L de MPS de 4-8jpf par rapport à celles exposées à la même 

concentration mais à des temps différents (0-4 et 0-8jpf) et à celles exposées à 100µg/L de MPs 

de 0-4jpf (Figure 22b).  

Figure 21 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs 
sur l’expression relative des gènes cyp1a (a) et bcl2 (b) 
sur les larves de poisson-zèbre selon les différentes 
concentrations (0, 100 et 1000µg/L) pour les trois 
conditions (0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les différences 
significatives entre les différentes concentrations et 
conditions d’exposition sont représentées par des lettres 
différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins une 
lettre qui est identique, aucune différence significative 
n’a pu être mise en évidence. 
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3.4.3 Les gènes liés à la mise en place du microbiote 

 

L’expression de deux gènes intervenant dans l’établissement du microbiote a été 

mesurée, pcna et fiaf.  Or, les analyses statistiques n’ont pas permis de mettre en évidence un 

effet significatif des concentrations et conditions d’exposition sur l’expression relative de ces 

gènes (p > 0.05) (Annexe 6). 

 

3.4.4 Le gène marqueur de la neurotoxicité  
 

Le gène indicateur de la neurotoxicité ayant été analysé est gfap. Aucune différence 

significative au niveau de l’expression du gène n’a pu être mise en évidence selon les différentes 

concentrations et conditions d’exposition dans le cas d’une exposition aux MPs seuls (p > 0.05) 

(Annexe 7).  

 

3.4.5 Les gènes liés au métabolisme 
 

Quatre gènes liés au métabolisme des poisson-zèbres ont été analysés : aldo, cs et hk1, 

impliqué dans le métabolisme des sucres, et fasn, impliqué dans la lipogenèse. Cependant, lors 

de l’exposition aux MPs, nos résultats ne permettent par de dire que les concentrations et les 

conditions d’exposition impactent l’expression relative de ces gènes (p > 0.05) (Annexe 8). 

 

 

 

Figure 22 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs sur l’expression relative des gènes nfkb (a) et il1b (b) sur les larves de 
poisson-zèbre selon les différentes concentrations (0, 100 et 1000µg/L) pour les trois conditions (0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les 
différences significatives entre les différentes concentrations et conditions d’exposition sont représentées par des lettres différentes. 
S’il n’y a aucune lettre ou au moins une lettre qui est identique, aucune différence significative n’a pu être mise en évidence. 

0

1

2

0 100 1000
Concentration en MPs (µg/L)

Ex
pr

es
si

on
 re

la
tiv

e 
de

 la
 N

F−
kB

Condition
0-4jpf

4-8jpf

0-8jpf

Contrôle

a

b
b
ab

0

1

2

3

0 100 1000
Concentration en MPs (µg/L)

Ex
pr

es
si

on
 re

la
tiv

e 
de

 l'I
L1

b

Condition
0-4jpf

4-8jpf

0-8jpf

Contrôle

ab

a

ab ab

a

b

a

a b 



 48 

3.4.6 Analyses en composantes principales de l’expression relatives des 
gènes lors d’une exposition aux MPs 

 
L’analyse en composantes principales réalisées sur les données d’expression relatives 

des larves soumises seulement à 100µg/L de MPs indique que 46,2% des données sont 

représentées par l’axe 1 contre 16,7% expliquées par le deuxième axe. Dans le diagramme de 

corrélation présenté à gauche sur la Figure 23, il est possible d’observer que tous les gènes sont 

dirigés vers la gauche du cercle de corrélation. Sur le graphe de droite, les différentes ellipses 

représentent les conditions d’exposition aux MPs et la distribution des données est telle 

qu’aucune condition ne peut être identifié comme étant différente d’une autre.  

Pour celle réalisée sur les données ayant été soumises à 1000µg/L, les axes représentent 

respectivement 39% (axe 1) et 17,1% (axe 2) des données ce qui est moins que pour l’exposition 

à 100µg/L. Pour le diagramme des corrélations des variables (Figure 24, gauche), la même 

constatation que pour la figure 23 peut être émise. Or, les gènes ayant une contribution moindre 

(flèches de taille plus petite) pour ces deux axes semblent être différents. En effet, pour les 

données exposées à 100µg/L, ce sont les gènes cat et cyp1a qui sont les moins expliqués par 

ces axes alors que pour la concentration de 1000µg/L, ce sont les gènes tfa et aldo. Cependant, 

la représentation de droite (Figure 24),  montre bien que les différents clusters formés par la 

distribution des données. Il semblerait que les larves exposée de 0-4jpf ont une expression 

relative des gènes différentes de celles exposées de 4-8jpf alors que les larves non exposées et 

celles exposées de 0-8jpf semblent présenter des expressions relatives similaires, de par la 

superposition des clusters. 
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Figure 23 : Graphes des variables (gauche) et des individus (à droite) pour les données d’expression relative des gènes pour les larves uniquement 
exposées à une concentration de 100µg/L de MPs. 
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3.5 Effets de l’exposition des MPs combinés à un challenge bactérien 
sur le niveau d’expression relative des gènes 

 
En plus des mesures de l’expression relative des différents gènes testés, des indices (fold 

change normalisé) pour les expressions montrant un changement significatif lors d’une 

coexposition (MPs et bactérie) ont été calculés afin de mettre en évidence une surexpression ou 

une sous-expression de ces derniers lorsque le système immunitaire est stimulé.  

 

3.5.1 Les gènes de détoxification et apoptotique 
 

Un effet significatif de l’interaction des concentrations et des conditions d’exposition  

sur l’expression relative du gène de la catalase (cat) a pu être mis en évidence (p = 0.01238) 

lorsque les larves sont exposées à un challenge bactérien en plus des MPs (Figure 25). En effet, 

il semblerait que l’expression du gène, impliqué dans les défenses contre le stress oxydant, 

augmente de manière significative lorsque les larves sont exposées à 1000µg/L de MPs de 0-

4jpf que quand elles sont exposées de 0-8jpf à 100µg/L et de 4-8jpf à 1000µg/L de MPs.  
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Figure 24 : Graphes des variables (gauche) et des individus (à droite) pour les données d’expression relative des gènes pour les larves uniquement 
exposées à une concentration de 1000µg/L de MPs. 
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Quant aux gènes bcl2, sod et cyp1a, aucun effet simple et/ou d’interaction des concentrations 

et des conditions d’exposition n’a pu être mis en avant sur leur expression relative (p > 0.05) 

(Annexe 9). Cela ne nous permet pas de dire s’il y a une augmentation ou une diminution de 

l’expression pour les différents gènes. Cependant, le fold change normalisé pour le gène bcl2, 

responsable de l’apoptose, indique que son expression est significativement impactée par 

l’interaction des concentrations et des conditions d’exposition (p = 9.025e-10) (Figure 26). En 

effet, le fold change normalisé du gène pour les larves exposées à 1000µg/L de MPs de 4-8jpf 

indique une sous-expression significative du gène par rapport au moment où elles sont exposées 

de 0-8jpf, pour lesquelles le gène est également significativement sous-exprimé par rapport aux 

larves exposées aux MPs de 0-4jpf. De plus, il semblerait que l’exposition des larves de 4-8jpf 

cause une augmentation de l’expression du gène significative à 100µg/L de MPs par rapport à 

1000µg/L. Enfin, à 1000µg/L, l’expression du gène augmente significativement chez les larves 

exposées de 0-4jpf par rapport aux contrôles non exposés aux MPs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs combinée 
à un challenge bactérien sur l’expression relative du gène cat sur 
les larves de poisson-zèbre selon les différentes concentrations 
(0, 100 et 1000µg/L) pour les trois conditions (0-4jpf, 4-8jpf et 0-
8jpf). Les différences significatives entre les différentes 
concentrations et conditions d’exposition sont représentées par 
des lettres différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins une 
lettre qui est identique, aucune différence significative n’a pu être 
mise en évidence. 
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Figure 26 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs combinée à un challenge bactérien sur l’expression relative du gène bcl2 
sous forme d’indice (fold change normalisé) sur les larves de poisson-zèbre selon les différentes concentrations (0, 100 et 
1000µg/L) pour les trois conditions (0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les différences significatives entre les différentes concentrations et 
conditions d’exposition sont représentées par des lettres différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins une lettre qui est 
identique, aucune différence significative n’a pu être mise en évidence. 
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3.5.2 Les gènes liés aux fonctions immunitaires 
 

La combinaison de l’exposition aux MPs à un challenge bactérien n’a mis en évidence 

aucun effet des concentrations et des conditions d’exposition sur l’expression relatives de trois 

gènes (Annexe 10, a-c). Les gènes sont nfkb, il6 et il1b. Ensuite, pour le gène tfa, le test de 

Tuckey n’a pas confirmé l’effet de l’interaction des concentrations et des conditions 

d’exposition sur son expression que l’Anova II avait mis en évidence (p = 0.007598) (Annexe 

10, d).  

 

Toutefois, pour les gènes nfkb et il1b, un effet significatif de l’interaction des 

concentrations et des conditions d’exposition aux MPs (nfkb : p = 3.718e-05 ;il1b : p = 1.945e-

05) a été mis en évidence par le fold change normalisé (Figure 27). Pour le gène nfkb, impliqué 

dans la voie toll-nfkb, les larves exposées à 1000µg/L de MPs de 0-4jpf présentent une 

augmentation de l’expression du gène par rapport aux larves exposées aux autres conditions 

d’expositions. Enfin, pour le gène il1b, les larves exposées à 100µg/L de MPs de 0-4jpf et 4-

8jpf et à 1000µg/L à 0-4jpf montrent une augmentation significative de l’expression du gène 

par rapport aux larves exposées de 4-8jpf à 1000µg/L de MPs.  

 

Pour le dernier gène lié à l’immunité, c’est-à-dire mpo, un effet significatif de 

l’interaction des deux variables a pu être mis en évidence sur l’expression relative de ce gène 

(p = 0.007598) (Figure 28). Il semblerait que l’expression relative du gène mpo augmente 
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Figure 27 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs combinée à un challenge bactérien sur l’expression relative des gènes nfkb (a) et il1b 
(b) sous forme d’indice (fold change normalisé) sur les larves de poisson-zèbre selon les différentes concentrations (0, 100 et 1000µg/L) pour 
les trois conditions (0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les différences significatives entre les différentes concentrations et conditions d’exposition sont 
représentées par des lettres différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins une lettre qui est identique, aucune différence significative n’a pu 
être mise en évidence. 
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significativement lorsque les larves sont exposées à 1000µg/L de MPs du 4-8jpf par rapport 

aux larves exposées de 0-4jpf à 100µg/L de MPs et de 0-8jpf à 1000µg/L de MPs. 

 

 
 
 
 
 
 

 
3.5.3 Les gènes liés à la mise en place du microbiote  

 
Les analyses réalisées sur les deux gènes liés à la mise en place du microbiote indiquent 

pour le premier, pcna, qu’aucun effet significatif des concentrations et des conditions 

d’exposition aux MPs n’a été mis en évidence (Annexe 11). Alors que pour le second gène, fiaf, 

un effet significatif des concentrations d’exposition a été mis en évidence sur l’expression 

relative du gène (p = 0.009708). En effet, une diminution significative de son expression 

relative a été mise en évidence pour la concentration de 100µg/L par rapport à l’expression du 

gène dans la situation contrôle (Figure 29).  

 

 

Figure 28 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs combinée 
à un challenge bactérien sur l’expression relative du gène mpo 
sur les larves de poisson-zèbre selon les différentes 
concentrations (0, 100 et 1000µg/L) pour les trois conditions (0-
4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les différences significatives entre les 
différentes concentrations et conditions d’exposition sont 
représentées par des lettres différentes. S’il n’y a aucune lettre 
ou au moins une lettre qui est identique, aucune différence 
significative n’a pu être mise en évidence. 
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Figure 29 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs combinée à un challenge bactérien sur l’expression relative du 
gène fiaf sur les larves de poisson-zèbre selon les différentes concentrations (0, 100 et 1000µg/L) pour les trois conditions 
(0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les différences significatives entre les différentes concentrations et conditions d’exposition sont 
représentées par des lettres différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins une lettre qui est identique, aucune différence 
significative n’a pu être mise en évidence. 
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3.5.4 Le gène marqueur de la neurotoxicité 
 
Aucun effet significatif simple et/ou d’interaction des concentrations et des conditions 

d’exposition n’a pu être mis en évidence sur l’expression relative du gène indicateur de la 

neurotoxicité (gfap) (p > 0.05) par les analyses statistiques (Annexe 12). 

 

3.5.5 Les gènes liés au métabolisme 
 

Après un challenge bactérien, nos résultats montrent que l’expression relative des gènes 

suivant aldo, fasn, cs, hk1 ne change pas significativement selon les concentrations et les 

conditions d’exposition aux MPs (Annexe 13). Alors qu’un effet de l’interaction de ces deux 

variables significatif a été mis en évidence par le fold change normalisé de l’expression relative 

du gène hk1 (p = 0.005251) (Figure 30), impliqué dans la première étape de la glycolyse. En 

effet, les fold change normalisé pour l’expression de ce gène indique une augmentation 

significative de son expression lorsque les larves sont exposées de 0-4jpf à une concentration 

de 1000µg/L de MPs par rapport aux autres conditions testées. 

3.5.6 Analyse en composantes principales des expressions relatives des 
gènes  

 
L’analyse en composantes principales réalisée sur les expression relatives des larves 

soumise à 100µg/L de MPs ainsi qu’à un challenge bactérien (A. salmonicida achromogenes) 

indique que 51,22% des données sont représentées par l’axe 1 contre 20,24% expliquées par le 
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Figure 30 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs combinée à un challenge bactérien sur l’expression relative du gène hk1 sous forme 
d’indice (fold change normalisé) sur les larves de poisson-zèbre selon les différentes concentrations (0, 100 et 1000µg/L) pour les trois 
conditions (0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les différences significatives entre les différentes concentrations et conditions d’exposition sont 
représentées par des lettres différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins une lettre qui est identique, aucune différence significative n’a 
pu être mise en évidence. 



 54 

deuxième axe. Dans le diagramme de corrélation présenté à gauche sur la Figure 31, il est 

possible d’observer que tous les gènes sont dirigés vers la gauche du cercle des corrélations. 

Sur le graphe de droite, les différentes ellipses représentant les différentes conditions 

d’exposition aux MPs se superposent faiblement laissant apparaitre que dans certains cas, 

l’expression des gènes ne varie pas selon les différentes conditions. 

Pour celle réalisée sur les données ayant été soumises à 1000µg/L avec un challenge 

bactérien, les axes représentent respectivement 44,14% (axe 1) et 16,56% (axe 2) des données. 

Pour le diagramme des corrélations des variables (Figure 32, gauche), les gènes sont également 

tous dirigés vers la gauche du cercle. Les gènes ayant une contribution moindre semblent être 

différents entre le diagrammes pour la concentration en MPs de 100µg/L par rapport à celle de 

1000µg/L. En effet, pour les données exposées à 100µg/L, ce sont les gènes sod et cs qui sont 

les moins expliqués par ces axes. Pour la concentration de 1000µg/L, les gènes cat et il6 font à 

nouveau partie de ceux ayant une faible contribution. Puis, la représentation de droite (Figure 

32) montre bien la distribution des données selon les différentes conditions d’exposition. Il est 

possible de remarquer que les ellipses correspondant aux différents temps d’exposition se 

superposent les unes aux autres à certains endroits.   

Figure 31 : Graphes des variables (gauche) et des individus (à droite) pour les données d’expression relative des gènes pour les larves exposées à une 
concentration de 100µg/L de MPs et à un challenge bactérien. 
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Figure 32 : Graphes des variables (gauche) et des individus (à droite) pour les données d’expression relative des gènes pour les larves exposées 
à une concentration de 1000µg/L de MPs et à un challenge bactérien. 
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4 Discussion 
 

De nos jours, les poissons sont soumis à de nombreux changements impactant leur 

milieu de vie comme la pollution (Finlayson 2018). Ces divers changements peuvent être 

considérés comme des facteurs de stress pour ces organismes car l’équilibre existant entre eux 

et leur environnement est perturbé. Afin de restaurer cet équilibre, les individus devront mettre 

en place une ou plusieurs réponses. Ces dernières impacteront diverses fonctions biologiques 

comme les systèmes neuronal, endocrinien et immunitaire (Tort 2011). L’exposition des larves 

de poisson-zèbre (Danio rerio) aux microbilles de polystyrène peut alors être considérée 

comme un stress ainsi que le challenge bactérien imposé aux larves au 8ème jour d’exposition.  

 

Dans le cadre de ce mémoire, ce sont les impacts sur le système immunitaire qui seront 

principalement décrits, sachant que ce n’est pas le seul système impacté par les MPs et une 

infection bactérienne. Il a été mis en évidence qu’un stress induit dans les premiers stades de 

vie des poissons peut renforcer les réponses immunitaires futures (Cornet et al. 2020). De plus, 

les MPs peuvent libérer davantage d’additifs dans le milieu lorsqu’ils se dégradent qu’en 

condition de laboratoire. Ils peuvent aussi constituer un substrat où des additifs, tel le bisphénol 

A, peuvent adhérer et sur lequel des bactéries peuvent se développer (Hale et al. 2020).  

  

Nous tenterons donc d’évaluer les effets des MPs associés ou non à une bactérie 

pathogène (A. salmonicida) sur le système immunitaire des larves de poisson-zèbre.  

 
4.1 La survie 

 
Un effet des conditions d’exposition aux MPs a été mis en évidence sur la survie des 

larves de poisson-zèbre et ce dernier semble mettre en évidence que les larves exposées de 4-

8jpf ont un taux de survie significativement plus faible que les larves exposées de 0-8jpf et 0-

4jpf. Ces résultats concordent avec ceux d’autres études ayant observé une diminution de la 

survie lors d’une exposition de MPs (Lei et al. 2018; Run Zhang et al. 2020). Ces deux études, 

Lei et al. (2018) et Zhang et al. (2020), ont mis en évidence une augmentation de la mortalité 

des larves de poisson-zèbres dépendante de la concentration5 en MPs. De plus, la seconde étude 

a démontré que la mortalité augmentait également en fonction du temps d’exposition aux MPs, 

qui étaient, pour cette étude, 8, 32 et 96 heures (Run Zhang et al. 2020). L’exposition aux MPs 

 
5 Pour l’étude de Lei et al. (2018), les concentrations en MPs étaient 0.001, 0.01, 0.1,1.0 et 10.0 mg/L. Pour celle 
de Zhang et al. (2020), elles étaient de 0, 0.05, 0.1, 1, 5, 10mg/L.  
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après que la bouche soit ouverte parait logique car les MPs sont capables d’entrer dans 

l’organisme et de causer des dommages menant à la mort de l’organisme. Ceci explique 

pourquoi la survie est plus faible chez les larves exposées aux MPs de 4-8jpf et de 0-8jpf. 

Cependant, le pic de mortalité ayant été observé 24hpf est sûrement dû aux MPs qui perturbent 

le développement embryonnaire en le retardant ou en l’arrêtant.   

 
4.2 L’exposition aux MPs affecte l’immunité innée 

 
Premièrement, NF-𝜅𝛽 est une réponse inflammatoire activée par la détection de la 

présence d’un xénobiotique ou un agent pathogène (LPS) dans l’organisme des larves par les 

TLRs (Murdoch et Rawls 2019; Trede et al. 2004). Cette réponse permet, par la suite, la 

production de cytokines pro-inflammatoires (Ko et al. 2017). Ceci explique l’augmentation de 

l’expression de nfkb observée aux conditions d’exposition, 4-8jpf et 0-8jpf, au cours desquels 

des MPs sont capables d’entrer dans les larves et de causer des dommages tissulaires. Sachant 

que les MPs utilisés ici sont des microbilles de PS, leur surface est lisse. Ce qui signifie qu’elles 

ne s’accrochent pas aux tissus à cause de leur forme, à comparer aux fibres et aux fragments 

(Mazurais et al. 2015; Qiao, Deng, et al. 2019). Ce n’est donc pas leur forme qui apparait 

comme étant responsable de l’inflammation mais elles sont capables de s’accumuler dans 

l’organisme, au niveau de l’intestin par exemple, causant ainsi l’élargissement de celui-ci 

(Mazurais et al. 2015; Yin et al. 2019). À un moment donné, il se pourrait que l’élargissement 

est tel que la paroi intestinale, fragilisée, céderait ainsi sous la quantité de billes de plastiques 

ingérée par le poisson. Une seconde hypothèse serait que des bactéries se soient développées 

dans les boites de pétri activant ainsi la réponse immunitaire. Cette bactérie entre alors avec les 

billes lorsque la bouche et le système digestif s’ouvrent à 5jpf (Stephens et al. 2016) ce qui 

coïncide avec les conditions pour lesquelles un effet a été observé. 

  

Deuxièmement, l’expression du gène codant pour IL-6 (interleukine 6) n’est pas modifié 

selon les différents traitements d’exposition aux MPs. Alors que il1𝛽 (Interleukine 1𝛽) est 

significativement surexprimé lorsque les larves sont exposées de 4-8jpf à 1000µg/L de MPs par 

rapport à quand elles sont exposées à la même concentration de 0-4jpf et 0-8jpf et à 100µg/L 

de MPs de 0-4jpf. En général, il6 et il1𝛽 ont des profils d’expression similaire (Varela et al. 

2012) or ce n’est pas ce que nous avons observé dans cette étude. De plus, l’expression de il6 

ne concorde pas avec ce qui a été observé dans les études de Cornet et al. (2020), Jin et al. 

(2018) et Varela et al. (2012) par rapport au gène il1𝛽. Dans ces dernières, il s’avère que 
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l’expression de ces cytokines augmente lors de l’expression des MPs et lors d’une infection par 

une bactérie pathogène.  

Un premier postulat que nous émettrons concerne IL6 ayant pour but d’expliquer nos 

résultats qui diffèrent de ce qui est observé dans la littérature. Il se pourrait que chez certaines 

larves, l’exposition aux MPs dès le début de leur vie ait retardé le développement du système 

immunitaire entrainant une production moindre d’ARN, codant par exemple pour des 

cytokines, par rapport aux larves n’ayant pas subi de mauvais développement immunitaire. Par 

conséquent, lorsque le système immunitaire serait stimulé par un des traitements d’exposition, 

la quantité de gènes produits par les larves ayant eu un développement tardif de leur immunité 

augmente par rapport aux larves ayant eu un développement normal et soumises à un traitement 

ne stimulant pas leur système immunitaire. Cette augmentation permet alors à ces larves de 

rattraper la quantité de gènes présente dans les traitements n’ayant pas induit de surexpression 

des gènes. Donc, lors des analyses, les niveaux d’expression étant similaires dans tous les 

traitements n’ont pu nous aider à mettre en avant la stimulation subie par certaines des larves 

soumises à certains traitements.  

Un second postulat quant à nos résultats pour il1𝛽 serait qu’en exposant les larves de 4-

8jpf, le tractus digestif s’ouvre permettant ainsi aux microbilles de s’y accumuler. Cette 

accumulation cause la distension de la paroi intestinale menant à sa rupture à un moment donné. 

Cette rupture provoque une inflammation chez les larves amenant à la production de IL1𝛽 qui 

permet par la suite la venue des macrophages et des neutrophiles ainsi qu’à une dysbiose 

intestinale. Ces deux cellules seraient responsables de la survie des cellules permettant la 

réparation et/ou la régénérescence des tissus lésés (Hasegawa et al. 2017; Jin et al. 2018; Novoa 

et Figueras 2012; Qiao, Deng, et al. 2019). 

 

Troisièmement, l’expression du gène mpo ne semble pas changer selon les différentes 

concentrations et conditions d’exposition aux MPs. La MPO (myéloperoxydase) se trouve dans 

le cytoplasme des neutrophiles et joue un rôle dans le marquage par l’opsonine et dans la 

phagocytose (Cornet et al. 2020; Gillet 2021). Le fait que l’expression de ce gène n’est pas 

impactée par les MPs pourrait indiquer que leur présence dans l’organisme des larves n’induit 

pas une inflammation nécessitant la présence des neutrophiles. Cela pourrait également mettre 

en avant le rôle de la MPO dans la dégradation des pathogènes (Cornet et al. 2020; Gillet 2021) 

car, dans ce cas-ci, les larves sont uniquement exposées à des MPs. La MPO n’aurait donc pas 

la capacité de dégrader les MPs car ce ne sont pas des agents pathogènes.  
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Le dernier gène étudié en lien avec l’immunité innée des larves de poisson-zèbre est tfa. 

Il code respectivement pour la transferrine-𝛼, impliquée dans la réponse inflammatoire (Spead	

et	al.	2018). Les larves soumises uniquement aux MPs ne montrent aucun changement au niveau 

de l’expression relative de ce gène. Ceci pourrait être expliqué par le fait que la transferrine-𝛼 

n’est pas suffisamment exprimée que pour mettre en avant la présence d’une inflammation. Une 

seconde explication serait due à la fonction de détoxification des métaux de la TF𝛼 (« ZFIN 

Gene: tfa » s. d.). Ainsi, aucun changement d’expression n’est observé car les larves ne sont 

pas exposées à des métaux lourds mais à des MPs.  

 

Ensuite, des gènes régulés positivement par le microbiote intestinal et permettant ainsi 

d’évaluer la mise en place de ce dernier ont été analysés. Il s’agit de fiaf et pcna, impliqués 

respectivement dans le métabolisme des nutriments et dans la prolifération cellulaire (Novoa et 

Figueras 2012; Tan et al. 2019). Ce microbiote, essentiel pour les fonctions digestives et 

immunitaires, correspond à l’interaction au niveau des muqueuses entre des microorganismes 

commensaux et un hôte, ici les larves de poisson-zèbre (Pérez et al. 2010). Il est dépendant du 

milieu de vie et de l’alimentation de l’hôte (Pérez et al. 2010; Stephens et al. 2016). 

 

Pour ces deux gènes, fiaf et pcna, aucun changement au niveau de leur expression n’a 

été mis en évidence lors d’une exposition aux MPs.  

D’une part, fiaf est principalement exprimé au niveau des tissus adipeux et du foie. 

D’ailleurs, une augmentation de son expression serait indicateur du jeûne tandis que la 

diminution de celle-ci serait synonyme d’un apport alimentaire riche en graisse (Kersten et al. 

2000). En outre, la protéine Fiaf est un inhibiteur de la lipoprotéine lipase, étant responsable de 

la dégradation des triglycérides afin de fournir de l’énergie (Guo et al. 2017; Nelson et Cox 

2017). D’après nos résultats, il semblerait que les MPs ne s’accumulent pas dans le tractus 

digestif des larves de poisson-zèbre les empêchant de se nourrir ou d’entrer en jeûne, comme 

cela a été montré dans l’étude de Yin et al. (2019). Cette absence d’accumulation peut être due 

au fait que leur surface est lisse et que les microbilles finissent par être évacuées via les fèces 

(Mazurais et al. 2015; Eriksen et al. 2014).  

D’autre part, pcna joue un rôle dans la synthèse, la réplication et la réparation de l’ADN 

car c’est lui qui est responsable du maintien d’une cellule en vie ou de sa mort (Kelman 1997; 

Paunesku et al. 2001). Son rôle dans l’apoptose est médié par la protéine p53 (Paunesku et al. 

2001). Dans l’étude de Gu et al. (2020), ils ont analysé l’effet des MPs sur la capacité de 

régénération que possède le poisson-zèbre. Parmi les gènes qu’ils ont analysés, il y avait la pcna 
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et il semblerait que le niveau d’ARNm pour ce gène ait tendance à augmenter avant de 

redescendre. Donc dans le cas de cette étude, la pcna apparait également comme étant un gène 

associé à la régénération des tissus chez le poisson zèbre (Gu et al. 2020). L’augmentation 

d’ARNm pour la pcna pourrait indiquer qu’il y a soit réplication de l’ADN soit réparation de 

l’ADN (Paunesku et al. 2001). En outre, pcna est un gène exprimé dans diverses structures dont 

le système digestif et le système nerveux (« ZFIN Gene: pcna » s. d.). Dans le cas de notre 

étude, l’absence de changement au niveau de l’expression de pcna pourrait indiquer que les 

MPs ne savent pas passer la barrière formée par le microbiote intestinal et le mucus, de par leur 

taille. Les MPs n’atteignent donc pas les cellules de la paroi intestinale les laissant intactes. 

Cela permet d’indiquer la présence du microbiote intestinal et de son rôle de protecteur face à 

des pathogènes et/ou corps étrangers. 

 

4.3 L’association d’une bactérie pathogène aux MPs affecte 

l’immunité innée  
 

D’abord, avec un challenge bactérien au 8ème jour, la réponse immunitaire causée par 

l’exposition aux MPs pour nfkb semble avoir été annulée car plus aucun effet quel qu’il soit n’a 

été mis en évidence pour l’expression de ce gène. Toutefois, le fold change normalisé indiquant 

l’impact du challenge bactérien sur les gènes ayant déjà été soumis à une exposition aux MPs 

montre que nfkb est surexprimé chez les larves exposées à 1000µg/L de MPs de 0-4jpf. Vu que, 

pendant ce temps d’exposition, les MPs n’entrent pas dans les larves car la bouche et le système 

digestif sont clos, ils se pourraient que les MPs s’accumulent à la surface des poissons, au 

niveau de la peau. Par conséquent, les MPs impacteraient également le microbiote de la peau. 

Des études, comme celles de Abbasi et al. (2018), Feng et al. (2019) et W. Wang, Ge, et Yu 

(2020) ont effectivement mis en évidence la capacité des MPs à s’accumuler à la surface des 

poissons pouvant causer le détachement des écailles, des lésions permettant ainsi aux MPs 

d’entrer dans l’organisme via le système circulatoire. De plus, l’étude de Feng et al. (2019) 

mentionne que la quantité de MPs au niveau de la peau de certains poissons prélevés dans une 

baie de Chine serait largement supérieure à la quantité retrouvée dans l’intestin (Figure 33). 
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Concernant les expressions relatives de il6 et il1ß, l’association des MPs avec un 

challenge bactérien n’induit aucune modification, comme pour nfkb. Dans le cas de il6, 

l’hypothèse émise est la même que pour l’exposition aux MPs uniquement. Tandis que pour 

il1ß, il semblerait que les effets de l’exposition aux MPs seuls soient annulés lors de l’ajout 

d’un challenge bactérien car aucune distinction n’a pu être faite entre les différents groupes. 

Cela indiquerait que les larves ne se défendent pas de façon normale par rapport à ce qui peut 

être observé dans les études portant sur l’infection bactérienne, notamment celle de Cornet et 

al. (2020). En effet, une augmentation de l’expression des cytokines a été mise en évidence 

lorsque les larves étaient exposées à A. salmonicida (Cornet et al. 2020). Selon notre étude, les 

larves se défendent moins lors d’une coexposition MPs-bactérie ce qui peut provoquer leur 

mort. Néanmoins, sur base de l’expression des gènes après l’exposition aux MPs, le fold change 

normalisé indique que les larves exposées de 0-4jpf pour les deux concentrations testées et de 

4-8jpf à 100µg/L montrent une surexpression significative de il1ß. A nouveau, la surexpression 

observée avant l’ouverture de la bouche et du système digestif pourrait être due au fait que les 

MPs et les bactéries interagissent au niveau de la peau. De plus, l’augmentation de l’expression 

mise en évidence par le fold change de 4-8jpf coïncide avec l’ouverture de la bouche et du 

système digestif menant à l’ingestion de MPs sur lesquels des bactéries auraient adhéré 

stimulant ainsi le système immunitaire des larves.  

 

L’expression de mpo, lors du challenge bactérien, augmente significativement pour les 

larves exposées de 4-8jpf à 1000µg/L par rapport à celles exposées de 0-4jpf à une 

concentration similaire à celle retrouvée dans l’environnement (100µg/L) et de 0-8jpf pour une 

dose 10x supérieure à celle de l’environnement. Le fait qu’une augmentation de l’expression 

Figure 33 : Barplot représentant la quantité de MPs au niveau de la peau, des branchies et 
de l'estomac chez six espèces de poissons présents dans la baie de Haizhou en Chine. Les 
lettres représentent les différences significatives entre les différents tissus (Feng et al. 2019). 
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du gène mpo soit observée lors de la combinaison de MPs à des bactéries coïncide avec ce qui 

a été mis en évidence dans l’étude de Cornet et al. (2020). En effet, cette augmentation de 

l’expression permet d’affirmer que les neutrophiles sont présents au niveau des sites 

d’inflammation et d’infection chez les larves de poisson-zèbres exposées aux MPs de 4-8jpf 

suivi d’un challenge bactérien. Cela semble mettre en évidence le rôle des neutrophiles dans la 

dégradation des pathogènes, qu’est A. salmonicida achromogenes dans le cas de notre étude 

ainsi que dans l’étude de Cornet et al. (2020). Il est vrai que la MPO libérée par les neutrophiles 

sur le(s) site(s) d’inflammation et d’infection a une activité bactéricide expliquant l’implication 

des neutrophiles dans les défenses contre un pathogène (Cornet et al. 2020; Gillet 2021; « ZFIN 

Gene: mpx » s. d.). Cependant, la MPO est également liée à la production de peroxydes 

antimicrobiens ce qui signifie qu’une surexpression excessive du gène amène à la production 

de ROS. Ces ROS devront être pris en charge par le système de détoxification (Cornet et al. 

2020; Murdoch et Rawls 2019) (cf. 4.4.1.Les systèmes de détoxification). 

 

Enfin, pour le gène tfa, l’association des MPs à A. salmonicida achromogenes selon 

différents temps et concentration d’exposition n’a pas eu d’effet sur l’expression relative de ce 

gène, contrairement à la mpo. Dans la récente étude menée par Cornet et al. (2020), il semblerait 

que les profils d’expressions pour les gènes mpo et tfa soient semblables et montrent une 

expression plus élevée de ces derniers lorsque les poissons sont infectés une seconde fois par 

le pathogène. Ceci pourrait probablement être dû au fait que les gènes ne sont pas présents 

directement dès le début de la vie des larves mais apparaissent plus tard. Bien que ces gènes 

seraient exprimés durant toute la vie du poisson (« ZFIN Gene: mpx » s. d.; « ZFIN Gene: tfa » 

s. d.). 

 

Comme pour le point précédent, les gènes régulés par le microbiote ont été analysés lors 

de l’exposition aux MPs associée à une bactérie pathogène.  

Pour le premier gène lié au microbiote intestinal, lorsque les larves ont été exposées à 

un challenge bactérien après l’exposition aux MPs, l’expression de fiaf diminue 

significativement à 100µg/L de MPs par rapport aux larves non-exposées aux MPs. Cette 

diminution indique donc que la lipoprotéine lipase n’est pas inhibée permettant ainsi la 

libération d’énergie (Nelson et Cox 2017). Ceci pourrait être mis en lien avec le fait que la LDH 

n’est pas exprimée lors de l’ajout du challenge bactérien à cause d’un stress oxydatif trop 

important (cf. 4.4.2.1.L’activité de la LDH). Par conséquent, les larves ne seraient pas capables 

de produire assez d’énergie pour contrer les effets néfastes des MPs et de l’infection 
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bactérienne. Ces larves ont donc mis en place cette voie de secours empêchant l’enzyme Fiaf 

de fonctionner et permettant ainsi la libération d’énergie via l’action de la lipoprotéine lipase.  

Le second gène, pcna, dont le rôle a été mentionné dans le point précédent, ne montre 

aucun changement au niveau de son expression relative lorsque les larves sont exposées à un 

challenge bactérien en plus des MPs. Cela pourrait aussi être expliqué par la présence du 

microbiote intestinal et du mucus empêchant les MPs et les bactéries d’atteindre la paroi 

intestinale et de l’endommager.  

 

4.4 L’exposition aux MPs associée ou non à une bactérie pathogène 

impacte d’autres mécanismes et systèmes physiologiques 
 

4.4.1 Les systèmes de détoxification 

4.4.1.1 Les activités de la GST et la catalase 

 
La GST agit contre les composés ayant été peroxydés et endommagés par les ROS (J. 

Bhagat, Ingole, et Singh 2016). L’augmentation de l’activité de la GST observée chez les larves 

exposées aux MPs à partir de 4-8jpf semble être liée à une production excessive de ROS causant 

un stress oxydatif déclenchant les mécanismes de défenses anti-oxydantes. Cette augmentation 

excessive de ROS lors d’une exposition de MPs a été observée dans l’étude menée par 

Umamaheswari et al. en 2021. Dans cette dernière, des poissons-zèbres adultes ont été exposés 

à deux concentrations de MPs (10 et 100µg/L) pendant 35 jours (Umamaheswari et al. 2021). 

De plus, une autre étude, où des poisson-zèbres adultes ont été exposés à une concentration de 

MPs de 2mg/L, a également mis en évidence que la voie de détoxification de la GST est activée 

lorsque la balance ROS-antioxydant penche vers une production de ROS excessive (Santos et 

al. 2021). 

 

 La catalase est une enzyme anti-oxydante produite par les cellules des poissons 

intervenant dans la dégradation du peroxyde d’hydrogène (H2O2) en oxygène (O2) et en eau 

(H2O) (Hirayama, Cho, et Sassone-Corsi 2007). Nos résultats n’ont pas permis de mettre en 

évidence un impact significatif de l’exposition des MPs sur l’activité spécifique de la catalase. 

Ceci a également été observé par trois autres études, celles de Parenti et al. (2019), Pitt et al. 

(2018) et Santos et al. (2020).  
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Dans la première étude, les chercheurs ont conclu que les concentrations de 0 et 1 mg/L 

de nanoplastiques n’induisaient qu’un léger stress oxydatif sur des embryons de poisson-zèbre 

exposés de 72 à 120hpf (Parenti et al. 2019). Cependant, nous ne pouvons pas confirmer que 

c’est ce qui se passe dans le cas de notre étude car, comme nous l’avons mentionné ci-dessus, 

l’exposition des larves de poisson-zèbres aux MPs de PS de 4-8jpf a entrainé l’augmentation 

de l’activité spécifique de la GST. Cela indique donc qu’un stress oxydatif est bien causé par 

la production excessive de ROS activant ainsi le système de défense géré par la GST.  

Dans l’étude de Wang et al. (2019), une diminution de l’activité de la catalase a 

également pu être mise en évidence en exposant des larves de poisson-zèbre à différentes 

concentrations de MPs (0, 100 et 1000mg/L) pendant sept jours. Une hypothèse permettant 

d’expliquer cette diminution de l’activité de la catalase (Y. Wang et al. 2019) ainsi que 

l’absence de changement au niveau de l’activité de cette enzyme, que nous avons observé lors 

de la réalisation de ce travail, serait que les MPs génèrent une quantité importante de ROS. 

Cette production excessive induit un stress oxydatif tel qu’il diminue voire inhibe l’activité de 

la catalase, l’empêchant ainsi de dégrader le peroxyde d’hydrogène produit. Cette hypothèse a 

aussi été émise au cours de la recherche de Xu et al. (2021).  

D’autres études portant sur l’exposition des MPs ont montré que l’activité de la catalase 

augmentait avec les concentrations d’exposition (Lu et al. 2016; Qiao, Sheng, et al. 2019). Cela 

confirme aussi que les poissons doivent se défendre contre le stress oxydatif causé par les ROS 

(Jacky Bhagat et al. 2020; Lu et al. 2016; Qiao, Sheng, et al. 2019). Les études de Lu et al. 

(2016) et Qiao, Sheng, et al. (2019) ont exposé respectivement des poissons-zèbres adultes 

pendant 7 et 21 jours.  

 

 Enfin, concernant les larves ayant été soumises à un challenge bactérien à 8jpf, plus 

aucune différence d’activité pour ces deux enzymes de détoxification n’a pu être observée selon 

les différentes concentrations et conditions d’exposition. Afin d’expliquer ces résultats, peut-

être que cette association de stress (MPs et bactérie) aurait causé une production de ROS 

disproportionnée ce qui inhibe la voie de production d’énergie menant par la suite à une 

inhibition des différentes voies de détoxification empêchant ainsi les larves de se défendre face 

à cette combinaison de stress (J. Bhagat, Ingole, et Singh 2016; Santos et al. 2021; Xu et al. 

2021).  

 

4.4.1.2 Les gènes liés à la détoxification et à l’apoptose 
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En plus des enzymes impliquées dans les systèmes de détoxification, les expressions 

relatives de quatre gènes ont été analysées à cause de leur lien avec les systèmes de 

détoxification (cat, sod et cyp1a) et apoptotique (bcl2). 

 

Premièrement, l’expression des gènes codant pour les enzymes, catalase et superoxyde 

dismutase (SOD), ne semble pas être impactée de façon significative par les concentrations 

et/ou les conditions d’exposition aux MPs seuls et associés à un challenge bactérien, seulement 

pour la sod. La SOD est une protéine liée à des ions métalliques permettant de dégrader les 

anions superoxydes (O2.-) (Haleng et al. 2007). Le fait que leur expression ne montre aucun 

changement pourrait indiquer que, lors de l’exposition aux MPs seuls et associée à un challenge 

bactérien pour le gène sod et seulement lors de l’exposition aux MPs seuls pour cat, n’entrainent 

pas la production des ROS contre lesquels agissent la catalase et la SOD. Tandis que les larves 

soumises à 1000µg/L de MPs de 0-4jpf présentent une augmentation significative de 

l’expression relative de cat par rapport à celles des larves exposées de 4-8jpf à une 

concentration de 1000µg/L et de 0-8jpf à 100µg/L de MPs associés à une bactérie pathogène. 

Cette augmentation voudrait dire qu’entre 0 et 4jpf, des MPs ont pénétré les larves ce qui peut 

sans doute être expliqué par une ouverture précoce de la bouche ou alors que des MPs se 

seraient accumulés sur la peau des poissons, comme cela a déjà été émis plus tôt.  

Dans une étude menée par Song, Choi, et Park (2020) sur des coquilles Saint-Jacques 

(Argopecten irradiens), ils ont mis en avant une surexpression des deux gènes avec 

l’augmentation des concentrations d’exposition aux MPs. Cela leur a permis de conclure que 

les MPs avaient un impact sur la génération de ROS car ils augmentaient la production de ces 

composés oxygéno-actifs activant ainsi les défenses antioxydantes pour contrer ces effets 

néfastes (Song, Choi, et Park 2020). Ceci permettrait d’expliquer notre augmentation 

d’expression pour la catalase lors d’un challenge bactérien en plus de l’exposition aux MPs.  

Dans une seconde étude menée sur des poissons-zèbres, c’est une diminution de 

l’expression de cat et sod ainsi que de l’activité des enzymes, pour lesquelles les gènes codent, 

qui a été observée (Umamaheswari et al. 2021). Cela serait dû au fait que l’expression et 

l’activité de la catalase et SOD aient été inhibées par le stress oxydatif qui est devenu trop 

intense que pour être géré (Xu et al. 2021).  

Cependant, dans le cas de notre étude, le profil d’expression de cat ne corrèle pas à 

l’activité de la catalase que nous avons observée (cf. 4.4.1.1.Les activités de la GST et de la 

catalase). Ceci peut être justifié par le fait que l’expression d’un gène n’est pas forcément 

représentative de l’activité de l’enzyme une fois qu’elle sera fonctionnelle. D’une part, il se 
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peut qu’elle soit le résultat de la transcription de différentes sous-catégories de gènes. D’autre 

part, entre la transcription et la formation de la protéine, il y a un certain laps de temps au cours 

duquel l’ARNm pourra subir des modifications mais ces dernières ne seront peut-être pas 

représentées au niveau de la protéine (Xu et al. 2021).  

 

Deuxièmement, le gène cyp1a code pour un type de protéine CYP soit pour un 

cytochrome p450-1 qu’il est possible de retrouver majoritairement dans le foie (Chen et al. 

2021). En général, le rôle des CYP est de digérer des composés pouvant être considérés comme 

toxiques pour les mammifères s’ils sont en trop grande quantité, comme c’est le cas pour 

certains xénobiotiques (Scornaienchi et al. 2010). Deux études ont analysé les effets des MPs 

sur des larves de carpes (Cyprinus carpio var.) (Xia et al. 2020) et sur le poisson-zèbre (Chen 

et al. 2021). Toutes deux ont observé une augmentation de l’expression de cyp1a et l’ont 

interprété comme étant une protection sachant que ce gène est lié à l’élimination des 

xénobiotiques (C.-Y. Chen et al. 2021; Xia et al. 2020). L’équipe de Xia et al. (2020) précise 

que lors d’une exposition prolongée (durant 60 jours d’exposition), l’expression de ce gène 

diminue ramenant une nouvelle fois à notre hypothèse selon laquelle un stress oxydatif trop 

important entrainerait l’inhibition de la mise en place des voies de détoxification (Xia et al. 

2020; Xu et al. 2021). Dans notre étude, l’expression de cyp1a n’a pas montré de changement 

significatif entre les différentes concentrations et conditions d’expositions de MPs avec ou sans 

la présence d’A. salmonicida. Cependant, cela ne signifie pas qu’aucun stress oxydatif n’est 

subit par les cellules des larves de poisson-zèbres. En effet, peut être que ce stress est tellement 

important, qu’il inhibe les voies de défense pour le contrer.  

 

Enfin, le dernier gène analysé est bcl2. Lors d’une exposition aux MPs, son expression 

a montré une augmentation significative lorsque les larves étaient exposées de 4-8jpf et de 0-

8jpf par rapport à une exposition de 0-4jpf. D’abord, la protéine BCL2, ainsi que la famille des 

BCL2 de manière générale, est importante car elle permet de réguler les voies de l’apoptose et 

il se pourrait également que certaines des protéines de cette famille aient un rôle à jouer dans 

le développement. Cependant, les protéines de la famille BCL2 peuvent être responsables du 

développement de nombreuses maladies dont le cancer (Kratz et al. 2006). D’après nos 

recherches, il semblerait que l’induction de l’apoptose par bcl2 dépende du type de composé 

d’exposition.  

En effet, dans une première étude (Coffin, Rubel, et Raible 2013) exposant les poissons-

zèbres à la néomycine et à la gentamicine, les auteurs ont mis en évidence qu’une surexpression 
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de bcl2 induisait une inhibition des voies apoptotiques dans le cas d’une exposition à la 

gentamicine contrairement à une exposition à la néomycine. Ce sont des antibiotiques 

chimiquement proches.  

Tandis que dans une seconde étude (Dimitriadi et al. 2021) soumettant des poisson-

zèbre à une exposition de MPs, les chercheurs ont mis en évidence que la surexpression de bcl2 

conduisait à l’activation des voies induisant l’apoptose. Ces résultats correspondent avec le fait 

que les MPs induisent un stress oxydatif au niveau des cellules provoquant des dommages plus 

ou moins importants au niveau de diverses fonctions biologiques (Dimitriadi et al. 2021; Horton 

et al. 2018; Jovanović 2017). Dans certains cas, des dommages sont peut-être devenus trop 

importants initiant la production de marqueurs indiquant aux composés médiateurs de 

l’apoptose où ils doivent agir (Dimitriadi et al. 2021; Pitt et al. 2018).  

Enfin, lorsqu’une bactérie pathogène est ajoutée après l’exposition aux MPs, plus aucun 

changement au niveau de son expression n’a pu être observé. Ceci pourrait être lié au fait que 

l’initiation de la mort programmée cellulaire est dépendante du type de composés exposés 

(Kratz et al. 2006). En d’autres termes, l’exposition aux MPs cause une surexpression du gène 

à cause des dommages sévères provoqué par le stress oxydatif. Mais lorsque l’exposition aux 

MPs est suivie d’un challenge bactérien, l’expression du gène augmente, puis diminue lors de 

l’ajout de la bactérie pathogène (A.salmonicida). Cette diminution observée pourrait être 

responsable soit d’un renforcement de la réponse du gène face aux MPs, permettant ainsi de 

combattre le stress oxydatif, soit d’une suppression de cette réponse.  

Le fold change normalisé pour l’expression relative du gène bcl2 après le challenge 

bactérien par rapport à l’exposition aux MPs seuls indique que ce gène est sous-exprimé chez 

les larves exposées de 4-8jpf à 1000µg/L de MPs par rapport à celles exposées de 0-8jpf qui 

sous-expriment également ce gène par rapport aux larves exposées de 0-4jpf à 1000µg/L de 

MPs. La surexpression observée pour ce gène de 0-4jpf pour les larves exposées à 1000µg/L 

de MPs est significative par rapport au niveau d’expression des contrôles. Cette augmentation 

de l’expression pourrait être due au fait que les billes de PS s’accumulent au niveau de la peau 

des larves causant des dommages considérables au niveau des cellules activant ainsi la voie de 

l’apoptose. Alors que la diminution de l’expression observée pour les larves exposées de 4-8jpf 

à 1000µg/L indique que le challenge bactérien soumis aux larves exposées de 4-8jpf à 1000µg/L 

causerait une diminution du phénomène d’apoptose. Cela signifie que la réponse d’activation 

de la réponse d’apoptose causée par les dommages cellulaires ou tissulaires liés à l’ingestion 

des MPs est inhibée par l’ajout d’un challenge bactérien à 8jpf.  
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4.4.2 Le métabolisme 

4.4.2.1 L’activité de la LDH 

 
La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme cytosolique permettant la conversion 

du pyruvate en lactate dans la voie de production d’énergie lorsque l’organisme se trouve en 

situation anaérobique (Santos et al. 2020; Umamaheswari et al. 2021). Cette voie biologique 

intervient donc dans la production d’énergie lorsque l’oxygène n’est plus disponible. En effet, 

les MPs bloqueraient les voies respiratoires des poissons réduisant les échanges gazeux comme 

mentionné par Jin et al. (2018) et Yin et al. (2019) ce qui entraine une hypoxie branchiale et 

tissulaire chez les poissons.  

 

Dans ce travail, l’activité de la LDH a été mesurée dans le but de déterminer la présence 

ou non de dommages, lésions cellulaires, tissulaires causés par les MPs seuls ou associés à une 

bactérie pathogène. Effectivement, comme l’ont démontré les études de Anagnosti et al. (2021), 

Foley et al. (2018) et Yin et al. (2019), les MPs peuvent provoquer des lésions aux niveaux des 

organes.  

 

L’activité de la LDH chez les larves exposées à 100µg/L de 4-8jpf et de 0-8jpf et chez 

celles exposées de 4-8jpf à 1000µg/L avant le challenge bactérien est significativement 

supérieure par rapport à l’activité des groupes exposés de 0-4jpf à 100µg/L de MPs et de 0-8jpf 

à 1000µg/L de MPs. Cette diminution indique que moins de pyruvate est convertie en lactate 

et donc que moins d’énergie est produite par la voie anaérobie (Santos et al. 2020; 2021). Cela 

indique aussi que certains tissus présentent des lésions permettant ainsi à l’enzyme d’aller dans 

le sang et de ne plus assurer la conversion du pyruvate en lactate (Santos et al. 2020; 

Umamaheswari et al. 2021; Y.-T. Zhang et al. 2020). Si moins d’énergie est produite alors cela 

indique que l’organisme du poisson doit faire un choix quant aux fonctions auxquelles il 

allouera le peu d’énergie qu’il produit et celle qu’il négligera (Wright, Thompson, et Galloway 

2013; Yin et al. 2018).  

 

À 8jpf, lorsque l’exposition aux MPs a été combinée à un challenge bactérien, aucun 

effet significatif des variables « concentrations » et « conditions » n’a pu être mis en évidence. 

Ce qui voudrait dire que la LDH ne présente pas de changement au niveau de son activité dans 

les différents traitements. L’hypothèse face à ces résultats serait que la combinaison des MPs 

avec une bactérie pathogène provoquerait une inhibition de la production de l’énergie car une 
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grande quantité de ROS a été engendrée (J. Bhagat, Ingole, et Singh 2016; Santos et al. 2021; 

Xu et al. 2021). Cette hypothèse rejoint ce que nous avons émis pour les enzymes antioxydantes 

(GST et catalase). N’ayant donc plus assez d’énergie, il se pourrait que les ROS s’accumulent 

inhibant ainsi les différents mécanismes de défenses ce qui est grandement défavorable car les 

poissons ne sont alors pas en mesure de combattre ce double stress.  

 

4.4.2.2 Les gènes liés au métabolisme 

 
Des études ont montré que les MPs pouvaient impacter le métabolisme des lipides, des 

protéines, du glucose (Y. Wang et al. 2019; Yin et al. 2019; Zhao et al. 2021). D’ailleurs, nous 

avons mesuré l’expression des gènes codant pour quatre enzymes liées à différentes voies 

métaboliques : l’aldolase, l’hexokinase 1 (HK1) et la citrate synthase (CS) impliquées dans le 

métabolisme du glucose et la fatty acid synthase (Fasn) impliquée dans celui des lipides (Li et 

al. 2021; Lin et al. 2019; Rawls et al. 2007; Zhao et al. 2021). 

 

Pour ces quatre gènes (aldo, cs, hk1, fasn), l’exposition des larves aux MPs suivie ou 

non d’un challenge bactérien selon différentes concentrations et conditions ne semble pas 

impacter leur expression relative. Cela ne nous permet donc pas d’affirmer, dans un premier 

temps, le fait que les MPs impactent les métabolismes des lipides et du glucose. Malgré cela, 

le fold change normalisé calculé pour hk1 indique que A. salmonicida achromogenes stimulerait 

l’expression relative de ce gène. En effet, chez les larves exposées à 1000µg/L de 0-4jpf, une 

augmentation significative de l’expression du gène a été mise en évidence par rapport aux autres 

conditions d’exposition.  

D’abord, des études comme celle de LeMoine et al. (2018) ont montré que l’expression 

de gènes tels que hk1 et aldo était sous régulées lors d’une exposition aux MPs indiquant une 

diminution de la glycolyse et, ainsi, une accumulation de glucose dans le sang.  

Dans le cas de l’aldolase, cela contredit ce qui a été démontré par l’étude de S. Li et al. 

(2021), sachant toutefois que celle-ci a été réalisée sur un végétal. Cette dernière a, en effet, 

mis en évidence que l’activité de l’aldolase avait augmentée suite à l’exposition des MPs ce qui 

pourrait vouloir dire que l’expression de son gène était sur-régulée. Or, comme nous l’avons 

déjà mentionné, il faut faire attention au fait que l’expression d’un gène ne représente pas 

toujours l’activité de l’enzyme (Xu et al. 2021). Cette surexpression pourrait être due au fait 

que l’aldolase ait un rôle à jouer dans la synthèse du saccharose dans lequel les plantes stockent 
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l’énergie produite par la photosynthèse (Li et al. 2021) ou alors, au fait que l’aldolase joue un 

rôle dans la dégradation de certains polymères de plastiques (Bhatt et al. 2021).  

A contrario, S. Li et al. (2021) rejoingnent LeMoine et al. (2018) pour ce qui est de hk1 

même si ces deux études parlent respectivement en terme d’activité et d’expression. Dans les 

deux cas, une diminution a été observée indiquant un dérèglement au niveau de la première 

étape de la glycolyse. Par conséquent, cela mène à une augmentation des teneurs en glucose 

chez les larves de poisson-zèbre pouvant causer le diabète. Ces résultats ont également été 

observés dans deux autres études : Wan et al. (2019) et Zhao et al. (2021). Deux explications 

concernant la surexpression mise en évidence par le fold change de l’expression de hk1 peuvent 

être soumises. Premièrement, les MPs pourraient s’accumuler à la surface de l’œuf bloquant 

ainsi les pores de celui-ci. Deuxièmement, il se pourrait que les MPs s’accumulent sur la peau 

des larves induisant des lésions cellulaires. Dans les deux cas, cela renseignerait à la larve qu’un 

composé étranger se trouve dans le milieu pour lequel elle devra potentiellement se défendre. 

Son organisme augmente alors l’activité de la glycolyse, en surexprimant hk1, afin de produire 

de l’énergie qui pourrait être utilisé par cette défense.  

Ensuite, la CS est une enzyme impliquée dans le cycle de Krebs mais aussi dans la ß-

oxydation qui a lieu dans les mitochondries. Cette enzyme est donc impliquée dans le 

métabolisme du glucose ainsi que dans celui des lipides. C’est aussi un marqueur du bon 

fonctionnement des mitochondries dans lesquelles une grande partie des ROS est produite 

(Haleng et al. 2007; Lin et al. 2019). Différentes études analysant l’expression et/ou l’activité 

de la CS ont plutôt lié l’augmentation de l’expression du gène avec les défenses contre le stress 

oxydatif (Craig, Wood, et McClelland 2007; Lin et al. 2019).  

Enfin, la Fasn est une enzyme clé de la lipogenèse se trouvant dans le cytosol de diverses 

cellules telles que les hépatocytes. Lors d’une exposition aux MPs, il s’avère que l’expression 

du gène fasn présente divers profils d’expression (Wan et al. 2019; Zhao et al. 2021). Dans 

l’étude de Wan et al. (2019), une surexpression du gène a été observée mettant en évidence 

l’impact néfaste des MPs sur le métabolisme des lipides car une surexpression de fasn induit 

une augmentation de la synthèse des acides gras. Cependant, une production excessive de ces 

acides gras peut être responsable du développement de maladie cardiovasculaire, comme l’a 

mis en évidence l’étude de Zhao et al. (2021). De plus, cette dernière a démontré que les groupes 

de larves de poisson-zèbres exposés aux MPs présentaient une expression plus faible pour ce 

gène ce qui signifie que les larves étaient capables de réguler la production d’acide gras 

empêchant le développement de maladie en lien avec un dérèglement du métabolisme des 

lipides (Zhao et al. 2021). 



 71 

4.4.3 Le système nerveux 

 

Le gène gfap (glial fibrillary acidic protein) est exclusivement exprimé dans le système 

nerveux central (SNC) et plus précisément, au niveau des astrocytes et des cellules gliales (Chen 

et al. 2017; Fan et al. 2010). Le gène semble se trouver au niveau du cytosol des astrocytes car 

il permet de contrôler les activités des éléments du cytosquelette comme le potentiel de 

dimérisation (Chen et al. 2017; Nielsen et Jørgensen 2003). Il est donc considéré comme étant 

un marqueur de la neurotoxicité (Chen et al. 2017; Fan et al. 2010) étant donné son rôle 

important dans le développement du SNC (Johnson et al. 2016). Au cours du développement 

du poisson-zèbre, l’expression du gène est censée augmenter pendant les premiers jours pour 

ensuite diminuer lorsque le SNC est complètement formé et fonctionnel (Fan et al. 2010).  

Dans le cas de notre étude, aucun effet des différentes concentrations et/ou conditions 

d’exposition aux MPs combinés à un challenge ou non n’a pu être mis en évidence. N’ayant 

pas pu atteindre la barrière hémato-encéphalique mise en place par le gène gfap, les MPs n’ont 

donc pas pu aller au niveau du système nerveux et perturber son développement (Johnson et al. 

2016; R. Zhang et al. 2020). Une augmentation au niveau de l’expression de gfap serait 

synonyme de neurotoxicité selon les études de Chen et al. (2017) et Nielsen et Jørgensen (2003). 

À l’opposé, il y a l’étude de Rui Zhang et al. (2020) qui a mis en évidence une sous-expression 

du gène induisant des dommages au développement neural. Les études de Chen et al. (2017) et 

Rui Zhang et al. (2020) ont toutes les deux exposé des embryons de poisson-zèbre à des 

nanoplastiques mais pendant des durées différentes ce qui pourrait peut-être expliquer la 

différence de neurotoxicité observée à partir des différents expressions de gfap. En effet, elles 

exposaient les embryons de 3hpf jusqu’à 48 ou 72hpf dans le cas de la première étude (Chen et 

al. 2017) alors que la seconde exposait jusqu’à 96hpf (R. Zhang et al. 2020). 

 
4.5 L’analyse en composantes principales de l’expression relative des 

gènes 
 

Grâce à cette analyse, il a été possible de mettre en évidence que les gènes des larves 

exposés à 100µg/L de MPs avaient des expressions qui ne semblaient pas être impactées par 

les conditions d’expositions aux MPs. Alors que pour les larves ayant été exposées à 1000µg/L 

de MPs, les expressions relatives des gènes analysés étaient impactées principalement par les 

conditions d’exposition.  
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Effectivement, les gènes ayant montré des changements d’expressions lors de 

l’exposition aux MPs non associée à un challenge bactérien sont impactés par les conditions 

d’exposition ou par l’interaction de ces conditions avec la concentration 10x supérieure à celle 

de l’environnement. Lors d’un challenge bactérien, c’est l’inverse qui a été observé. En effet, 

c’est à 100µg/L de MPs que les larves présentent des profils d’expression différents selon les 

conditions d’exposition. Cette analyse a donc permis de mettre en avant que l’ajout d’une 

bactérie pathogène change complètement la réponse de l’organisme face aux MPs. C’est pour 

cela qu’il est essentiel de tenir compte du type de stress (chimique, biologique, etc.) des 

concentrations, des temps d’exposition mais aussi de tout ce qui pourrait influencer ce stress et 

la réponse engendrée par l’organisme exposé.   
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5 Conclusion et perspectives  
 

A l’heure actuelle, les plastiques sont au cœur de nos vies de par leur omniprésence et 

constituent un problème qui ne cesse de grandir. Pour une grande partie des plastiques, leur 

utilisation est brève ce qui nous amène à nous en débarrasser rapidement. 

Ils sont alors soit recyclés, incinérés ou mis en décharge, où là ils s’accumulent, les 

laissant ainsi accessibles aux UVs les dégradant en MPs et aux vents permettant leur transport 

jusque dans l’environnement.  

À ce moment-là, ils sont filtrés ou ingérés par les organismes puis accumulés au niveau 

de leur système digestif. Lors de l’ingestion des MPs, ces microparticules sont capables de 

provoquer des lésions au niveau des branchies et/ou du tractus intestinal, une dysbiose 

intestinale, des changements d’expression au niveau des gènes liés à l’immunité, aux défenses 

anti-oxydantes et au métabolisme par exemples.  

 

Dans le cadre de ce mémoire, nous avons voulu mettre en évidence les impacts des MPs, 

associés ou non à une bactérie pathogène, (A. salmonicida) sur le système immunitaire des 

larves de poisson-zèbre (Danio rerio). Le poisson-zèbre est un organisme modèle largement 

utilisé dans le cadre des études sur l’immunité, le microbiote et les infections bactériennes.  

De plus, nous avons décidé de travailler sur les larves parce que les stades 

embryonnaires et larvaires sont des stades très sensibles mais aussi parce que cela nous permet 

de voir l’évolution du développement normal des larves ainsi que celui de leur système 

immunitaire. De façon plus spécifique, nous avons évalué les effets des MPs sur le système 

immunitaire inné, étant la seule composante de l’immunité présente lorsque l’exposition a eu 

lieu.  

 

Le premier effet néfaste des MPs mis en évidence via cette étude est qu’ils impactent la 

survie des larves une fois que le système digestif est complètement fonctionnel.  

Ensuite, l’immunité innée a bien été impactée par les MPs. En effet, des gènes impliqués 

dans l’immunité innée tel que nfkb et il1b présentent une augmentation de leur expression 

indiquant ainsi que les MPs sont ingérés provoquant ainsi une inflammation intestinale. 

Cependant, lorsqu’un challenge bactérien est ajouté à 8jpf, les expressions relatives de 

ces deux gènes ne changent pas indiquant que la combinaison des MPs à une bactérie 

pathogène, A. salmonicida achromogenes, mènent à la suppression de la réponse immunitaire 

induite par les MPs. La présence d’un pathogène en plus des MPs a mené à la surexpression de 
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mpo, marqueur de la présence des neutrophiles. Ces derniers sont présents afin de dégrader le 

pathogène. Cela montre bien que l’immunité des larves de poisson-zèbre est stimulée par la 

présence de la bactérie et impactée par la coexposition MPs-bactérie. De plus, en se basant sur 

les niveaux d’expressions relatives des gènes après l’exposition aux MPs, un indice 

d’expression pour le challenge bactérien indique que les gènes nfkb et il1b sont surexprimés 

lorsque les larves sont exposées avant l’ouverture de la bouche à 5jpf. Au vu du moment 

d’exposition, les MPs ne sont pas ingérés. Mais il semblerait qu’ils se soient accumulés sur la 

peau des larves causant des lésions cutanées et permettant ainsi à la bactérie, ajouté à 8jpf, 

d’entrer dans l’organisme des larves.  

En outre, le développement du système immunitaire et du système digestif est assisté 

par le microbiote intestinal comme l’indiquent des études, notamment celle de Murdoch et 

Rawls (2019). Un des gènes traduisant le bénéfice du microbiote pour les larves de poisson-

zèbre (fiaf) a montré une sous-expression lors de l’association de l’exposition aux MPs à un 

challenge bactérien. Cela montre que le microbiote aide les larves, en permettant de produire 

de l’énergie pour se défendre contre le double stress. Les MPs ingérés aurait également induit 

un stress oxydatif important (augmentation de l’activité de la GST) ayant activé le processus 

d’apoptose (surexpression de bcl2) et causé une diminution de la production d’énergie 

(diminution de l’activité de la LDH).  

Or, en présence de MPs et de bactéries, il semblerait que la production excessive de 

ROS ait conduit à l’inhibition des différentes voies de détoxification même si le gène cat, codant 

pour la catalase, est surexprimé avant que les MPs et les bactéries puissent être ingérés.  

Enfin, les MPs associés ou non à un challenge bactérien n’ont pas impacté le 

métabolisme et causé de la neurotoxicité. Bien que l’indice pour hk1 (enzyme de la glycolyse) 

permettant de déterminer les impacts de A. salmonicida achromogenes après l’exposition aux 

MPs montre une surexpression du gène avant l’ouverture de la bouche. Cela ramène à 

l’hypothèse selon laquelle les MPs causeraient des lésions au niveau de la peau faisant ainsi 

entrer la bactérie indiquant donc à la larves le besoin d’énergie pour se défendre.  

 

Cette étude, ayant pour but de comparer les effets des MPs avant et après un challenge 

bactérien à des moments phares du développement du poisson-zèbre, a donc montré que les 

MPs seuls induisaient certains changements au niveau de l’expression de certains gènes et de 

l’activité de certaines enzymes.  

Tandis que les effets après un challenge bactérien indiquent que la combinaison des 

deux stress agit au niveau d’autres gènes et enzymes tantôt renforçant tantôt inhibant la réponse 
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immunitaire et de détoxification. De plus, n’ayant que très peu d’études traitant de l’association 

MPs et bactérie pathogène, il faudrait approfondir l’étude en renouvelant l’expérience incluant 

d’autres marqueurs tels que le contenu en MDA pour la peroxydation des lipides ainsi qu’en 

augmentant le temps du challenge bactérien afin de voir si certains gènes ne s’exprimeraient 

pas après une plus longue période d’incubation. Enfin, nous savons qu’il existe différents types 

de MPS (fragments, billes, etc.) mais il y a également très peu d’études qui portent sur une 

comparaison des effets causés par divers types de MPs. Ils seraient donc également intéressant 

de réaliser l’expérience en incluant d’autres types de MPs afin de pouvoir faire une 

comparaison. Dans cette optique, des protocoles pour la production de fragments de MPs et 

leur décontamination ont été mis en place (Annexe 14 et 15).   
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8 Annexes  
 
Annexe 1 : Plan de plaque 384 puits pour les analyses qPCR. Les numéros (1 à 70) correspondent aux échantillons en duplicats 
alors que les ligne G et O reprennent les dilutions pour la droite de calibration (D1 – D6) en triplicats ainsi que les blancs 
également en triplicats.  

 
  

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

A 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6 7 7 8 8 9 9 10 10 11 11 12 12 

B 13 13 14 14 15 15 16 16 17 17 18 18 19 19 20 20 21 21 22 22 23 23 24 24 

C 25 25 26 26 27 27 28 28 29 29 30 30 31 31 32 32 33 33 34 34 35 35 36 36 

D 37 37 38 38 39 39 40 40 41 41 42 42 43 43 44 44 45 45 46 46 47 47 48 48 

E 49 49 50 50 51 51 52 52 53 53 54 54 55 55 56 56 57 57 58 58 59 59 60 60 

F 61 61 62 62 63 63 64 64 65 65 66 66 67 67 68 68 69 69 70 70     

G D1 D1 D1 D2 D2 D2 D3 D3 D3 D4 D4 D4 D5 D5 D5 D6 D6 D6 B B B    

H                         

I 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6 7 7 8 8 9 9 10 10 11 11 12 12 

J 13 13 14 14 15 15 16 16 17 17 18 18 19 19 20 20 21 21 22 22 23 23 24 24 

K 25 25 26 26 27 27 28 28 29 29 30 30 31 31 32 32 33 33 34 34 35 35 36 36 

L 37 37 38 38 39 39 40 40 41 41 42 42 43 43 44 44 45 45 46 46 47 47 48 48 

M 49 49 50 50 51 51 52 52 53 53 54 54 55 55 56 56 57 57 58 58 59 59 60 60 

N 61 61 62 62 63 63 64 64 65 65 66 66 67 67 68 68 69 69 70 70     

O D1 D1 D1 D2 D2 D2 D3 D3 D3 D4 D4 D4 D5 D5 D5 D6 D6 D6 B B B    

P                         

Annexe 2 : Box plot de l'effet de l'exposition des MPs sur 
l'activité spécifique de la catalase chez les larves de 
poisson-zèbre selon les différentes concentrations 
d’exposition (0, 100 et 1000µg/L) pour les trois conditions 
d’exposition (0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les différences 
significatives entre les différentes conditions et 
concentrations d’exposition sont représentées par des 
lettres différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins une 
lettre qui est identique, aucune différence significative n’a 
pu être mise en évidence. 
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Annexe 3 : Box plot de l'effet de l'exposition des MPs sur l'activité spécifique de la LDH (a), la GST (b) et la catalase (c) chez 
les larves de poisson-zèbre selon les différentes concentrations d’exposition (0, 100 et 1000µg/L) pour les trois conditions 
d’exposition (0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les différences significatives entre les différentes conditions et concentrations 
d’exposition sont représentées par des lettres différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins une lettre qui est identique, 
aucune différence significative n’a pu être mise en évidence. 
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Annexe 4 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs sur l’expression relative des gènes cat (a) et sod (b) sur les larves de 
poisson-zèbre selon les différentes concentrations (0, 100 et 1000µg/L) pour les trois conditions (0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les 
différences significatives entre les différentes concentrations et conditions d’exposition sont représentées par des lettres 
différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins une lettre qui est identique, aucune différence significative n’a pu être mise 
en évidence.  
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Annexe 5 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs sur l’expression relative des gènes il6 (a), mpo (b) et tfa (c) sur les larves 
de poisson-zèbre selon les différentes concentrations (0, 100 et 1000µg/L) pour les trois conditions (0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les 
différences significatives entre les différentes concentrations et conditions d’exposition sont représentées par des lettres 
différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins une lettre qui est identique, aucune différence significative n’a pu être mise en 
évidence. 
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Annexe 6 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs sur l’expression relative des gènes fiaf (a) et pcna (b) sur 
les larves de poisson-zèbres selon les différentes concentrations (0, 100 et 1000µg/L) pour les trois conditions (0-
4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les différences significatives entre les différentes concentrations et conditions d’exposition 
sont représentées par des lettres différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins une lettre qui est identique, aucune 
différence significative n’a pu être mise en évidence. 
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Annexe 7 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs sur 
l’expression relative du gènes gfap sur les larves de poisson-zèbre 
selon les différentes concentrations (0, 100 et 1000µg/L) pour les 
trois conditions (0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les différences 
significatives entre les différentes concentrations et conditions 
d’exposition sont représentées par des lettres différentes. S’il n’y a 
aucune lettre ou au moins une lettre qui est identique, aucune 
différence significative n’a pu être mise en évidence. 
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Annexe 8 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs sur l’expression relative des gènes aldo (a), fasn (b), cs (c) et hk1 
(d) sur les larves de poisson-zèbre selon les différentes concentrations (0, 100 et 1000µg/L) pour les trois conditions (0-
4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les différences significatives entre les différentes concentrations et conditions d’exposition sont 
représentées par des lettres différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins une lettre qui est identique, aucune différence 
significative n’a pu être mise en évidence. 
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Annexe 9 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs combinée à un challenge bactérien sur l’expression relative des gènes bcl2 (a), sod (b) et cyp1a (c) 
sur les larves de poisson-zèbre selon les différentes concentrations (0, 100 et 1000µg/L) pour les trois conditions (0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les différences 
significatives entre les différentes concentrations et conditions d’exposition sont représentées par des lettres différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins 
une lettre qui est identique, aucune différence significative n’a pu être mise en évidence. 
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Annexe 10 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs combinée à un challenge bactérien sur l’expression relative des gènes nfkb (a), il6 
(b), il1b (c) et tfa (d) sur les larves de poisson-zèbre selon les différentes concentrations (0, 100 et 1000µg/L) pour les trois conditions (0-
4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les différences significatives entre les différentes concentrations et conditions d’exposition sont représentées par des 
lettres différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins une lettre qui est identique, aucune différence significative n’a pu être mise en évidence. 
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Annexe 11 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs combinée à un challenge 
bactérien sur l’expression relative du gène pcna sur les larves de poisson-zèbre selon 
les différentes concentrations (0, 100 et 1000µg/L) pour les trois conditions (0-4jpf, 4-
8jpf et 0-8jpf). Les différences significatives entre les différentes concentrations et 
conditions d’exposition sont représentées par des lettres différentes. S’il n’y a aucune 
lettre ou au moins une lettre qui est identique, aucune différence significative n’a pu 
être mise en évidence. 

Annexe 12 : Box plot de l’effet de l’exposition des MPs combinée à un 
challenge bactérien sur l’expression relative du gène gfap sur les larves 
de poisson-zèbre selon les différentes concentrations (0, 100 et 
1000µg/L) pour les trois conditions (0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les 
différences significatives entre les différentes concentrations et 
conditions d’exposition sont représentées par des lettres différentes. S’il 
n’y a aucune lettre ou au moins une lettre qui est identique, aucune 
différence significative n’a pu être mise en évidence. 
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Annexe 13: Box plot de l’effet de l’exposition des MPs combinée à un challenge 
bactérien sur l’expression relative des gènes aldo (a), fasn (b), cs (c) et hk1 (d) sur 
les larves de poisson-zèbre selon les différentes concentrations (0, 100 et 
1000µg/L) pour les trois conditions (0-4jpf, 4-8jpf et 0-8jpf). Les différences 
significatives entre les différentes concentrations et conditions d’exposition sont 
représentées par des lettres différentes. S’il n’y a aucune lettre ou au moins une 
lettre qui est identique, aucune différence significative n’a pu être mise en évidence. 
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Annexe 14 : Protocole mis en place pour la production de fragments de MPs (PET). Lors de l'étape 8, soit l'étape de filtration, tous les tamis sont 
superposés sauf celui de 5µm qui est remplacé par un bécher afin de directement récupérer les MPs de 5µm. La bouteille contenant les MPs 
nouvellement formés est vidée sur ces tamis placés par-dessus le bécher. Elle sera ensuite rincée 2-3 fois avec de l’eau pure afin de récupérer un 
maximum de matériel. Puis le bécher contenant les MPs de 5µm est vidé dans le système de filtration à vide où un filtre de polycarbonate a été mis 
à l’endroit prévu. Une série de rinçage est effectuée pour le bécher et le système de filtration. Pour chacun des trois tamis, il faut rincer leur surface 
à l’eau pure et récupérer dans un bécher puis verser le contenu dans le système de filtration. Entre chacun des tamis, il faut rincer le bécher et le 
système de filtration afin de récupérer un maximum de matériel (von der Esch et al. 2020).  
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Annexe 15 : Protocole mis en place pour la décontamination des MPs (Ici, billes de PS de 30µm). PS : Polystyrène ; PC : Polycarbonate ; 
MO : Matière organique.  
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