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Introduction

Aujourd’hui, I'apport en protéines dans nos assiettes est de plus en plus représenté
par la consommation de poissons. En effet, il est prévu pour 2030, d’apres le rapport de la
FAO de 2020 (Organisation des Nations unies pour l'alimentation et I'agriculture) sur
I'aquaculture, une consommation de poisson destinée a I'alimentation humaine qui devrait
étre supérieure de 18% a celle de 2018. De plus, il est également a noter que la consommation
mondiale de poisson devrait atteindre 21,5 kg par personne et par an en 2030, contre 13,4 kg
sur la période 1986-1995 (FAO, 2020). La consommation de poisson est donc en
accroissement, s’intensifie et s’inscrit dans une dynamique d’avenir pour satisfaire les besoins
des consommateurs.

Cette consommation de poisson repose sur la péche de poissons sauvages mais
également sur des poissons en provenance d’élevage c’est-a-dire I'aquaculture. Cette notion
se définit comme I'activité liée a la culture ou a I'élevage d'espéces aquatiques végétales ou
animales, et comprend la pisciculture qui est I'élevage de poissons. En France, la filiere
piscicole est surtout représentée par la truiticulture en eau douce Oncorhynchus mykiss (la
truite arc-en-ciel) (Ministére de |'Agriculture et de la Souveraineté alimentaire, consulté le
10/02/23). En 2030, il est estimé que 59% du poisson destiné a la consommation humaine
devraient provenir de la production aquacole (FAO, 2020).

Au vu de l'augmentation de I'aquaculture dans notre société, il intéressant de se
pencher sur les conditions d’élevage des poissons dans ce systeme et notamment au bien-étre
de ces derniers. De nombreuses pathologies sont liées au stress et conduisent a une baisse de
production et de croissance des animaux. Il est important de savoir détecter les premiers
signes de bien-étre altéré pour minimiser les effets négatifs du stress sur les animaux
d’élevage. Cependant, I’évaluation et la surveillance du bien-étre en aquaculture n’est pas
encore beaucoup répandue et pose beaucoup de questions. Cette notion de bien-étre est déja
présente dans plusieurs filieres notamment bovine, porcine et avicole. En aviculture, le bien-
étre est notamment mis en avant avec une grille d’évaluation du bien-étre : la grille EBENE.
Cet aspect est encore peu courant dans la filiere aquacole.

Le bien-étre est une notion complexe qui nécessite de prendre en compte plusieurs
aspects notamment la physiologie du poisson et son éthologie. L'évolution de I'opinion
publique est un point qui ne rentre pas dans la définition du bien-étre mais qui doit étre pris
en compte. En effet, de plus en plus, les consommateurs apprécient savoir dans quelles
conditions les animaux ont été élevés.

Il est nécessaire de mieux comprendre la sensibilité et le bien-étre des poissons en
acquérant et en diffusant les connaissances scientifiques sur ce sujet. Selon la littérature
(Chandroo et al, 2004), nous pouvons affirmer que les poissons sont reconnus comme des
étres sensibles. Seulement, la législation ne met pas toujours bien cela en avant. Il est donc
encore nécessaire de réaliser des études visant a mettre en évidence leur capacité a ressentir
des émotions qu’elles soient négatives ou positives et de montrer le lien qu’il existe entre
cette sensibilité et leur bien-étre (Lambert et al. 2022).
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Pour améliorer les conditions de bien-étre il existe différents moyens et notamment
I’enrichissement du milieu. Les différents types d’enrichissement du milieu peuvent étre
structurel, sensoriel, social, alimentaire, cognitif ou encore occupationnel (CIWF
Agroalimentaire s.d.). Au cours de cette étude, nous avons étudié linfluence de
I’enrichissement du milieu d’élevage sur le bien-étre des truites arc-en-ciel et notamment sur
les niveaux de stress en présence d’enrichissements structurels et sensoriels. Nous nous
sommes également penchés sur I'analyse du comportement des poissons, sur 'utilisation des
enrichissements et sur les performances de croissance. Nous avons cléturé I'ensemble de ces
expériences avec une deuxiéme étude : un challenge infectieux avec la bactérie Aeromonas
salmonicida sub. salmonicida responsable de la furonculose. L'objectif de ce challenge
infectieux était de voir si les individus vivant dans les milieux enrichis étaient plus résistants
vis a vis d’'un agent pathogene.

Dans une premiére partie, nous présenterons |'état de I’art sur la connaissance et
I’évaluation du bien-étre du poisson, puis dans une seconde partie, nous présenterons une
étude expérimentale qui a porté sur I'effet de différents enrichissements sur le bien-étre et la
robustesse des poissons.
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Partie 1 : Etude bibliographique : Effet de I’enrichissement sur
le bien-étre de la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss)

|. Notion fondamentale sur le bien-étre animal

1. Définition du bien-étre animal appliqué au domaine piscicole

Le bien-étre animal est une notion complexe qui intervient dans de nombreux
systemes d’élevage. Il est régi par cinq libertés (Farm Animal Welfare, 2001) :

1) Il faut s’assurer que les animaux soient préservés de la faim et de la malnutrition.
2) Il faut assurer aux animaux un environnement approprié et confortable.

3) Il faut veiller a ce que les animaux soient préservés de la douleur, des blessures et
de maladies.

4) Il faut éviter de confronter les animaux a des situations de stress.

5) Il faut veiller a ce que les animaux puissent exprimer les comportements considérés
comme normaux pour |'espece.

Le bien-étre animal requiert prévention et traitement des maladies, protection
appropriée, soins, alimentation adaptée, manipulations réalisées sans cruauté, abattage ou
mise a mort effectués dans des conditions décentes d’apres I'OIE.

Le code sanitaire pour les animaux aquatiques, rédigé en 2022, ne mentionne que les
notions de bien-étre animal dans le domaine du transport et de la mise a mort des poissons.
La partie élevage n’est que peu présente, c’est pourquoi il est intéressant de se pencher sur
les conditions d’élevage des poissons pour voir s’il est possible de les améliorer (OMSA -
Organisation mondiale de la santé animale (woah.org), consulté le 11/02/23).

La notion de bien-étre animal s’applique aux espéces ayant des capacités cognitives
leur permettant de ressentir des émotions telles que le stress, la peur mais aussi le confort et
le plaisir (Chandroo et al, 2004). L'approche cognitive chez le poisson est assez compliquée
mais a déja été appréhendée (Marco Cerqueira et al. 2021 ; M. Cerqueira et al. 2020). Ainsi en
s’inspirant du modele des mammiferes, la FSBI (2002) a édité les cinqg principes directeurs en
les adaptant a I’élevage piscicole :

1) Les poissons doivent étre nourris avec une alimentation compléte, en adéquation
avec les exigences de leur espéce et de leur age.

2) lls doivent vivre dans une eau de bonne qualité avec un débit suffisant et avec une
température et une luminosité adéquate.

3) Ils doivent faire I'objet d’une attention particuliére afin de prévenir I'apparition
d’infections et de maladies.

4) lls doivent vivre dans un espace suffisamment grand pour leur espéce, afin
d’exprimer leurs comportements naturels. Ils doivent également étre en contact avec des
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congéneres dans le but d’entretenir des liens sociaux, s’il s’agit d’'une espece vivant en banc.
Le milieu d’élevage doit étre enrichi et adapté selon I'espéce.

5) Les conditions entrafnant un niveau d’anxiété tres élevé comme la peur, la douleur,
la faim ou des manipulations excessives doivent étre minimisées.

L’ANSES, dans son Avis relatif au Bien-étre animal de 2018, stipule que « Le bien-étre
d’un animal est I'état mental et physique positif lié a la satisfaction de ses besoins
physiologiques et comportementaux, ainsi que de ses attentes. Cet état varie en fonction de
la perception de la situation par I'animal ». Cette définition apporte un nouveau point de vue
a étudier : la question du ressenti d’émotions et de plaisirs de la part des animaux. Le bien-
étre n’est donc pas uniquement de limiter le stress des animaux mais bel et bien aussi de leur
apporter des émotions positives (ANSES 2018). Le bien-étre peut aussi étre défini en citant la
définition du mal-étre proposée par Huntingford a savoir une « expérience prolongée d’état
mentaux déplaisants ». Pour parler de bien-étre, nous devons donc au minimum éviter ces
« états mentaux déplaisants » (Huntingford et al. 2006). C'est une condition nécessaire au
bien-étre mais en aucun cas suffisante. A partir des définitions, nous pouvons dire que le bien-
étre, ce n’est pas seulement éviter le mal-étre mais c’est aussi apporter des émotions positives
aux individus.

Dans le monde terrestre, il existe des recommandations concernant le bien-étre
adaptées et spécifiques a la physiologie et au comportement de chaque espéce comme par
exemple les conditions de détention (DIRECTIVE 2010/63/UE du Parlement Européen et du
Conseil relative a la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques, 2010). Dans le
monde aquatique, ces recommandations existent mais elles sont généralisées a un ensemble
d’espéces aquatiques qui n’ont pas le méme comportement, qui ne vivent pas dans les mémes
conditions de vie ou encore qui n"ont pas la méme physiologie. En effet, la truite arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss) présente un optimum thermique autour de 14°C alors que d’autres
espéces comme le saulosi (Pseudotropheus chidongo saulosi) évoluent a des températures
autour de 23-28°C. De plus, la truite arc-en-ciel est une espéce grégaire alors que d’autres
n’ont pas besoin d’étre en groupe pour évoluer dans leur milieu.

La notion de bien-étre doit donc étre adaptée a chaque type d’espéce, nous nous
pencherons sur le bien-étre de la truite-arc-en-ciel dans notre étude.

2. La perception de la douleur, de la peur et de la souffrance chez
le poisson

Tout d’abord, il est important de définir ces différents termes. La peur et la douleur
sont toutes les deux des souffrances (ANSES 2018). D’aprés le dictionnaire Larousse
(Dictionnaire de francais Larousse), la souffrance est « un état prolongé de douleur physique
ou morale ». La peur quant a elle est définie par le TLFi (TLFi | Trésor de la Langue Francaise
informatisé - ATILF | CNRS-UL) par « un état affectif plus ou moins durable, pouvant débuter
par un choc émotif, fait d'appréhension (pouvant aller jusqu'a I'angoisse) et de trouble, qui
accompagne la prise de conscience ou la représentation d'une menace ou d'un danger réel ou
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imaginaire ». Enfin, la douleur est définie par « une souffrance plus ou moins vive, produite
par une blessure, une brllure, une lésion ou toute autre cause, qui manifeste une rupture du
bien-étre, de I'équilibre de la santé, la perte ou la diminution de l'intégrité physique ».

Dans les années 1990, il existait un débat sur le fait que le poisson souffre ou non.
Aujourd’hui, certains en doutent encore mais il a été prouvé que les poissons ressentent de la
douleur et de la souffrance. En effet, Sneddon et al., (Sneddon et al, 2002 ; Sneddon, et al,
2003) ont identifié deux types de nocicepteurs (fibres A-delta et C) en étudiant notamment
I’électrophysiologie et I'anatomie du nerf trijumeau chez la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus
mykiss). lls ont également montré dans une autre étude que les propriétés électro-
physiologiques des nocicepteurs de la truite arc-en-ciel étaient similaires a ceux des
mammiféeres (Lynne U. Sneddon 2018). Il existe une derniere similarité entre les mammiféres
et la truite arc-en-ciel : il s’agit des messagers de la nociception qui sont les mémes a savoir la
substance P, les encéphalines et les endorphines (Sneddon et al, 2002; Sneddon et al, 2003).
La différence entre les mammiféeres et les poissons est la présence de nocicepteurs pour
ressentir des températures froides qui n’a pas été découvert chez les poissons (Sneddon et al,
2019).

D’un point de vue comportementale, la douleur peut étre observée de maniére
similaire entre les poissons et les mammiféres. Chez les poissons, nous pouvons constater des
réponses comportementales courantes telles que le retrait, la modification du comportement
normal vers un comportement de protection ou de guérison. De plus, apres un évenement
douloureuy, il peut y avoir une forme d’apprentissage de I'animal si bien que s’il sent un
nouvel évenement douloureux similaire arriver, il pourra montrer un comportement modifié
en fonction de I'apprentissage comme un comportement d’évitement (Sneddon et al, 2015).

3. Existe-t-il une prise de conscience chez les poissons ?

Dans le cerveau humain, c’est le néocortex qui gére le ressenti subjectif de la
souffrance et de la douleur. Il gere donc la conscience de I’humain. Les poissons sont démunis
de néocortex (Figure 1) (FSBI 2002). Nous pouvons nous demander si les poissons sont
capables de ressentir la douleur. Il faudrait plutdt se pencher sur le fait que, peut-étre, ils ne
ressentent pas la douleur de la méme maniere que ’homme. Nous savons que chez d’autres
espéces animales, ce sont d’autres parties du cerveau qui sont capables de gérer le stimulus
de la douleur. Il a été montré que, chez différentes especes, certains stimuli ne sont pas gérés
par la méme zone du cerveau. Par exemple, certains stimuli visuels sont gérés par une partie
du cortex cérébral chez les mammiféres et par le mésencéphale chez les oiseaux (Huntingford
et al. 2006). Il pourrait donc étre de méme pour les stimuli de la douleur. |l est possible que
d’autres parties du cerveau se soient développées pour gérer le ressenti de la douleur chez
les poissons. En effet, des études ont montré que les poissons ont la capacité de percevoir des
stimuli douloureux (Sneddon et al, 2002; L. U. Sneddon et al, 2003). Ainsi, la souffrance et la
douleur que peuvent subir les poissons ne sont pas a négliger en terme de bien-étre (FSBI
2002).

Il existe dans le systeme neuronal des poissons des structures ayant une forte
probabilité d’homologie fonctionnelle avec la partie corticale du télencéphale des
mammiferes. Ces structures se nomment le pallium télencéphalique et le tectum
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mésencéphalique. Certains scientifiques pensent que ces structures seraient capables de
gérer la conscience de l'animal. lls pensent que ces structures seraient capables
« d’expériences conscientes » (Neindre et al. 2017).

BRAINSTEM

Figure 1 : Comparaison anatomique de la structure du cerveau humain (A) et du cerveau de
la truite (B) (Le cortex cérébral est représenté en gris clair et le tronc cérébral en gris foncé)
(FSBI 2002).

4. La réponse au stress chez le poisson
a. Laréponse a un stress aigu

Chaque individu a besoin de vivre dans un milieu stable, le maintien de cette stabilité
est appelé 'homéostasie. Dés lors que ce milieu est déstabilisé, I'individu réagit de maniére a
maintenir cette homéostasie en modifiant son comportement ou sa physiologie, c’est ce
gu’on appelle la réponse au stress (Schreck 2000).

Lors d’'une réponse a un stress primaire, nous observons des changements
neuroendocriniens (Figure 2). En effet, face a un facteur de stress le poisson libére de
I’adrénaline et de la noradrénaline du tissu chromaffine (équivalent de la médullosurrénale
des mammiféres) (Gingerich et al, 1989). En paralléle, I'axe interrénal hypothalamo-
hypophysaire est activé (Stratholt et al, 1997). Cette activation induit une libération de
corticotropine (CRH) de I'hypothalamus et ensuite de cortisol (Figure 3) au niveau du tissus
interrénal (équivalent du cortex surrénalien des mammiferes) (Weld et al. 1987).
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Figure 3 : La molécule de cortisol ou Il ,17a,21-trihydroxypregn-4-ene-3,20-d (Cortisol —
Wikipédia (wikipedia.org).

Suite a la libération de ces hormones, une réponse secondaire se met en place. En
effet, il y a de nombreux changements secondaires : un changement des taux de sécrétion des
hormones hypophysaires et thyroidiennes, un changement dans le taux de renouvellement
des neurotransmetteurs tels que la dopamine et la sérotonine. Il y a également une
augmentation de la capacité respiratoire suite a une augmentation de la fréquence cardiaque
et du volume d’éjection systolique donc en conséquence une augmentation du flux sanguin
dans les branchies. Pour finir, il y a une mobilisation de I'énergie en utilisant les réserves
glucidiques et lipidiques et en oxydant les protéines musculaires.

Les réponses primaires et secondaire sont aigues et rapides. Lorsque le facteur de
stress est persistant une réponse tertiaire, chronique, se met en place et induit des
modifications de la fonction immunitaire et de la résistance aux maladies, de la croissance et
de I'état reproducteur.
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b. La réponse a un stress chronique

Le stress chronique peut donc induire des modifications de la fonction immunitaire. En
effet, le stress peut dérégler les moyens mis en place par le poisson pour se défendre des
agents pathogenes. Ces moyens sont constitués de molécules chimiques capables de détruire
ou inactiver des pathogenes dans les fluides corporels, de cellules circulantes comme les
phagocytes pouvant détruire les pathogenes ou encore des lymphocytes pouvant déclencher
une réponse immunitaire adaptative. Le déreglement de la fonction immunitaire vient du
cortisol. En effet, les cellules immunitaires ont des récepteurs au cortisol et une augmentation
de sa concentration en cas de stress inactive ces cellules.
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Figure 4 : Les différents éléments composant le systéme immunitaire du poisson (FSBI 2002).

L'exposition chronique a un facteur de stress dérégle de maniére plus prolongée
le systeme immunitaire du poisson et le rend plus vulnérable aux maladies (Figure 4) (FSBI
2002). La derniere étape du stress peut aboutir a la mort de I'lanimal, on parle de delayed
mortality syndrome ou de « thanatostress ». Ce terme est un néologisme associant le mot
« thanatos » signifiant « mort » en grec et le mot « stress ». C'est un terme peu utilisé
mettant en avant I'impact néfaste du stress sur la santé pouvant aboutir a la mort.

5. Croissance et stress

Les effets du stress entrainent une réduction de l'apport énergétique et une
augmentation de l'utilisation de I'énergie. Ce manque d’énergie n’est plus mobilisable pour la
croissance. Ainsi, le stress influence la croissance du poisson de maniére négative (FSBI 2002).
Dans une autre étude, ils ont montré que le stress contribuait a une réallocation de I'énergie
vers le transfert et I'absorption de I'oxygéne par les branchies au détriment de la croissance
mais aussi de la reproduction (Wendelaar Bonga 1997).
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6. Maladies et stress

Dans I’étude de Pickering et al (1989), ils ont injecté de maniere répétée du cortisol
dans la cavité péritonéale chez la truite brune. lls ont montré que cela entrainait une élévation
chronique des taux de cortisol sanguin responsable d’une augmentation de la mortalité ayant
pour cause les maladies bactériennes et fongiques courantes. Le stress aurait donc un effet
immunosuppresseur et cela passerait par I'action du cortisol (Pickering et al, 1989).

Il. Biomarqueurs pour évaluer le stress des poissons

Le cortisol est I’lhormone la plus importante quand nous parlons de stress chez les
poissons (Carbajal et al. 2019). Elle peut se mesurer a partir de prélévements sur le poisson
(dans le sang, dans les écailles, sur le corps entier, dans les féces, dans le mucus ou encore
dans les ceufs) mais aussi dans I’environnement (dans I'eau du bac et dans les urines diluées
dans I'eau) (Sadoul et al, 2019). Ce sont diverses techniques qui sont plus ou moins faciles a
réaliser. La mesure la moins invasive est I'analyse du cortisol présent dans I'eau. Cependant,
elle ne permet pas d’avoir une mesure a |'échelle de I'individu. De plus, une partie du cortisol
pourrait ne pas étre mesurée car réabsorbée par les poissons, dégradée ou adsorbée a la
surface de I'eau (Sadoul et al, 2019). Le prélévement de mucus peut-étre intéressant pour
évaluer le stress aigu car il est corrélé a la concentration en cortisol dans le plasma (Sadoul et
al, 2019). Cependant, il existe une grande variabilité entre les échantillons de mucus prélevés
sur un animal. La mesure sur les feces est une technique non invasive qui peut permettre
d’avoir une mesure individuelle méme s’il n’est pas évident de récupérer les féces propres a
chaque animal. Cependant, il est nécessaire d’avoir une quantité importante de feces pour
I'analyse. De plus, les feces sont excrétées longtemps aprés le moment stressant donc il n’est
pas facile de récupérer les feces de ce moment. L’analyse sur corps entier ou sur les ceufs sont
deux techniques trés invasives car elles nécessitent I’euthanasie de I'animal. Elles permettent
toutefois d’obtenir des mesures individuelles corrélables a la concentration plasmatique en
cortisol. Enfin, I'analyse sur les écailles permet d’évaluer le stress chronique, c’est une
technigue moins invasive que le prélévement sanguin mais plus invasive que les mesures sur
I’eau ou encore le mucus. Elle ne permet pas de distinguer un stress antérieur plutot qu’un
autre mais d’évaluer I’'ensemble des stress subit par I'animal au cours de sa vie (Sadoul et al,
2019). Le prélévement sanguin est une technique bien tolérée par les poissons. L’analyse du
cortisol plasmatique permet d’évaluer le stress aigu. Ce prélevement se réalise a I'aide d’une
aiguille et d’'une seringue sur tube hépariné. Le sang peut étre prélevé dans le sinus veineux
caudale ou dans le bulbe artériel. Il est nécessaire ensuite de centrifuger les échantillons et de
les conserver a -20°C ou -80°C jusqu’a I'analyse (Sadoul et al 2019).

Une partie du cortisol sanguin secrété lors d’éveénements stressants se stocke dans les
tissus calcifiés. Chez les oiseauy, il s’agit des plumes. Chez les mammiferes, il s’agit des poils.
D’apres I'étude de Sadoul et al (2019), il faut trouver une matrice qui incorpore bien le cortisol,
qui a une croissance lente afin de quantifier le stress sur une période longue et qui est facile
a prélever. Les écailles semblent étre de bonnes candidates pour étre cette matrice. Une
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écaille est une structure exo-squelettique dermique calcifiée. Elles se développent tout au
long de la vie du poisson et sont constituées de collagene minéralisé d’hydroxyapatite de
calcium.

Il a été montré que les écailles sont des biomatériaux qui accumulent le cortisol et qui
permettent d’évaluer le stress chronique dans des conditions de laboratoire (Carbajal et al.
2019).

1. Analyse du cortisol dans les écailles

L’étude de Aerts et al (2015) avait pour but de déterminer le niveau de stress subi par
les poissons en quantifiant les niveaux de glucocorticoide dans les écailles ou dans d’autres
matrices. En effet, le cortisol s"accumule dans les écailles au fur et a mesure du temps ; il est
le miroir des conditions d’élevage du poisson. Le stress chronique est un stress qui s’accumule
au fur et a mesure du temps et révele les conditions stressantes tout au long de la vie du
poisson. Leur étude avait pour but de quantifier le stress chronique des poissons en
guantifiant le cortisol dans les écailles. L'avantage de cette technique est qu’elle n’est pas
invasive. Il s’agit simplement d’un prélévement d’écailles. Cependant, il est important de
standardiser le prélevement, c’est-a-dire prélever les écailles au méme endroit pour tous les
individus. Dans leur étude, ils ont prélevé les écailles dans la zone médiodorsoventrale gauche
dorsalement a la nageoire pectorale. Ils n’ont pas trouvé de différence de teneur en cortisol
entre des écailles prélevées sur les différents cotés du poisson (dorsale, cranioventrale,
médioventrale ou caudale) ni entre les écailles prélevées du c6té gauche et droit. Toutefois, il
faut éviter les écailles de la ligne latérale car elles different beaucoup par leur structure (Aerts
et al, 2015).

Le nombre d’écailles a prélever dépend de I'espéce et de la taille du poisson. Dans leur
étude, plutot que de prélever un nombre, ils ont préféré prélever une quantité a savoir
100 mg. Cela correspond a 40-80 écailles. Cependant, ils précisent qu’une écaille peut suffire
a l’analyse. lls ont réalisé une partie de leur étude sur le bar (Dicentrarchus labrax). lls ont mis
en place 3 lots : un lot peu stressé, un lot stressé de maniére intermédiaire et lot tres stressé.
Le stress était une combinaison de différents facteurs comme une densité élevée, des chasses
d’eau ou encore une exposition a I'air. Le lot peu stressé était confiné dans 25% du volume
initial pendant 30 min une fois tous les deux jours. Le lot intermédiaire était confiné dans 25%
du volume initial pendant 30 min une fois tous les deux jours et des chasses étaient réalisées
pendant 5 min une fois tous les deux jours. Enfin, le lot trés stressé était confiné dans 10% de
son volume initial pendant 30 min une fois tous les deux jours, des chasses étaient réalisées
pendant 5 min une fois tous les deux jours et les poissons étaient exposés a I'air pendant 1
min une fois par semaine. Ces manipulations ont duré 3 semaines. lls ont montré que la
moyenne en cortisol du lot peu stressé était de 1,70 pg/kg d’écaille. Celle du lot avec un stress
intermédiaire était de 2,27 ug/kg d’écaille. Enfin, celle du lot tres stressé était de 3,44 pg/kg
d’écaille. Ces résultats ont été obtenus par analyse chromatographique.

Ils ont également réalisé une étude sur le saumon (Salmo salar) et ils ont montré que la
gamme de cortisol était plus large et s’étendait de 1,33 pg/kg a 98,17 ug/kg d’écaille. Ces
données ont été analysées a I'aveugle, c’est-a-dire sans savoir quel individu était stressé ou
non.
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Dans une autre étude, des auteurs ont tenté de valider une méthode de dosage du
cortisol a partir de la technique ELISA (Carbajal et al. 2018). Ils ont utilisé 20 poissons rouges.
IIs ont prélevé 300 mg d’écailles sur I’ensemble du corps et ont testé plusieurs techniques de
lavage des écailles. lls ont retenu 3 lavages avec 3 ml d’isopropanol pendant 2,5 min sur un
vortex a 1800 rpm. Une fois les écailles lavées, elles ont été séchées a température ambiante
pendant au minimum 24 heures. Ensuite, elles ont été broyées a I'aide d’un broyeur a bille.
Enfin, 75mg de chaque échantillon ont été mis en incubation avec 1,5ml de méthanol pendant
18 heures a 30°C. Une fois I'extraction au méthanol terminée, les échantillons ont été
centrifugés a 9500g pendant 10min et 1ml du surnageant a été évaporé et reconstitué avec
0,2ml de tampon fourni avec le kit de test. lls ont ensuite utilisé le kit « Cortisol EIA KIT;
Neogen® Corporation, Ayr, UK » avec une gamme de 0,04 a 10 ng/ml pour déterminer la
concentration en cortisol. Cette procédure (hormis le lavage et le modele du kit) est la méme
gue celle de S.Gavaud et al (2021) décrite par la suite. Cette technique a montré des résultats
cohérents, elle a donc été validée par les auteurs.

2. Analyse du cortisol plasmatique

Le cortisol sanguin est un biomarqueur souvent utilisé pour évaluer le stress des
poissons. Cependant, son interprétation reste limitée. Comme nous I'avons vu
précédemment, suite a un facteur de stress, le poisson déclenche une réponse primaire au
stress entrainant notamment une libération de cortisol dans le sang. D’aprés Aerts et al,
(2015), les niveaux de cortisol sont variables au cours de la journée, cela ajoute un biais
important lors de I'interprétation du niveau de cortisol sanguin. De plus, le niveau de cortisol
plasmatique ne montre « qu’un instantané de I'état du cortisol au moment de
I'échantillonnage » (Aerts et al, 2015).

Aerts et al, (2015) ont également travaillé sur le niveau de cortisol dans le sang pour
évaluer le stress chronique sur les lots peu stressé, intermédiaire et tres stressé décrit
précédemment. Le lot peu stressé avait une moyenne de cortisol plasmatique de 183,26
ng/mL, le lot intermédiaire avait une moyenne de 254,79 ng/mL et le lot trés stressé avait une
moyenne de 150,28 ng/mL. Leur étude n’a pas constaté de corrélation entre le niveau de
stress chronique et la concentration en cortisol.

Le cortisol sanguin ne révele pas les conditions, stressantes ou non, dans lesquelles le
poisson a évolué. Il n‘est donc pas un biomarqueur de stress chronique. Il est a noter
également que le prélevement sanguin est invasif et induit donc un stress supplémentaire
pouvant étre confondu avec le stress que I’on veut évaluer. La péche et I'exposition a I’air sont
également des sources de stress qui sont confondues avec le stress que I'on veut évaluer. La
réponse primaire au stress étant tres rapide, il est probable que le niveau de cortisol soit déja
modifié au moment du prélevement sanguin. Il est a souligner également que les
anesthésiques utilisés pour réaliser le prélévement sanguin dans de bonnes conditions
peuvent inhiber ou du moins réduire I'activation de I'axe hypothalamo-hypophysaire. Cela
engendre donc une modification de la libération de cortisol qui peut donc masquer sa
sécrétion liée au stress de la péche et de la prise de sang et donc mieux refléter le stress que
I’on veut évaluer.
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3. Analyse du glucose plasmatique

Les hormones du stress secrétées suite a une réponse primaire mobilisent et
augmentent la production de glucose dans I'organisme du poisson. Cette augmentation se fait
notamment par la gluconéogenese et la glycogénolyse et permet de faire face a la demande
énergique nécessaire a la fuite ou au combat (lwama et al. 1999). Le glucose est libéré du foie
et des muscles, gagne la circulation sanguine et pénetre dans les cellules grace a l'insuline
(Martinez-Porchas et Martinez-Cérdova 2009). Les résultats de glycémie doivent étre
interprétés avec prudence. En effet, I'alimentation, la saison de I'année ou encore le stade de
vie influencent la concentration en glucose plasmatique (Martinez-Porchas et Martinez-
Cérdova 2009).

Les résultats de mesure du glucose plasmatique de la truite-arc-en-ciel de la thése
vétérinaire de Darmancourt (2022) ont montré des valeurs de glucose plasmatique de 0,8 a
1,2 g/L.

Au vu de la variabilité de la teneur en glucose dans le sang, Martinez-Porchas et al,
(2009) recommandent de l'utiliser en complément d’autres indicateurs plutét qu’en tant
gu’indicateur principal. Pour obtenir des valeurs cohérentes en glucose il faut répéter la
mesure, cela est possible en cas de stress aigu mais compliqué lors de stress chronique, car
les premiéres mesures pourraient influencer les suivantes.

4. Analyse de la lactatémie

Les lactates sont un indicateur essentiellement utilisé pour évaluer un stress aigu
(Seibel et al, 2021; European Food Safety Authority (EFSA) 2009). Ils sont secrétés chez les
espéces capables d’anaérobiose lorsqu’un stress aussi intense soit-il n’est pas accompagné
d’un apport suffisant en dioxygene. La lactatémie semble étre un bon indicateur pour la truite
arc-en-ciel ou encore pour le saumon cependant il est a noter que ce n’est pas le cas pour
toutes les especes piscicoles. En effet, les taux de glucose et de lactate plasmatique ne sont
pas augmenté lors d’un stress chez le Labre bicolore (Hemigymnus melapterus) (Grutter et al,
2000).

Les résultats de mesure de lactates chez la truite-arc-en-ciel de la thése vétérinaire de
Darmancourt (2022) juste aprés I'abattage ont montré des valeurs de lactates plasmatiques
comprises entre 9 et 14 mmol/L.

Il est important de rappeler qu’il existe une diversité d’espéces piscicoles et que les
techniques pour évaluer leur stress peuvent-étre différentes que cela soit leur comportement
ou encore les biomarqueurs de stress comme montré ici. Il est également important a
mentionner que contrairement aux mammiferes, la corrélation entre les lactates
plasmatiques et les lactates musculaires n’est pas vraie. En effet, la majorité des lactates chez
le poisson sont stockés dans les muscles sans que cela ait d’influence sur la lactatémie (Merkin
et al. 2010). Nous avons vu que le taux plasmatique en glucose était influencé par divers
facteurs comme I'alimentation. Il en est de méme pour la lactatémie, qui peut étre influencée
par le jeline notamment prodigué aux animaux avant un transport. Cet aspect sera important
a prendre en compte lorsque des analyses de sang seront a interpréter (Bermejo-Poza et al.
2017).
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lll. Evaluation du comportement de la truite arc-en-ciel comme
indicateur de bien-étre

Un des indicateurs le plus parlant en terme de bien-étre en aquaculture est
I'observation du comportement des individus. Leurs comportements s’expriment par
différents modes de nage, par I'aspect des nageoires, par la fréquence de ventilation
branchiale, par des motifs pigmentaires et la coloration de la peau, par leur appétit ou encore
par rapport a leur position dans I'eau (Martins et al. 2012).

1. Comportement au moment de la prise alimentaire

Si nous nous penchons sur I'aspect alimentation, nous pouvons définir la notion de
« motivation alimentaire », comme le temps entre la distribution de nourriture par I'opérateur
et le début d’alimentation des poissons, qui est un indicateur pertinent du bien-étre étudié
chez le tilapia du Nil (Oreochromis niloticus) (Martins et al. 2012). Un temps augmenté par
rapport a la normale peut avoir pour cause une altération du bien-étre passant par exemple
par un probleme zootechnique ou infectieux.

2. l'activité respiratoire du poisson comme indicateur de stress

La fréquence respiratoire est également un indicateur pertinent. En effet, chez un
poisson non stressé, nous constatons une fréguence minimale, alors que lors de moments
stressants, I'activité ventilatoire des poissons peut augmenter de maniére accrue. Cette
activité ventilatoire dépend des parameétres de I'eau, notamment la concentration en
dioxygene et en dioxyde de carbone. Tous les changements environnementaux qui
augmentent I'activité ventilatoire des poissons vont rendre le poisson plus vulnérable aux
agents environnants car I'appareil branchiale sera plus exposé a ces derniers.

3. Comportement d’agression et stress chez le poisson

L’agressivité au sein des individus résulte souvent d’'une compétition qu’elle soit pour
la nourriture ou pour un territoire. Cette agressivité s’observe directement dans les bacs lors
d’attaque ou a posteriori avec I’observation de lésions cutanées. Il a été montré qu’il existait
une corrélation significative entre le nombre de blessures ou de cicatrices cutanées avec le
nombre d’agressions mesuré par observation directe. Cette corrélation a été utilisée pour
évaluer le bien-étre du poisson-chat africain (Clarias gariepinus) dans plusieurs études
(Almazan-Rueda et al, 2004; Rueda 2004; Cafion Jones et al. 2010).

4. Comportements stéréotypés chez le poisson

Les comportements stéréotypés chez les poissons n‘ont pas beaucoup été étudiés.
L’étude précédente a montré deux schémas stéréotypés chez le poisson-chat africain (Clarias
gariepinus) qui nage de maniere continue et compulsive, de maniére circulaire ou triangulaire.
Cette étude a montré par la suite que le comportement stéréotypé est un indicateur pertinent
pour évaluer le bien-étre de cette espece (Rueda 2004; Almazan-Rueda et al, 2004).
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Nous pouvons conclure que le comportement du poisson n’a pas encore été beaucoup
étudié et qu’une grille d’évaluation comportementale n’est pas aisée a construire. De plus, les
évaluations comportementales sont souvent subjectives et peuvent varier d’un opérateur a
un autre.

IV. Enrichissement des conditions d’élevage

Nous avons vu les différentes conséquences que le stress peut induire chez le poisson.
Il est intéressant maintenant de se pencher sur les différentes manieres de réduire ce stress.
L'enrichissement semble étre une voie appropriée pour limiter les conditions stressantes et
améliorer le bien-étre animal. Une étude récente s’est intéressée a évaluer différents types
d’enrichissements chez la truite arc en ciel (Brunet et al. 2022). Ils ont montré que des
environnements plus complexes diminuaient les niveaux d'agressivité et amélioraient la
croissance. Le stress des individus était donc limité avec un milieu enrichi. L’ important a
souligner est que les enrichissements en jouant sur le stress ont eu un effet bénéfique sur la
croissance des animaux. C'est un aspect économique non négligeable a prendre en compte en
aquaculture.

1. Enrichissement et réglementation

D’un point de vue réglementaire, il convient d’enrichir au minimum I’environnement
des poissons dans le cas d’'usage des animaux a des fins scientifiques. En effet, dans
la DIRECTIVE 2010/63/UE du Parlement Européen et du Conseil relative a la protection des
animaux utilisés a des fins scientifiques (2010), il est stipulé que « les établissements veillent
a mettre en place des techniques d’enrichissement appropriées qui élargissent la gamme
d’activités possibles des animaux et développent leurs capacités d’adaptation, en
encourageant notamment |'exercice physique, I'exploration, la manipulation et les activités
cognitives, en fonction des especes». |l est précisé en particulier que les
poissons « bénéficieront d’un enrichissement environnemental approprié, par exemple des
cachettes ou un substrat adapté, sauf si les comportements suggéerent que cela n’est pas
nécessaire ».

2. Objectifs de I’enrichissement

Cette notion d'enrichissement environnemental a été décrite par Naslund et al (2016)
comme « une augmentation délibérée de la complexité environnementale dans le but de
réduire les traits inadaptés et aberrants chez les poissons élevés dans des environnements
autrement privés de stimuli ». Cette augmentation de la complexité environnementale aurait
pour but de réduire les comportements stéréotypés, de réduire le stress chronique et de
prévenir les problemes de santé. Il aurait pour but également de promouvoir le bien-étre de
I'animal en lui permettant d’exprimer les comportements normaux de son espece et en
provoquant des émotions positives (Compassion in world farming, s. d.). Toutefois, il est
important de suivre les indicateurs comportementaux des poissons face a un milieu enrichi
car méme si I'enrichissement préne une amélioration du bien-étre, il peut également étre
source de compétition entre les individus s’il n’est pas disponible pour tout le monde. En effet,
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dans le cadre du projet CASDAR AQUA BEA, une expérimentation a été réalisée au lycée
d'enseignement général, technologique et agricole de Bréhoulou a Fouesnant dans le
Finistére, visant a évaluer I'intérét des zones d’'ombre dans le bien-étre des truites-arc-en-ciel.
Ils ont constaté que ces zones d’ombre étaient souvent convoitées par les poissons les plus
dominants et que cela prédisposait a la mise en place d’une compétition entre les individus.

3. Les différents types d’enrichissement

Les enrichissements peuvent étre variés. En effet, on peut mentionner 5 types
d’enrichissement (Figure 5) (Compassion in world farming, s. d.) :

L’enrichissement structurel avec par exemple un substrat, des plantes artificielles ou
encore des abris (tuyaux). Ce type d’enrichissement a pour but d’amener de la
complexité dans I'environnement du poisson.

L’enrichissement social, le but étant d’élever différentes especes ensemble sous
réserve qu’elles soient compatibles. Ce type d’enrichissement tente de reproduire les
écosystémes aquacoles préexistants a I’état sauvage.

L’enrichissement sensoriel, qui a pour but de proposer aux poissons une ambiance
différente au sein du milieu d’élevage, par exemple des fonds colorés ou des zones
d’ombre.

L’enrichissement occupationnel, qui lui regroupe un ensemble d’objets manipulables
dans I’eau ou encore la mise en place de courants d’eau variés.

L’enrichissement alimentaire, qui peut faire appel a des aliments aromatisés ou des
granulés de tailles variées

¥, \’/ Q s
= Q&0
t ombre,
g TYPES fond coloré
espéces compatibles -
D'ENRICHISSEMENTS
objets manipulables, courants oo
adapeés, changement de aliment aromatisé, granulés
circulation de feau de tailles variées

Figure 5 : Plaquette illustrant les différents types d’enrichissement (CIWF Agroalimentaire
s.d.).
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D’apres la CIWF Agroalimentaire (s. d.), (ONGI qui travaille sur le bien-étre animal),
I’effet des enrichissements a été plus étudié sur les poissons juvéniles que sur les poissons en
grossissement. Il serait donc intéressant de voir si les conditions d’enrichissement sont
similaires ou non lorsque le poissons est juvénile et lorsqu’il est en phase de grossissement
puis en phase adulte.

4. Etat de I'art sur I’enrichissement environnemental

Dans une étude, Zhang et al (2022) ont montré qu’il s’agit des enrichissements
structurel et sensoriel qui participent le plus au bien-étre animal. En effet, les structures
physiques, les types de substrats et les enrichissements colorés (bleu et marron) semblent
avoir un fort effet positif sur le bien-étre animal. lls ont obtenu ces résultats en réalisant une
méta-analyse sur 1797 articles choisis sur de nombreux critéres en lien avec le bien-étre. Ces
résultats montrent que les couleurs compatibles avec I’habitat naturel sont mieux appréciées
des poissons. D’apres eux, il est nécessaire que des études se penchent de plus en plus sur
I’enrichissement des conditions d’élevage des poissons car pour les citer : « dans un milieu
enrichi, les animaux aquatiques ont généralement un meilleur bien-étre que leurs
homologues vivant dans un milieu stérile » (Zhang et al, 2022).

a. L’enrichissement sensoriel

L’enrichissement sensoriel peut se matérialiser sous forme de stimuli lumineux. Pour
cela, faut-il encore choisir la bonne longueur d’onde de la lumiére et sa périodicité. Il a été
montré que le rouge, une lumiére constante ou une obscurité permanente affecte de maniere
négative le poisson en terme de développement aux stades ceufs, larves et juvéniles. Cela peut
causer des malformations et augmenter la mortalité (Sdnchez-Vazquez et al. 2019).

Il est donc conseillé, d’apres Zhang et al (2022), de travailler plutét avec des couleurs
comme le bleu et le marron, plus compatibles avec I’habitat naturel du poisson.

Un autre type d’enrichissement sensoriel peut étre des stimuli auditifs tels que de la
musique. En effet, dans le milieu d’élevage, les poissons sont soumis a de nombreux bruits
parasites ayant souvent pour origine les pompes, les systemes de filtration. lls sont soumis
également a des bruits plus soudains comme les manipulations des opérateurs autour des
bacs. Ces différents bruits peuvent impacter de maniére négative le bien-étre des poissons.
C’est pourquoi, des études ont été menées pour voir si le fait d’ajouter un bruit de fond
spécifique a I’habitat naturel des poissons pouvait influencer leur comportement (Wells 2009).
Une autre étude a reproduit le son que les poissons peuvent entendre dans des conditions
d’élevage off-shore et dans le cas d’élevage en pisciculture. lls ont montré que les
performances de croissance (taille et poids) étaient meilleures dans le cas ou les poissons
entendaient les bruits de la mer mais aussi des bateaux que les lots témoins ou il n’y avait
aucune bande son. lls ont montré également que les concentrations de cortisol et de glucose
sérique étaient inférieures dans les conditions enrichies en stimuli auditifs. lls ont donc conclu
qgue le bruit de I'aquaculture offshore et le paysage sonore de la mer influencent de maniere
positive les performances de croissance des animaux et contribuent a limiter le stress chez la
dorade royale (Sparus aurata) (Filiciotto et al. 2013). Cette étude est intéressante car nous
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aurions pu penser qu’un environnement calme sans aucun bruit contribuerait a améliorer le
bien-étre des poissons. Or ici, les auteurs ont montré qu’un environnement associé a des
bruits de mer calme et de bateaux contribuent a améliorer le bien-étre des animaux.
Toutefois, dans une autre étude, ils ont montré que le bruit de I'aquaculture offshore et le
paysage sonore marin influencent négativement le statut oxydatif et la fonction immunitaire
de la dorade royale. Ainsi, les conditions de I’environnement acoustique de la mer semblent
plus stressantes qu’elles ne paraissaient dans la premiere étude (Filiciotto et al. 2017).
Papoutsoglou et al. (2013) se sont intéressés a la musique classique en tant qu’enrichissement
sensoriel auditif. lls ont utilisé deux stimuli musicaux (Mozart et Romanza) chez des truites
arc-en-ciel juvéniles (6,7 £ 0,12 g) pendant 14 semaines.

lls ont montré que les performances de croissance étaient meilleures dans le cas des lots
enrichis avec un stimulus musical par rapport aux groupes témoins. La musique peut donc
étre un enrichissement sensoriel intéressant.

b. L’enrichissement structurel

L’enrichissement structurel peut se décliner sous plusieurs formes. Il peut se
matérialiser par des objets qui apportent de la complexité environnementale notamment sous
forme d’abris, comme des tuyaux, des tuiles, des morceaux de plastiques semi-circulaires. Il
peut se matérialiser également sous forme de substrats (graviers de granulométrie différente)
notamment pour les especes vivant dans le fond. Certaines études ont montré que
I’enrichissement environnemental, comme des tubes de PVC, augmentait la survie et la
croissance, mais aussi améliorait la qualité de la nage, réduisait la réponse au stress quand ils
étaient exposés a des facteurs stressants comme I'exposition a I'air et des injections sous-
cutanées d’acide acétique (Pounder et al. 2016 ; Naslund et al, 2016 ; Ahlbeck Bergendahl et
al. 2017). Méme si les mécanismes sous-jacents ne sont pas encore clairs, deux études ont
montré que l'enrichissement environnemental augmentait la capacité de résistance des
poissons face aux épidémies de parasites (Raiha et al. 2019 ; Karvonen et al. 2016). De plus,
dans une autre étude, a été testée la résistance a certaines bactéries sur des poissons vivant
dans des milieux enrichis ou non. La bactérie Flavobacterium columnare chez le saumon
d’atlantique (Salmo salar) et |a truite brune (Salmo trutta) a été utilisée pour un challenge. Un
premier lot de poissons a été élevé dans un milieu enrichi en petits graviers (40-60mm de
diameétre), en abri et en changement de direction du flux d’eau. Un deuxieme lot a été élevé
sans enrichissement. lls ont travaillé avec 5 populations de truites et 5 populations de saumon
d’origines géographiques différentes. Une épidémie naturelle a Flavobacterium columnare a
été observée dans les bassins. lls ont constaté que, dans 8 des 10 populations testées, les
individus vivant en milieu enrichi avaient une mortalité plus faible que ceux vivant sans
enrichissement. Les auteurs ont conclu que I'élevage enrichi avait considérablement
augmenté la survie des poissons pendant I'épidémie naturelle a Flavobacterium columnare
(Raiha et al. 2019).

Dans une seconde expérience, ils ont tenté d’introduire la bactérie de maniére
contrélée. Les poissons ont été élevés dans deux conditions d’élevage comme précédemment
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décrites (enrichis ou standard). Ensuite, les poissons ont été disposés dans des bacs de plus
petite taille et la moitié des bacs a été enrichie avec du petits graviers (40-60 mm de diameétre),
cela constituait les lots enrichis. Les poissons ont été divisés de maniére a étre soit exposés a
leur milieu d’origine c’est-a-dire standard vers standard et enrichi vers enrichi, soit a un milieu
nouveau c’est-a-dire standard vers enrichi ou enrichi vers standard. Cela donnait un total de
huit combinaisons possibles. Une dose de 4,5. 10 ® unités formatrices de colonies par mL a été
ajoutée par bac. lls ont montré que les poissons exposés dans un environnement enrichi ont
eu une survie plus élevée, quel que soit leur milieu d'élevage d’origine. De plus, le taux de
survie dans I'environnement enrichi était plus élevé parmi les poissons issus d'un milieu
d'élevage enrichi que ceux issus d’un milieu standard (R&iha et al. 2019).

L’enrichissement contribue donc a augmenter la résistance des poissons face a des
maladies et donc a contribuer a une meilleure défense immunitaire de I'organisme (Raiha et
al. 2019).

Dans une autre étude (Salvanes et al. 2013), les auteurs ont mis en place un protocole
ou les poissons ont vécu dans des milieux enrichis (3 bassins) ou dans des milieux standards
(3 bassins). Les poissons sont restés dans les milieux pendant 8 semaines. Le milieu enrichi
comprenait des éléments structurels comme des cailloux, des galets et des structures
flottantes en plastique. Les cailloux et les galets (diamétre 8-12 cm) représentaient 75% de la
base du bassin et constituaient pour les poissons des éléments pour s’y cacher. Il y avait
également des frondes en plastique (5 cm de large et 50 cm de long). Les frondes étaient en
suspension, lestées a I'aide des cailloux. Les poissons pouvaient également s’y abriter. lls ont
constaté que les poissons utilisaient I'ensemble des éléments d’enrichissement. Le
télencéphale a été récupéré des différents poissons et ’ARN total a été extrait. Grace a la
technique de RT-PCR, ils ont pu quantifier I'expression de différents genes notamment le géne
NeuroD1 qui est un gene impliqué dans la neurogenese et un indicateur des changements
neurogénes associés a I'apprentissage et a la mémoire (Salvanes et al. 2013). Ills ont montré
que les poissons élevés dans les milieux avec enrichissement présentaient des niveaux plus
élevés d’expression de I'ARNm NeuroD1 par rapport aux poissons témoins élevés dans des
milieux standards. Ils ont réalisé une seconde expérience qui consistait a mettre des poissons
élevés dans les deux conditions différentes dans un labyrinthe afin de voir qui était le plus
rapide a sortir. lls ont montré que les poissons élevés dans des conditions enrichies sont sortis
du labyrinthe plus rapidement que les poissons témoins au fur et a mesure des jours
d'expérimentation.

Pour conclure, ils ont montré que I'enrichissement participait a améliorer la plasticité
neuronale et la capacité cognitive chez les saumons d’atlantique juvéniles (Salmo salar)
(Salvanes et al. 2013 ; Arechavala-Lopez et al. 2020).

c. L'enrichissement occupationnel

L’enrichissement occupationnel peut se présenter sous la forme d’exercices imposés
aux poissons. Les niveaux de nage des poissons en captivité sous souvent inférieurs a ceux
dans la nature (Arechavala-Lopez et al. 2021). Il est donc intéressant de voir si de I'exercice
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peut améliorer les conditions d’élevage des animaux. Des études se sont intéressées a
I'influence de la nage des poissons sur leur physiologie et sur leur comportement. Il indique
gue lI'exercice soutenu a des vitesses optimales améliore la croissance des muscles du poissons
et influence donc la qualité de la chair de maniére positive. L'exercice soutenu permet
également un retard du développement ovarien et la stimulation du systéme immunitaire
(Palstra et al, 2011). lls ont constaté chez la truite arc-en-ciel que la croissance maximale
s’effectue avec une vitesse de nage d’une longueur corporelle (BL : body length) par seconde
(1 BL/s). Donc chez toutes les espéces de salmonidés testées, la mise en place d’un exercice
modéré et soutenu entraine une augmentation significative du poids et donc de la croissance
des animaux (Walker et al, 1978).

Dans une autre étude (Herbert et al, 2011), les auteurs ont montré qu’un exercice
soutenu (1,5 longueur corporelle par seconde soit 1,5 BL/s) chez le saumon atlantique
entrainait un meilleur taux de croissance et de conversion alimentaire que chez les témoins.
lIs ont également montré que le taux de cortisol plasmatique était inférieur aux témoins. Cela
montre que la nage et I’exercice sont en lien avec I'amélioration du bien-étre. Toutefois, il faut
rester prudent avec l'intensité de I'exercice. En effet, dans une autre étude (Parker et al,
2014), les auteurs ont montré qu’une vitesse plus rapide de l'ordre de 3,0 BL/s affecte
négativement la croissance des poissons et I'utilisation de la nourriture.

Diverses études ont montré que les poissons étaient capables de jouer. Il a été identifié
trois types de jeux : locomoteur (comme par exemple des jets a bulle ou des pierres a air), la
manipulation d’objets et I'interaction social incluant celle avec I’homme (Fife-Cook et al, 2021;
2019; Burghardt 2015). Dans les élevages, nous constatons que les salmonidés sautent en
dehors de I'eau, nous pouvons donc nous demander ce que signifie les sauts chez cette
espéce. D’aprés Fagen (2017), ce comportement serait associé a une forme de jeu. Ce
comportement peut également étre lié a la régulation de la flottabilité, aux infections
parasitaires ou au stress. |l est donc compliqué de savoir si ce comportement est associé a une
forme de jeu ou de stress. C'est pourquoi, il faut étre prudent sur le développement de cette
pratique.

d. L’enrichissement social

L’enrichissement social consiste a mettre différentes espéces en relation mais aussi a
laisser assez d’espace pour que les poissons s’évitent (Arechavala-Lopez et al. 2021). Il faut
s’assurer que les espéces soient compatibles. Et au sein d’une espeéce, il faut s’assurer que les
différents stades soient compatibles. En effet, des espéces qui vivent en banc et se retrouve
seules en captivité peuvent ressentir du mal-étre. A contrario une espéce vivant seule et
territoriale pourra montrer de I'agressivité pour défendre un territoire. |l existe d’ores et déja
des associations de différentes espéces. Ces associations n‘ont pas encore pour objectif
d’améliorer le bien-étre des animaux mais elles ont plutét un avantage zootechnique. En effet,
dans certains élevages ils ont associé des poissons nettoyeurs tels que des espéces de
napoléons avec des saumons adultes. Les poissons nettoyeurs se nourrissent du copépode du
pou du saumon, cela permet alors de réduire la charge parasitaire des saumons (Haugland et
al. 2020). Un autre exemple d’association d’especes peut étre I'association de différentes
espéces de carpes dans les étangs asiatiques et africains. Des espéces comme
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Hypophthalmichthys molitrix, Aristichthys nobilis et Cyprinus spp sont élevées ensemble. Il a
été montré que l'introduction de la carpe commune (Cyprinus carpio) avait significativement
augmenté la croissance des autres espéces de carpes (Wahab et al. 1995).

e. L’enrichissement alimentaire

L’enrichissement alimentaire dépend du type d’aliment, de la quantité d’aliment, du
type et de la périodicité de distribution (Arechavala-Lopez et al. 2021). Un systeme d’auto-
alimentation contribue a améliorer le bien-étre des poissons. En effet, ils peuvent choisir a
guel moment de la journée s’alimenter. L'utilisation de distributeurs permet une répartition
uniforme de I'alimentation dans les élevages (Skgien et al, 2018). Cela permet donc de limiter
la compétition pour I'aliment. Les aliments peuvent se présenter sous différentes formes
comme les granulés/extrudés, les proies vivantes comme utilisées dans les écloseries marines
ou dans les polycultures. Les caractéristiques des granulés ou des aliments extrudés sont la
taille, la forme, la saveur, la texture, I'appétence et la couleur. Toutes ces caractéristiques
peuvent variées et constituent plusieurs fagcons d’enrichir le milieu avec I'alimentation
(Kubitza et al, 1999). L'utilisation de saveurs contribue dans les élevages de poissons
carnivores a diminuer le cannibalisme. L’enrichissement alimentaire contribue donc a réduire
le mal-étre des animaux en limitant le cannibalisme (Kubitza et al, 1999). Les aliments peuvent
étre semi-flottants, flottants ou coulants, il faut adapter I'alimentation a la position dans la
colonne d’eau ol I'espéce préfere se nourrir (Arechavala-Lopez et al. 2021).

L’enrichissement s’inscrit donc dans une dynamique d’amélioration des conditions de
vie des poissons en élevage. Il est donc important de poursuivre les études sur celui-ci pour
prévoir une mise en place future a plus grande échelle.

5. U’enrichissement a plus grande échelle ?

La mise en place de mesures d’enrichissement environnemental a I'échelle des
élevages est encore naissante. Cela est di notamment a des résultats inattendus et
contradictoires venant de différentes études. Cela peut donc amener a une mauvaise
conception des enrichissements selon I'espéce ou le stade d’élevage. Les enrichissements
structurels sont différents d’'une espéce a l'autre, par conséquent il faut adapter
I’enrichissement a chaque espece, comme ce qui est déja fait pour les animaux terrestres. Un
autre point a soulever est I’hygiene et la biosécurité qui semblent étre des freins a cette mise
en place. En effet, des particules alimentaires ou des déjections peuvent s’accumuler dans des
objets d’enrichissement, favorisant le développement de bactéries ou d’autres agents
(biofilm). Le nettoyage et la désinfection des objets peuvent étre compliqués et
chronophages. De plus, certaines substances chimiques peuvent s’échapper des éléments
d’enrichissement comme les phtalates de PVC potentiellement dangereux pour les animaux
aquatiques. Une mauvaise conception peut entrainer des dangers physiques favorisant les
blessures, les infections et la mortalité. La mise en place des enrichissements peut également
provoquer de la néophobie chez certains individus ou encore favoriser la territorialité pour
certaines zones plus enrichies (Arechavala-Lopez et al. 2021).
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La mise en place d’enrichissement nécessite une transformation des méthodes et
protocoles. |l peut donc y avoir une certaine résistance venant des parties prenantes de
I'industrie. En effet, tout changement implique un investissement financier considérable sans
savoir a I'avance si le projet est rentable. Cela dépend également de I'échelle, un changement
dans un systeme extensif ou semi-intensif peut-étre envisagé mais dans les systemes intensifs
et ultra-intensifs, un petit changement peut nécessiter une grande transformation dans les
procédures et peut avoir un impact important (Arechavala-Lopez et al. 2021).

La mise en ceuvre d’enrichissements doit étre adaptée a I'espéce, au stade de vie, a la taille
des individus, a la densité, aux types de méthodes d’élevage et aux types d’exploitation. Elle
doit étre suivie de prés en réalisant une analyse colt-avantage afin de convaincre
I'industrie. En effet, il est nécessaire de montrer qu’un bien-étre amélioré peut contribuer
a une meilleure croissance des poissons. Cela doit encore étre démontré. Un autre moteur,
autre qu’économique, peut contribuer a faire avancer ce projet. En effet, la sensibilisation
du grand public a I'égard du bien-étre des poissons est un atout majeur pour la mise en
place des enrichissements (Arechavala-Lopez et al. 2021).

V. Evaluation de I'expression de genes impliqués dans la
sensibilité du poisson

1. Enrichissement et amélioration de I’activité cérébrale

Pour évaluer la sensibilité du poisson, il est nécessaire de se concentrer sur les génes
impliqués dans cette sensibilité mais aussi dans la plasticité neuronale du poisson. L’étude de
Cardona et al. (2022) a montré que I'enrichissement de I’environnement avait de maniére
significative modifié I'expression de genes liés a la plasticité neuronale, la neurogenése et la
synaptogenése. Ces expressions de genes étaient surtout localisées dans le télencéphale. Cela
sous-entend que I’enrichissement de I'’environnement influe sur le développement du cerveau
de la truite arc-en-ciel. Ensuite, ils ont évalué I'expression des génes liée a I’activité cérébrale
en mesurant la concentration en ARNm (ARN messagers) sur des lots de poissons vivant dans
un environnement enrichi et d’autres vivant dans un environnement stérile. La méthode de
RT-PCR (PCR quantitative) a été utilisée. Les genes ciblés dans I'expérience sont des génes
marqueurs de l'activité cérébrale, de la plasticité neuronale, de la neurogenése, de la
synaptogenése et intervenant dans certaines voies de neurotransmetteurs comme la
dopamine, le glutamate, le GABA et la sérotonine. Les résultats de leur étude ont montré que
les sujets vivant dans un milieu enrichi présentaient une expression de genes neurotrophes,
ou de génes impliqués dans la neurogenese et dans la synaptogenése augmentée a contrario
des sujets vivant dans un milieu stérile. Parmi ces génes, nous pouvons citer npas4b et pcna
qui sont deux génes impliqués dans I'activité neuronale. Mais aussi stxbp5, ntkr2b, stxlb,
neurabin-1 et ncam qui sont cing genes neurotrophes. Ou encore mapk1, mapk erk, mtor et
creb qui sont des génes impliqués dans la plasticité neuronale. Des genes impliqués dans des
voies neurotransmetteurs sont plus exprimés également comme dat qui est un transporteur
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de la dopamine, vmat2 qui est un transporteur de sérotonine, gbrl2 et chat qui sont des genes
impliqués dans la voie du GABA.

2. Les c-miARN impliqués dans lactivité cérébrale comme
biomarqueurs de stress

Dans une deuxieme étude Cardona, et al. (2022) ont montré que les c-miARN
(circulating micro ARN) peuvent étre utilisés comme biomarqueurs de stress chez la truite arc-
en-ciel. lls peuvent étre mesurés dans le plasma mais aussi dans le mucus épidermique. Deux
matrices non létales pour le poisson. Dans I'étude, ils ont travaillé en induisant un stress
hypoxique chez les poissons. Une augmentation significative des taux de miARN circulants (c-
miARNSs) a été constatée dans le plasma des truites vivant en milieu enrichi. lls ont trouvé 4
types de c-miARNs : miR-203-3p, miR-205-1a-5p, and miR-218a-5p. Le géne miR-200b/c-3p
semble impliqué dans la voie de la sérotonine (McKibben et al, 2021). Le géne miR-205-1a-5p
était en quantité tres faible chez des souris atteintes d’une maladie neurogénérative associée
a des déficits de la cognition, du comportement et du mouvement (Ryan et al, 2019). Le géne
miR-218a-5p est le c-miARN le plus induit dans le cortex préfrontal des rats soumis a un stress
chronique. Il est donc impliqué dans la dépression et I'anxiété (Yoshino et al, 2022). Les
c- miARN sont spécifiques a certains tissus, en effet miR-205-1a-5p et miR-203-3p sont
spécifiques respectivement du cerveau et des branchies. Les autres sont présents dans une
majorité de tissus mais avec une expression la plus importante dans le cerveau.

Les c-miARNs sont donc des candidats non négligeables dans le réle de
biomarqueurs pour la plasticité comportementale des poissons. La complexification de
I’environnement en passant par I'enrichissement du milieu d’élevage favorise donc le
développement de certaines voies neuronales de la truite-arc-en-ciel. Nous pouvons penser
qgue les c-miARN peuvent étre des biomarqueurs pour tout type de stress. Si les c-miARN sont
des biomarqueurs de stress, alors ils sont aussi des biomarqueurs impliqués dans le bien-étre
animal. lls sont donc intéressants a |’évaluer.

Ces études montrent donc que l'enrichissement environnemental contribue a
améliorer le développement de certaines voies notamment celles de la neurogenese et de
la synaptogénsese ou encore la plasticité neuronale chez la truite arc-en-ciel.

VI. Exemple d’'une maladie fréquente en élevage favorisée par le
stress des poissons : la furonculose a Aeromonas salmonicida sub.
salmonicida

1. Présentation de la bactérie et de la maladie

Aeromonas salmonicida sub. salmonicida est une espéce de bactérie a gram négatif de
la famille des Aeromonadaceae. Cette bactérie est responsable d’une infection épidermique
en aquaculture nommeée la furonculose. Elle se manifeste notamment chez la truite et le
saumon. Cette maladie cause des infections graves et entraine donc des pertes économiques
importantes dans les élevages (Hayatgheib et al. 2021).
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2. Présentation des symptomes

Les symptomes peuvent aller d’une évolution suraigué a chronique. Pour |’évolution
suraigué, on constate une mortalité soudaine sans signe clinique apparent. Pour I’évolution
aigué, on peut constater des hémorragies au niveau des branchies mais également a la base
des nageoires. On peut avoir des rejets contenant du sang. Au niveau des signes internes, on
constate des pétéchies des muscles, du tégument, du péritoine et de la vessie natatoire. Nous
pouvons également observer un intestin flasque et enflammé avec un rejet de liquide souvent
hémorragique. Si un prélévement sanguin est effectué, on constatera un hématocrite réduit
en raison des nombreuses pertes de sang qu’a subi I'organisme. Quand I'évolution est plut6t
chronique, on pourra visualiser sur les flancs du poisson des furoncles (Figure 6, Figure 7) qui
correspondent a des lésions profondes du muscle.

r

Figure 7 : Furoncle sur le flanc du poisson (Calvez 2023).
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3. Eléments d’épidémiologie

La bactérie se transmet par contact entre poissons infectés. Il est donc important de
mettre en place des mesures de quarantaine lors d’introduction de nouveaux animaux dans
un élevage. La bactérie est résistante dans I'eau, donc I'’eau contaminée suffit a contaminer
les poissons qui y vivent. Des poissons asymptomatiques peuvent étre porteurs et propager
la bactérie a d’autres congéneres. Le matériel contaminé comme les bottes et les filets sont
des vecteurs de la bactérie il est donc important de prendre des mesures d’hygiene et de
désinfection dans les élevages. Le stress, comme une mauvaise oxygénation de I'eau, un
parasitisme élevé ou une augmentation de la température, sont des facteurs pouvant
déclencher la maladie quand elle est présente dans I’élevage.

4. Les traitements en élevage

Le traitement passe par une antibiothérapie. L'oxytétracycline est une molécule qui
peut étre utilisée. Le florfénicol peut également étre utilisé. Il se présente sous forme de pré
mélange médicamenteux via I'alimentation.

5. La vaccination

Il existe plusieurs laboratoires proposant un vaccin contre la furonculose (Alphaject
1200, Aquavac FNM plus, Aquavec Furovac et Furogen 2). Il est également possible de
fabriquer des auto-vaccins spécifiques a I’élevage en question.

Figure 8 : Photographie d’un opérateur en train de vacciner une truite dans la cavité
abdominale.
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6. Technique de balnéation pour réaliser un challenge infectieux

L’étude de Moreau et al. (2023) a permis de mettre en place une technique de
balnéation pour infecter les poissons par la bactérie Aeromonas salmonicida sub. salmonicida.
Ils ont constaté une infection aigué et des lésions similaires a ceux de la furonculose a une
concentration de 106 UFC/mL et a une température de 16°C. Le temps de contact avec la
bactérie a influencé le nombre d’animaux infectés et le taux de mortalité. Un temps de contact
de 24 heures a permis d’atteindre un taux de mortalité proche de 50%. Cette technique est
adaptée pour réaliser des challenges infectieux afin de tester la résistance des poissons selon
leurs conditions d’élevage.

La bactérie Aeromonas salmonicida sub. salmonicida semble étre une bonne candidate
pour étudier le stress et la survie des poissons pour comparer leur résistance selon les
conditions d’élevage . En effet, pour comparer la survie des individus, il est nécessaire
d’utiliser une bactérie qui ne provoque pas 100% de mortalité car sinon nous ne verrions pas
de différence entre les milieux enrichis ou non. L’évolution serait trop rapide et violente.
Certes, il existe une forme aigué de furonculose mais il existe également une forme chronique.
Un grand nombre de maladies sont favorisées lors de stress chronique, c’est le cas de la
furonculose. De plus, la bactérie est résistante dans I'eau, il n’est donc pas nécessaire de
I'injecter au poisson (stress supplémentaire). Donc pour un challenge infectieux, la technique
de balnéation de Moreau et al. (2023) est indiquée.
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Partie 2 : Evaluation de I'effet de I'enrichissement du milieu
d’élevage sur I'amélioration du bien-étre animal et sur la
robustesse des poissons

Les expériences suivantes s’inscrivent dans un projet portant sur le bien-étre des poissons
d’élevage : le projet CASDAR AQUA BEA (compte d’affectation spécial pour le développement
agricole et rural : projet aqua bien-étre) nc agrément 19AIP5919.

l. Matériels et méthodes
1. Justification du nombre de poissons utilisés dans les expériences

Pour vérifier la répétabilité de notre protocole et éviter I'effet bac, chaque condition a été
réalisée en triplicat (3 bacs). Pour le calcul du nombre de poissons nécessaires a notre étude,
nous avons utilisé le site internet BiostaTGV - Statistiques en ligne (sentiweb.fr). Le test de
comparaison de deux moyennes observées avec un risque alpha de 0.05, une puissance a 0,8
et un test unilatéral, donne un nombre de 13 poissons par lot. Pour prendre en compte notre
étude en triplicat, le nombre d'animaux prélevés par lot est amené a 15 (3 x 5). Pour
I’évaluation de la robustesse des animaux suite au challenge infectieux, nous allons réaliser
un test de comparaison de deux proportions observées (pourcentage de mortalité dans le lot
non enrichi estimé a 50%, pourcentage de mortalité dans le lot enrichi P2 estimé a 30% - 40%).
Le risque alpha étant de 0.05, la puissance étant de 0,8 et avec I'utilisation d’un test unilatéral,
36-37 poissons par lot sont préconisés. Le nombre d'animaux restant s’il n’y a aucune
mortalité avant le challenge est de 45 poissons par lot et répond donc au nombre d'animaux
préconisé. Le protocole a été validé par le comité d’éthique et par le ministere - APAFIS
(#40967-2023021514284658 v4).

2. Matériel biologique

Nous avons décidé de travailler avec Oncorhynchus mykiss (la truite arc-en-ciel) car il
s’agit de I'espéce la plus élevée en France (La pisciculture : production et consommation |
Ministére de I'Agriculture et de la Souveraineté alimentaire, consulté le 20/02/2023). Nous
avons choisi d’utiliser des truites arcs-en-ciel triploides. En effet, 'avantage principal des
truites triploides est de s’affranchir de la maturation des caractéres sexuels. Dans notre étude,
cela va nous permettre de ne pas avoir a distinguer male et femelle. Les hormones sexuelles
étant intimement liées aux molécules que nous allons analyser (notamment le cortisol), cela
pourrait créer un biais selon le sexe de I'animal.

Les truites ont été élevées a la Pisciculture Expérimentale INRAE des Monts d’Arrée
(PEIMA.) a Sizun en Bretagne et ont été transportées en février 2023 a la station
expérimentale aquacole d’Oniris.

Les 960 individus ont été répartis dans 3 bacs de 1 m3chacun a une température de
10°C, soit 320 individus par bac correspondant a une densité de 17,6 kg/m3 (55 g par individu).
Les truites arc-en-ciel sont restées 3 semaines dans les bassins de 1 m? afin de les acclimater.
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Le 09/03/2023, une partie des individus a été répartie dans 24 bacs de 200 L. Cela correspond
a 30 individus par bac avec un poids calculé a partir des ABAC de croissance de 75 g par
individu. Cela équivaut a une densité de 11,4 kg/m3. Les truites arc-en-ciel sont restées 3
semaines en acclimatation dans ces nouveaux bacs.

La température de I'eau a été augmentée progressivement pour étre fixée a 15°C. Il
s’agit de la température optimale d'élevage de la truite arc-en-ciel. L'oxygene dans I'eau était
de 90-100 % de saturation. L'eau des bacs a été renouvelée d'un tiers tous les jours afin
d'éliminer les feces et les aliments non consommés. Ce renouvellement s’est réalisé en
effectuant des chasses 30 minutes apreés le repas du matin. Les poissons ont été observés deux
fois par jour et les parameétres d'élevage ont été mesurés en continu par des sondes. La qualité
de I'eau (pH, teneurs en nitrates et en nitrites) a été évaluée une fois par semaine. La quantité
de nourriture a été adaptée a chaque bac en fonction du poids moyen par bac (mesuré au
temps T1 le 03/04/2023). La distribution de nourriture s’est découpée en deux repas par jour :
le premier a 9h et le second a 14h. Les poissons ont été nourris avec I'aliment NEO 19 CDC —
semi F4 de chez « Le Gouessant » tout le long de I'expérience.

3. Mise en place d’air-lift pour s’affranchir des bulleurs

Durant I’expérience, nous allons évaluer le bien-étre des animaux grace a une grille
d’observation des animaux. Cette observation sera réalisée une fois par semaine et donnera
un score final par bac. La difficulté a laquelle nous nous sommes confrontés est la présence
de bulles en provenance des bulleurs pour oxygéner I'eau qui ne nous permet pas de bien
visualiser les poissons et ne nous permet pas d’évaluer le bien-étre des poissons. Nous avons
donc réalisé un dispositif d’oxygénation alternatif au bulleur : I'air-lift (Annexe 1).

4. Présentation du protocole expérimental : Enrichissement et
amélioration du bien-étre

a. Descriptif des enrichissements

D’un point de vue réglementaire (DIRECTIVE 2010/63/UE), il convient d’enrichir
chaque bac. Dans notre expérience, nous avons choisi d’enrichir le milieu avec un morceau de
PVC de 20 cm de long et de 100 mm de diamétre faisant office de cachette. Les
enrichissements a tester dans cette étude vont donc se surajouter a cet élément.
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Les différents enrichissements testés sont les suivants :

e Un enrichissement sensoriel avec un filtre bleu sur le capot en plexiglass (Figure
9).

Figure 9 : Photographie du bac n°15 jllustrant la condition filtre bleu.
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e Un enrichissement structurel avec des tuyaux en caoutchouc (Figure 10).

Un poisson dans le
tube de PVC

Figure 10 : Photographie du bac n°9 illustrant les tuyaux en caoutchouc.

e Un enrichissement structurel avec des laminaires (Figure 11Figure 11).

Figure 11 : Photographie du bac n°10 et 13 illustrant les laminaires.
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e Un enrichissement sensoriel avec un tapis en herbe créant une zone d’ombre
(Figure 12).

2 Bt 5

Figure 12 : Photographie du bac n°3 illustrant les tapis en herbe synthétique qui flottent et
créent une zone d’ombre.

e Un enrichissement structurel avec des parois en caoutchouc (Figure 13).

Figure 13 : Photographie du bac n°24 illustrant les parois en caoutchouc.
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e Un enrichissement sensoriel avec mise en place du bullage (Figure 14).

Figure 14 : Photographie du bac n°14 illustrant la condition bullage.

Nous constatons sur la Figure 14 que la surface de |'eau est troublée et ne permet pas
d’observer les poissons de maniére optimale. C'est pourquoi, lors de I'observation de cette
condition, nous avons coupé les bulleurs. Cette photographie illustre bien I'intérét de la mise
en place des air-lift qui permettent une bonne observation des animaux dans les autres
conditions.

Le témoin négatif avait uniquement le tube de PVC réglementaire. Le témoin positif
n’avait aucun enrichissement. Nous avons mis en place des conditions stressantes pour le
témoin positif : manipulation dans des volumes réduits et donc variation de la densité. Nous
nous sommes inspirés de I'étude de Aerts et al (2015) pour réaliser le témoin positif. Nous
avons donc réalisé une réduction du volume d’eau de 200 L a 50 L pendant 45 minutes tous
les mardis a 9h a partir de la semaine T1+1semaine. Durant cette réduction du volume d’eau,
les poissons ont été exposés a I'air pendant 10 secondes une fois toutes les 15 minutes durant
les 45 minutes de réduction du volume d’eau. Les sondes de mesures ont été placées dans les
3 bacs témoin positif. Lors de ces manipulations, la concentration en oxygene a diminuée mais
nous avons veillé a ce qu’elle ne passe jamais en dessous de 3 mg/L.
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e Un témoin négatif avec uniquement un tuyau en PVC (Figure 15).

Figure 15 : Photographie du bac n°2 illustrant le témoin négatif (tuyau PVC).

e Un témoin positif avec absence d’enrichissement (Figure 16).

Sonde de mesure oxygéne
et température

Figure 16 : Photographie du bac n°23 illustrant le témoin positif (absence d’enrichissement).
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Tableau 1 : Protocole d’enrichissement mis en place : 8 conditions (dont les témoins) en
triplicat.

Type d’enrichissement Structure Elément réglementaire
d’enrichissement

Structurel 1 Tapis caoutchouc enroulé | Tube PVC 100mm
en mode tuyau (tuyau PVC
160mm)

Structurel 2 Eléments en suspension | Tube PVC 100mm

style laminaire (tuyaux en
silicone lestés par des

bulleurs)

Structurel 3 Tapis en caoutchouc sur | Tube PVC 100mm
les parois

Sensoriel 1 Tapis d’herbe sur en | Tube PVC 100mm

flottaison (zone d’ombre)

Sensoriel 2 Bulleur Tube PVC 100mm

Sensoriel 3 Filtre de Ilumiére bleue | Tube PVC 100mm
(ombriere bleutée)

Témoin négatif Aucun Tube PVC 100mm

Témoin positif Aucun Aucun

La position des conditions dans la salle a été placée plus ou moins aléatoirement. Nous
avons effectué un tirage au sort qui a été plus ou moins remanié suite a I’analyses des poids
moyens par conditions mesurées a T1. Nous avons essayé d’équilibrer pour que I’écart type
entre les poids moyens de chaque condition soit le plus faible possible (Annexe 8). Nous avons
donc réalisé le plan de salle comme illustré sur la Figure 17.
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Figure 17 : Plan de la station avec les différentes conditions, 24 bacs de 200L, 30 poissons par
bac.

Les enrichissements ont été mis en place dans les bacs d’élevage aprés la période
d’acclimatation dans les bacs de 200 | et apres les mesures et prélévements du temps T1. Les
poissons ont été élevés selon 8 conditions différentes en triplicat (3 bacs) (Tableau 1).

b. Déroulé des trois temps de prélevements

Le planning des expériences est illustré par I'’Annexe 2. Au temps T1 (03/04/2023 et
04/04/2023), 'ensemble des animaux a été sédaté directement dans leur bac. Le volume du
bac d’élevage a été réduit de 200L a 100L afin de réduire l'utilisation de produits
anesthésiques. Les poissons ont été sédatés avec de I'iso-eugénol (VEPIDAN) a la dose de 0,02
ml/l (Tableau 2). Lors de cette étape, nous avons veillé a ce que les poissons soient bien
sédatés avant de les manipuler, c’est-a-dire que les poissons soient bien balancés sur le dos

et qu’ils n’aient pas de réaction de saut ou de débattement lors de la prise dans I'épuisette.

Ensuite, I'ensemble a été anesthésié dans des bacs de 50L avec de l'iso-eugénol a la
dose de 0,06 ml/l. Ensuite, les animaux ont été pesés, mesurés et nous avons évalué un score
d’état des nageoires (Annexe 3 et Annexe 4). Parmi les 30 poissons par bac anesthésiés : 25
ont été réintroduits dans leur bac respectif afin de se réveiller, cing ont été euthanasiés dans
un bac de 10L avec de I'iso-eugénol a la dose de 0,9 mL/L. L'iso-eugenol a été renouvelé une
fois tous les 6 bacs dans le bac de 50L et dans le seau d’euthanasie de 10L.
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Tableau 2 : Protocole de sédation, anesthésie et euthanasie de la manipulation.

Sédation Anesthésie Euthanasie
Iso-eugenol 0,02mL/L 0,06mL/L 0,9mL/L
(VEPIDAN)
Préparation de la | Dilution 1/10%™me | Dilution 1/10%Me | Dilution %  dans
solution dans alcool a 70° | dans alcool a 70° | alcoola 70° (9mL de
(2mL de la solution | 6mL de la solution | la solution pure et
pure + 18mL | pure + 54mL | 9mL d’alcool) >
d’alcool) = 4mL de | d’alcool) 2 30mL de | 18mL de la solution
la solution dans 100L | la solution dans bac | dans 10L
de 50L

Sur les 5 poissons euthanasiés nous avons prélevé entre 1 et 2 mL de sang qui ont été
répartis dans un tube hépariné avec 3,5 uL d’héparine et dans un tube sec. A partir du tube
hépariné et aprés centrifugation, nous avons récupéré du plasma. Nous avons alors gardé
200 pL de plasma pour I'analyse du glucose et des lactates, 150 pL pour le cortisol. Ces
échantillons ont été conservé a -20°C avant d’étre analysé. Pour doser les ARN, nous avons
récupéré 50 uL de sérum qui ont été conservés a -80°C avant d’étre analysés.

Tous les poissons euthanasiés ont été pris en photographie, puis nous avons prélevé la portion
comprise entre la premiére et la deuxiéme aréte de la nageoire dorsale. Nous avons
également prélevé des écailles dans la région médiodorsoventrale gauche, dorsalement a la
nageoire pectorale comme décrit par Aerts et al (2015). Les écailles et les nageoires ont été
mises dans des tubes Falcon de 15mL et conservées a 4°C avant d’étre lavées et analysées. Le
cerveau de chaque poisson a été prélevé et conservé dans du RNAlater a -20°C avant d’étre
analysé.

Ce protocole de prélevement a été réitéré une deuxieéme fois 4 semaines aprés au
temps T2 (02/05/2023) puis une derniere fois 4 semaines aprés au temps T3 (30/05/2023)
marquant la fin de la premiére partie de I'expérience (Annexe 2). Nous avons décidé de ne pas
remplacer les poissons prélevés pour ne pas apporter de nouveaux individus qui pourraient
engendrer du stress et pour conserver une biomasse relativement similaire sur la durée de
I’expérience.

5. Observation du comportement des truites-arc-en-ciel
a. Description du protocole d’observation des poissons

Nous nous sommes inspirés d’une grille d’observation du comportement des poissons
réalisée par I'ITAVI (Institut technique en aviculture, cuniculture et pisciculture). Cette grille a
déja été utilisée dans des projets CASDAR AQUA BEA. Nous I’'avons adaptée a notre projet afin
de mettre en avant le comportement des poissons vis-a-vis des enrichissements mis en place
(Annexe 5). Les poissons ont été observés une fois par semaine a partir de la semaine
T1+1semaine. L'observation a été réalisée par le méme opérateur pendant les 7 semaines. Les
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différents triplicats ont été observés selon le Tableau 3. L'ordre d’observation des triplicats a
été réalisé de maniere a ne pas observer le méme jour deux bacs voisins.

Tableau 3 : Observation des conditions sur une semaine.

Jour Mardi Mercredi Jeudi
Conditions Laminaires et filtre | Paroi en caoutchouc, | Témoin positif,
observées bleu témoin négatif, | bulleur et tapis
tunnels en | d’herbe en flottaison
caoutchouc et
enrichissement
complet

La procédure d’observation est la suivante : dans un premier temps, nous avons ouvert
le capot plexiglas du bac de maniere délicate. Il est souvent observé une réaction de la part
des poissons. |l était nécessaire d’attendre entre 1 et 5 minutes selon les bacs avant de
retrouver un comportement dit normal. A partir de ce moment, nous pouvions commencer a
évaluer le pourcentage de poissons en nage active et ceux en nage stagnante. Nous avons
évalué également I'activité du bac de 1 a 3. Nous avons considéré une activité de 1 lorsque le
bac était calme et que les poissons se déplacaient lentement sans agitation ou ne se
déplacaient pas. Une activité égale a 3 correspond a des poissons qui étaient agités et
nageaient rapidement. Une activité égale a 2 était donc un état intermédiaire. Ensuite, si les
poissons nageaient, nous avons pu caractériser la nage de «désorientée » ou
« désorganisée ». Si dans la grille, cette case n’est pas cochée nous considérions que la nage
était organisée. Ensuite, nous avons subdivisé le banc si cela était possible. Nous avons
regardé combien de groupes se démarquaient et quelle était la proportion. Nous avons
cherché également a caractériser leur activité ainsi que leur position dans la colonne d’eau
(1 :aufond, 2 : au milieu, 3 en surface). Pour chaque groupe, nous avons détaillé également
dans quelles zones il se situait, a savoir : dans le tube de PVC, dans/collés a I’enrichissement
ou dans une autre zone. Nous nous sommes intéressés ensuite a la répartition horizontale, si
le banc était bien réparti sur I'ensemble de la surface, s’il était plutot au centre du bac ou s'il
était plutot sur les bords du bac. Pour certains triplicats, comme les laminaires et le tapis
d’herbe créant une zone d’ombre, nous avons compté le nombre d’individus qui passent dans
I’enrichissement en une minute. En effet, nous avons constaté que ce type d’enrichissement
était plutdét un enrichissement de passage, les poissons y passent mais n’y restent pas
longtemps. Aprés cette prise d’observation, il s’était écoulé environ 5 min et nous avons
réévalué toutes ces données. Si nous avions constaté des différences alors nous les avons
notées au temps T5min sur la grille.

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux indicateurs comportementaux. Sur
une durée de 5 min, nous avons compté le nombre de poissons qui sautaient, qui accéléraient
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brusquement ou changeaient brusquement de direction, qui avaient un déséquilibre de la
vessie natatoire, qui avaient un comportement agressif, qui hyper ventilaient a la surface ou
qui étaient prostrés. Ensuite, nous avons évalué les comportements stéréotypés tels que la
nage verticale ou sur le flanc ou encore le frottement des levres ou des flancs contre les parois.
Pour finir, nous nous sommes penchés sur les caractéristiques physiques telles qu’une couleur
anormale, une conformation anormale (gonflée ou maigre) et des yeux anormaux. Cette
observation était réalisée le matin 2 heures aprés le repas pour ne pas avoir de modification
du comportement liée a I'ingestion d’aliment.

Lors de la distribution de I'aliment, nous avons évalué « la motivation alimentaire »
décrite comme le temps nécessaire aux poissons pour venir commencer a manger apres la
distribution. Nous avons regardé également si les poissons approchaient vers |'opérateur lors
de la distribution d’aliments.

Nous avons été obligés, lorsque nous observions le triplicat avec bullage, de couper les
bulleurs car il nous était alors impossible de voir le comportement des poissons.

b. Exemples de notation du comportement des poissons

Nous présentons plusieurs photographies des bacs afin d’illustrer différents cas que
nous avons observés. Ces exemples permettent de comprendre comment nous avons noté
différentes situations observées et comment nous avons rempli la grille.
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Figure 18 : Photographie illustrant un cas d’utilisation des tuyaux en caoutchouc.

Nous constatons sur la Figure 18 que tous les poissons sauf 2 au centre et 1 dans le
tuyau PVC utilisent I’enrichissement que ce soit dessous ou dedans. Dans ce cas, sur la grille
d’observation nous avons noté :

- Nage active : 0%
- Nage stagnante : 100%
- Activité du bac (1 : calme, 2 : intermédiaire, 3 : agité) : 1
- Désorientée : oui
- Groupe 1:90%
o Zones (Fond : 1, Milieu : 2, Surface: 3): 1
o Activité du groupe (1 : calme, 2 : intermédiaire, 3 : agité) : 1
o Environnement (Tube de PVC : 1, Enrichissement : 2, Autres zones : 3) : 2
- Groupe 2:10%
o Zones (Fond : 1, Milieu : 2, Surface: 3): 1
o Activité du groupe (1 : calme, 2 : intermédiaire, 3 : agité) : 1
o Environnement (Tube de PVC : 1, Enrichissement : 2, Autres zones : 3) : 1-3
- Répartition sur les bords du bassin (en raison de I’enrichissement)
- Répartition dans les enrichissements :
o TubePVC:5%
o Enrichissement tuyaux en caoutchouc : 90%
o Autres zones : 5%
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Figure 19 : Photographie illustrant un cas d’utilisation de I’herbe en flottaison.

Nous constatons sur la Figure 19 que tous les poissons sauf 5 dont 1 dans le tube PVC
utilisent I'enrichissement en étant dans la zone d’ombre en dessous. Dans ce cas, sur la grille
d’observation nous avons noté :

- Nage active : 25%
- Nage stagnante : 75%
- Activité du bac (1 : calme, 2 : intermédiaire, 3 : agité) : 1
- Désorientée : oui
- Groupel:75%
o Zones (Fond : 1, Milieu : 2, Surface: 3): 1
o Activité du groupe (1 : calme, 2 : intermédiaire, 3 : agité) : 1
o Environnement (Tube de PVC : 1, Enrichissement : 2, Autres zones : 3) : 2
- Groupe 2:25%
o Zones (Fond : 1, Milieu : 2, Surface:3):1
o Activité du groupe (1 : calme, 2 : intermédiaire, 3 : agité) : 1
o Environnement (Tube de PVC : 1, Enrichissement : 2, Autres zones : 3) : 1-3
- Répartition sur les bords du bassin (en raison de I’enrichissement)
- Répartition dans les enrichissements :
o TubePVC:5%
o Enrichissement tapis d’herbe : 75%
o Autres zones : 20%
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Figure 20 : Photographie illustrant un cas dans la condition témoin positif.

Nous constatons sur la Figure 20 que tous les poissons sont en activité. Dans ce cas,
sur la grille d’observation nous avons noté :

- Nage active : 100%
- Nage stagnante : 0%
- Activité du bac (1 : calme, 2 : intermédiaire, 3 : agité) : 3
- Désorientée : oui
- Groupe 1:100%
o Zones (Fond : 1, Milieu : 2, Surface : 3) : 1-2
o Activité du groupe (1 : calme, 2 : intermédiaire, 3 : agité) : 3
o Environnement (Tube de PVC : 1, Enrichissement : 2, Autres zones : 3) : 3
- Groupe 2:0%
- Répartition sur I'ensemble de la surface
- Répartition dans les enrichissements :
o TubePVC: 0%
o Enrichissement : 0%
o Autres zones : 100%
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Figure 21 : Photographie illustrant un cas d’utilisation des laminaires.

Nous constatons sur la Figure 21 qu’une majorité de poissons utilisent les laminaires
en les traversant. Dans ce cas, sur la grille d’observation nous avons noté :

- Nage active : 20%
- Nage stagnante : 80%
- Activité du bac (1 : calme, 2 : intermédiaire, 3 : agité) : 1
- Désorientée : oui
- Groupe 1:50%
o Zones (Fond : 1, Milieu : 2, Surface: 3) : 1
o Activité du groupe (1 : calme, 2 : intermédiaire, 3 : agité) : 1
o Environnement (Tube de PVC : 1, Enrichissement : 2, Autres zones : 3) : 1-3
- Groupe 2 : 50%
o Zones (Fond : 1, Milieu : 2, Surface: 3): 1
o Activité du groupe (1 : calme, 2 : intermédiaire, 3 : agité) : 1
o Environnement (Tube de PVC : 1, Enrichissement : 2, Autres zones : 3) : 2
- Répartition sur les bords du bassin (en raison de I’enrichissement)
- Répartition dans les enrichissements :
o Tube PVC: 30%
o Enrichissement : 50%
o Autres zones : 20%
- Nombre de poissons qui passent dans les laminaires par min : difficile a évaluer car
ils sont stationnaires sous les laminaires dans ce cas.
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Nous mesurons le dernier critére lorsque les poissons nagent activement et qu’ils
passent régulierement dans les laminaires sans y rester. Dans la majorité des cas, ils ne font
gue passer sans y rester (pas comme le cas décrit). Nous appliquons ce dernier critére
également dans le cas de I’enrichissement avec les tapis d’herbe.

6. Standardisation des différents prélevements
a. Le préléevement d’écailles

Nous avons réalisé le prélevement selon le protocole de Aerts et al (2015) c’est-a-dire
dans la région médiodorsoventral gauche dorsalement a la nageoire pectorale a I'aide d’une
lame de ciseau (Figure 22). Ce prélévement a été réalisé apres euthanasie de I'animal.

Zone de prélevement de la
partie de la nageoire

Zone de prélevement des
écailles

Figure 22 : Photographie montrant la localisation du préléevement d’écailles et de nageoires.
b. Le prélevement sanguin

Nous avons réalisé 360 prélévements de sang. lls ont été réalisés suite a I'’euthanasie
de I'animal. Le préléevement a été réalisé dans le sinus veineux caudal a gauche du poisson
(Figure 23). Laiguille a été introduite ventralement a I'intersection d’une droite parallele a la
ligne latérale (5 mm ventralement) avec une droite passant par la base caudale de la nageoire
dorsale et I'anus. Nous avons prélevé entre 1 et 2 mL de sang par poisson. Une partie du sang
a été ensuite mise dans un tube hépariné (avec 3,5 pL d’héparinate de lithium) et centrifugée
a la suite du prélevement. Nous avons alors mis de c6té 200 uL de plasma pour I'analyse du
glucose et des lactates et 100 pL pour I'analyse du cortisol. Le plasma a été conservé a -20°C
avant d’étre analysé. L’autre partie du sang a été mise dans un tube sec afin de récupérer 50uL
de sérum pour I'analyse des ARN. Le sérum a été conservé a -80°C avant d’étre analysé. Les
tubes ont été identifiés par des étiquettes sur les tubes selon la modalité d’enrichissement et
le poisson prélevé par bac de 1 a 5. Ainsi, le troisi€eme poisson prélevé du bac 14 a été noté
B14P3.

Figure 23 : Photographie montrant la zone de prélévement sanguin.
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7. Technique ELISA pour I'analyse du cortisol dans les écailles

Nous avons suivi le protocole d’extraction du cortisol réalisé par Heimbiirge et al.
(2020) sur des soies de porc. Ce protocole a d’abord été adapté pour les soies de porc par
Heimbirge et al. (2020) a partir d’'un protocole destiné aux cheveux humains et aux poils de
singes (Meyer et al. 2014). Le mode opératoire a ensuite été résumé dans un document
destiné au dosage par S.Gavaud et al (2021). Voici les différentes étapes du protocole apres
avoir prélevé les écailles sur le poisson dans des tubes Falcon de 15 mL :

1) Lavages : réaliser deux lavages de 3 min avec 5 mL d’eau sur une roue. Retirer I'eau a
I'aide d’une pipette graduée. Puis réaliser deux lavages de 3 min avec 5 mL d’isopropanol
(HPLC) de 3 min sur une roue. Retirer I'isopropanol a I'aide d’une pipette graduée.

2) Séchage : déposer les écailles dans une boite de pétri contenant un disque de papier
filtre. Refermer le couvercle et laisser les écailles sécher pendant au moins 48 heures a
température ambiante et a I'abri de la lumiére.

3) Broyage : couper les écailles, puis peser dans un tube a fond rond 35 a 40 mg d’écailles.
Noter précisément le poids de chaque échantillon. Ajouter 4 billes de 3 mm dans chaque tube.
Placer les tubes dans |'azote liquide afin de favoriser le broyage. Mettre les échantillons dans
le broyeur a billes a raison de 10 tubes par adaptateurs et 2 adaptateurs. Deux broyages de
10 min a 30 Hz sont a réaliser.

4) Extraction : Centrifuger les tubes. Ajouter 1,5 mL par tube de méthanol. Mettre du
parafilm autour du bouchon pour éviter que le méthanol ne coule. Placer les tubes sur
I’agitateur de plaques a 800 rpm pendant 24h a température ambiante et a I’abri de la lumiere.

5) Concentration : Suite aux 24h d’agitation, centrifuger les tubes a 1500 g pendant 5 min.
Récupérer 750 ul de surnageant dans un tube de 1,5 mL. Ensuite, mettre les tubes dans un
concentrateur sous vide a 45°C pendant environ 70 min. S’assurer qu’au bout de 70 min, il n’y
ait plus de liquide dans les tubes. Les échantillons peuvent étre stockés a -20°C jusqu’au
dosage.

6) Dosage : Mettre en suspension les culots secs des échantillons dans 140 ul de PBS froid.
Se munir du kit de dosage Demeditec : cortisol free in saliva ELISA.

7) Protocole du kit :

- Ajouter 50 pL de solution « Calibrator » (Calibrator 0: 0 ng/ml, Calibrator 1: 0,1
ng/ml, Calibrator 2 : 0,4 ng/ml, Calibrator 3 : 1,7 ng/ml, Calibrator 4 : 7 ng/ml et Calibrator 5 :
30 ng/ml) en duplicat dans les 12 premiers puits. Ajouter 50 pL de solution « Control » en
duplicat dans les puits suivants. Ajouter 50 puL de chaque échantillon dans les puits restants en
duplicat.

- Ajouter 50 pL de la solution « enzyme conjugates » (enzyme de conjugaison) dans
chaque puit.

- Laisser incuber pendant 60 minutes a température ambiante (18-25°C) sur un
agitateur a 900 rpm.

- Vider tous les puits de la plaque

- Laver a 4 reprises les puits avec une solution de lavage diluée « diluted wash
solution » (300 pl par puits).
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- Tapoter les puits sur du papier absorbant pour enlever les gouttelettes résiduelles.
- Ajouter 200 pl de la solution « substrate solution » dans chaque puit.

- Laisser incuber 30 minutes sans agitation a I'abri de la lumiére (sous papier
aluminium) et a température ambiante (18-25°C).

- Stopper la réaction enzymatique en ajoutant 50ul de la solution « stop solution » dans
chaque puit.

- Placer la plaque dans le spectrophotometre afin de lire I'absorbance a 450 nm et
595 nm. L’absorbance doit étre déterminée 15 minutes au maximum apres l'ajout de la
solution « stop solution ».

8) Calcul de la concentration en cortisol : Le spectrophotométre effectue deux lectures
d’absorbance, une a 450 nm (notée A450) et une a 595 nm (notée A595). Il effectue une
différence entre les deux : y = A450-A595. Le logiciel trace alors une courbe de y (la différence
des deux absorbances) en fonction de la concentration en cortisol des 6 échantillons de la
gamme « Calibrator ». A partir de cette courbe, nous pouvons trouver une valeur en abscisse
(notée x) pour chaque échantillon. La valeur x s’exprime en ng/mL. Pour pourvoir comparer
les échantillons, il est nécessaire de ramener la concentration en cortisol au poids de chaque
échantillon. Nous avons utilisé le Tableau 4 pour calculer cette masse.

Tableau 4 : Formule pour calculer la concentration en fonction de la masse initiale de
I’échantillon (S.Gavaud et K.Haurogné 2021).

Concentration Quantité Quantité totale | Poids soies en | Quantité totale
en ng/mL extraite (750 ul) | (1,5 mL) en pg mg en pg/mg
X Y =x*140 Z=Y*2 W C=7Z/W

Nous avons réalisé des essais avant d’analyser les échantillons de |’expérience a partir
d’écailles de poissons présents a la station aquacole de Oniris. Pour les premiers essais, nous
avons suivi le protocole précédent et la majorité des résultats étaient en dehors de la gamme
de dosage (valeur trop faible de cortisol). Nous avons pour les essais suivants changé la
méthode de broyage car si I’échantillon est mal broyé, le cortisol est moins bien extrait. Nous
avons donc broyé au mortier pour obtenir une poudre blanche. Les résultats de cet essai ont
également montré beaucoup d’échantillons en dehors de la gamme de dosage. Dans un
dernier essai, nous avons changé la méthode de lavage des écailles et nageoires (Carbajal et
al. 2018). Le reste du protocole reste inchangé.

En effet, nous avons lu dans une étude que le lavage a I’eau pouvait éliminer du cortisol
présent dans les écailles/nageoires. Dans les essais suivants, I'extraction du cortisol des
écailles a été réalisée selon la procédure décrite par Carbajal et al. (2018). Les écailles ont été
lavées trois fois avec de I'isopropanol avec 3 ml par lavage. Chaque lavage correspond a 2
minutes et 30 secondes sur la roue. Comme décrit dans le protocole précédent, au minimum
24h apreés les lavages, les écailles ont été broyées avec un broyeur a billes (Retsch, type MM?2,
Allemagne). Nous avons ensuite pesé 100 mg de chaque échantillon qui ont été incubés dans
du méthanol pendant 24h. La suite de la procédure est la méme que précédemment. Pour les
essais précédents nous avons utilisé un kit de dosage avec une gamme de 0,1 a 30 ng/ml de
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cortisol (kit de dosage du cortisol dans la salive : « Cortisol free in Saliva ELISA »). Dans I'étude
de Carbajal et al. (2018; 2019), un kit avec une gamme plus faible a été utilisé. En effet, il s’agit
du kit « Cortisol EIA KIT; Neogen® Corporation, Ayr, UK » avec une gamme de 0,04 a 10 ng/ml.
Nous avons photographié des écailles et des nageoires aprés lavage (Figure 24).

Figure 24 : Photographie d’une nageoire (a) et d’écailles (b) et (c).

8. Technique ELISA pour I'analyse du cortisol dans le sang

La technique ELISA de dosage du cortisol dans le sang se fait a partir de sérum. Le
principe de la technique repose sur un dosage radio-immunologique par compétition entre le
cortisol marqué a l'iode 125 et le cortisol présent dans I’échantillon vis-a-vis d’un anticorps
polyclonal anti-cortisol de lapin biotinylé contenu dans I'antisérum. Les échantillons, le traceur
(cortisol marqué a l'iode 125) et les anticorps (antisérum) sont incubés dans des tubes avec
de la streptavidine. Pendant l'incubation, des complexes-immuns (antigéne-anticorps
biotinylés) vont se lier a la streptavidine. Ensuite, les éléments non fixés sont éliminés par
retournement. Le taux de radioactivité est inversement proportionnel a la concentration de
cortisol dans I’échantillon. Le kit utilisé est « Cortisol RIA » avec une gamme allant de 0 a 1600
nmol/I.

9. Présentation du protocole expérimental : Enrichissement et
robustesse immunitaire, challenge infectieux a Aeromonas salmonicida
sub. salmonicida

Afin d'évaluer I'amélioration de la robustesse des animaux, un challenge infectieux a
été réalisé suite a T3 et a I'étude sur I'effet des enrichissements sur les indicateurs de stress.
L’objectif de ce challenge infectieux étant de voir si les différentes conditions d’enrichissement
mises en place ont permis aux poissons de limiter leur stress et donc d’avoir une fonction
immunitaire plus performante ou non. L'introduction de la bactérie Aeromonas salmonicida
sub. salmonicida a été réalisée par une balnéation de 24 heures a une concentration
bactérienne de 10° CFU/mL (Moreau et al, 2023) apres retrait des enrichissements et des air-
lift (passage aux bulleurs). La solution bactérienne pour le challenge a été préparée dans un
bouillon TSB. La méme quantité a été introduite dans chaque bac. Un bac témoin a été mis en
place dans la méme piéce avec le bouillon TSB sans bactérie. Des mesures de biosécurité ont
été mises en place au sein de la station aquacole pour limiter le transport d’agents pathogénes
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(pédiluve, blouse, sur-chaussures, gants, ..). Le challenge infectieux s’est déroulé du
05/06/2023 au 15/06/2023. Tous les poissons qui ne sont pas morts pendant le challenge
infectieux ont été euthanasiés a la fin du challenge. Cette expérience a été réalisée sur 45
poissons par lot (15 poissons par bac) qui ont été élevés dans les conditions citées
précédemment.

Afin d’éviter la souffrance des animaux, les poissons ont été euthanasiés des
I'observation de furoncles de taille supérieure a 1 cm? ou lorsqu’ils étaient moribonds
(mélanisme, nage erratique sur le dos ou arrét de prise alimentaire). La mortalité et la
morbidité des animaux ont été suivies deux fois par jour pendant 10 jours. Chaque poisson
mort ou euthanasié a été autopsié pour observer les signes cliniques apparents (furoncles,
nageoires hémorragiques) et les Iésions internes (tube digestif hémorragique, splénomégalie).
Un isolement de rate sur gélose TSA a également été réalisé afin de voir si la bactérie était
retrouvée et donc potentiellement responsable de la mort des individus.

Une grille d’observation et de compilation des résultats a été réalisée (Annexe 6)
récapitulant le jour de la mort de I'animal, la facon dont I'animal est mort (mort naturelle ou
euthanasie car dépassant les points limites), les symptémes observés et les résultats de
I’autopsie et de la bactériologie.

10. Choix des variables et analyses statistiques

L'ensemble des tests statistiques a été réalisé avec le logiciel RStudio Desktop 2022
avec R version 4.3.0. Certaines données ont été importées a partir de Excel 2016 notamment
la comparaison air-lift et bullage lors de la mise en place du matériel d’élevage des truites.

Nous avons ensuite construit 3 bases de données :

- Une base de données par individu (notée 1) avec les variables suivantes en colonnes :
le bac du poisson, le numéro du poisson, le temps de prélevement, la condition
d’élevage, les résultats de croissance (poids et taille), les scores des nageoires et des
lésions de la bouche, les résultats de glycémie, lactatémie, cortisolémie et la
concentration en cortisol dans les écailles et nageoires.

- Une base de données par bac concernant I'observation du comportement des
individus (notée 2) avec les variables suivantes en colonnes : le numéro du bac, la
condition d’élevage, le numéro de la semaine d’observation et tous les parameétres
relatifs a I'observation du comportement des animaux (Annexe 5).

- Une base de données relatives au challenge infectieux par individu (notée 3) avec les
variables suivantes en colonnes : le numéro du bac, le numéro du poisson, la condition,
la date de mort, la facon dont le poisson est mort (mort dans le bac, euthanasié car
morbide ou euthanasié a la fin du challenge), la présence de furoncle, la taille des
furoncles, I'hypertrophie de la rate, le tube digestif hémorragique, la pratique d’une
autopsie sur I'individu, et les résultats de bactériologie.

Nous avons construit des dictionnaires de données afin d’expliquer chaque variable, son
codage dans R, son unité et son type (Annexe 7).

66



Types de tests réalisés pour I'analyse statistique :

Pour comparer les variables concernant le poids, la taille, la cortisolémie, la glycémie
et la lactatémie, nous avons réalisé des modeéles linéaires mixtes uni variés et multivariés.
L’objectif de ces modeles est d’évaluer si chacune des variables « temps » et « condition »
influence le poids, la taille, la cortisolémie, la glycémie et la lactatémie. Si tel est le cas, ce
modéle tentait de quantifier cet effet. La fonction permettant de réaliser une régression
linéaire avec données hiérarchisées est : Imer(). Pour réaliser un modéle linéaire mixte
multivarié, nous utilisons des variables explicatives qualitatives et nous réalisons un modele
uni varié pour chaque variable. Pour le modele multivarié, nous retenons les variables avec
une p-value <=0,2. Nous avons pris en compte un effet aléatoire au niveau des bacs.

Pour comparer, les différents parametres de la grille d’observation du comportement
des poissons nous avons utilisé des tests non paramétriques (test de kruskal) car nous avions
peu d’échantillons.

Nous avons utilisé un modele de régression linéaire généralisée mixte qui a pour
objectif de modéliser le risque d'avoir une lésion grave et vive au niveau de la nageoire
dorsale. De la méme maniére que pour le poids et la taille, nous avons utilisé les variables
explicatives « condition » et « temps » pour évaluer ce risque. Nous avons voulu voir sl
existait une interaction entre ces variables (« condition » et «temps»). La fonction
permettant de réaliser une régression linéaire généralisée est : glmer().

Pour analyser les différences de mortalité au cours du challenge infectieux, nous avons
réalisé un modeéle de régression logistique pénalisé uni varié et multivarié. L'objectif étant
d’analyser le risque de mortalité (en fonction de la condition, de la présence de furoncle et de
leur taille, de la présence d’un tube digestif hémorragique et/ou d’une rate hypertrophiée et
des résultats de la bactériologie). Nous avons pris en compte un effet aléatoire au niveau des
bacs. La fonction permettant de réaliser une régression logistique est : logistf().

De plus, concernant le challenge infectieux nous avons réalisé une analyse de survie qui
permet de montrer des éventuelles différences de mortalité au cours du temps. Nous avons
utilisé les fonctions : Surv(), survfit(), survdiff() des packages survival et survminer.
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[l. Résultats

1. Pesée et croissance des poissons
a. Poids moyen par bac et par triplicat
i. Temps T1

Les différentes conditions ont été tirées au sort et remaniées selon les poids moyens
par bac établi suite au premier temps de prélevement T1.

Pour I'ensemble des tests statistiques réalisés dans R, nous avons utilisé les données des 30
poissons par bac au temps T1, des 25 poissons par bac au temps T2 et des 20 poissons par bac
au temps T3. Nous avons fait ce choix pour que I'effectif de poissons soit le maximal pour les
tests réalisés. Ainsi, pour chaque temps, nous présentons un tableau avec les 30 poissons par
bac et un autre tableau avec uniquement les 25 anesthésiés en Annexe 8.

Statistiquement, il n’y a pas de différence significative en terme de poids au temps T1
entre les 24 bacs (p-value = 0,056). Cela montre que le lot utilisé est homogene au début de
I’expérience.

Nous avons ensuite réalisé un graphique en boite a moustaches concernant le poids
moyen par triplicat (Figure 25).
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Figure 25 : Graphique en boite a moustaches du poids moyen au temps T1 par condition.

Statistiguement, il n’y a pas de différence significative entre les conditions au temps T1 (p-
value=0,39). Les conditions sont donc comparables pour la suite des expériences.
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D’aprés les ABAC de croissance, nous avions estimé qu’au temps T1 (3 et 4 avril) un
poids de 99,34g par poisson. La moyenne obtenue apres pesée de I'ensemble des poissons est
de 97,61 soit un peu inférieur aux ABAC de croissance. Apres avoir montré la normalité de la
variable « poids » et aprés avoir utilisé un test de student, nous avons montré que cette
moyenne est statistiquement différente de la théorique mais elle reste cohérente. L’écart type
de l'ensemble des poissons pesés est de 14,65g. Nous constatons donc une légere
hétérogénéité dans le poids des poissons.

ii. Temps T2

Les poids moyens ont été calculés a partir des données des 20 poissons anesthésiés et
replacés dans leur bac respectif d’élevage et a partir des 5 poissons euthanasiés (Annexe 8).

Nous avons montré statistiqguement qu’au temps T2, il n’y a pas de différence significative
entre les 24 bacs (p-value=0,60). Nous avons réalisé un graphique en boite a moustaches par
triplicat (Figure 26).
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Figure 26 : Graphique en boite a moustaches du poids moyen au temps T2 par condition.

Nous avons montré statistiqguement qu’il n’y a pas de différence significative de poids
au temps T2 entre les 8 conditions (p-value=0,69).

D’aprés les ABAC de croissance, nous avions estimé qu’au temps T2 (2 mai) un poids
de 131,96g par poisson. La moyenne obtenue aprés pesée de I'ensemble des poissons est de
131,64 soit un peu inférieur aux ABAC de croissance. Nous avons réalisé le méme test qu’au
temps T1 et nous avons montré que la moyenne obtenue et la moyenne théorique ne sont
pas significativement différentes. L’écart type de I'ensemble des poissons pesés est de 19,15g.
Nous constatons comme au temps T1 une légere hétérogénéité dans le poids des poissons.
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Nous avons ensuite calculé un gain moyen par bac et par triplicat entre le temps T1 et
T2. Nous avons comparé les 25 individus anesthésiés du temps T1 au 25 poissons (20
anesthésiés et 5 euthanasiés) du temps T2. |l s’agit exactement des mémes individus du temps
T1 au temps T2 (Tableau 5).

Tableau 5 : Gain moyen par triplicat en gramme entre T1 et T2 (25 poissons par bac).

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Taille moyenne | 36,36 35,39 33,00 33,79
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Taille moyenne | 33,35 33,84 33,40 31,17

Nous constatons que des conditions comme « filtre bleu » et « laminaires » ont des

gains moyens plus élevés que le témoin positif par exemple. Toutefois ces différences ne sont
pas significatives.

iii. Temps T3

Les résultats du temps T3 sont présentés en Annexe 8. Nous avons montré
statistiquement qu’il n’y a pas de différence significative entre les 24 bacs au temps T3 (p-
value=0,22). Nous avons réalisé un graphique en boite a moustaches par triplicat (Figure 27).
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Figure 27 : Graphique en boite a moustaches du poids moyen au temps T3 par condition.
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Nous avons montré statistiquement qu’il n’y a pas de différence significative entre les 8
conditions au temps T3 (p-value=0,29).

D’apres les ABAC de croissance, nous avions estimé qu’au temps T3 (29 mai) un poids
de 169,30g par poisson. La moyenne obtenue aprés pesée de I'ensemble des poissons est de
171,11 (Annexe 8) soit un peu supérieure aux ABAC de croissance. Nous avons montré
statistiquement que la moyenne obtenue est significativement différente de la moyenne
théorique. L’écart type de I'ensemble des poissons pesés est de 24,31g. Nous constatons
comme les deux premiers temps une légere hétérogénéité dans le poids des poissons.

Nous avons réalisé un modéle linéaire mixte pour analyser la variabilité du poids en
fonction de variables explicatives comme la condition et le temps de prélevement afin de voir
s’il existait une interaction entre le temps et les conditions d’élevage (Figure 28 et Figure 29).
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Figure 28 : Graphique en boite a moustaches montrant le poids moyen des 3 temps de
prélevement.
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Figure 29 : Graphique en boite a moustaches du poids moyen par condition sur les 3 temps de
préléevement.

Nous avons dans un premier temps réalisé un modeéle uni varié pour la variable
« condition ». Nous avons montré qu’il n'y a pas de variation significative du poids en fonction
des différentes conditions (p-value=0,68). Nous avons fait pareil pour la variable « temps ».
Nous avons montré que le temps influencait de maniére significative le poids. C’est un résultat
cohérent avec une p-value égale a 2,28-16. Nous nous sommes ensuite intéressés a
I'interaction entre ces deux variables. Nous avons montré que cette interaction n’était pas
significative (p-value=0,92).

Il n’y a pas de différence significative de poids entre les conditions en fonction du temps de
d’élevage dans notre expérience et il n’y a pas interaction entre les conditions et le temps. Ce
modeéle confirme les résultats obtenus précédemment.

Nous avons réalisé un graphique montrant |’évolution de la prise de poids des poissons
par condition (Figure 30).

72



180

160

Foids_moy

100 7

Condition
bullage
filtre bleu

-®  herbe

-+- laminaires

~B- negatif

- paroi
positif

tuyau

T2
Temps

Figure 30 : Graphique montrant I’évolution de la prise de poids des poissons par condition.

Nous pouvons constater que la prise de poids dans les conditions « filtre bleu » et
« laminaires » est plus élevée que la condition « herbe » ou encore celle du témoin négatif.

Toutefois, cela n’est pas significatif.

Nous avons, comme pour le temps T2, calculé un gain moyen par condition (Tableau 6).

Tableau 6 : Gain moyen par triplicat en gramme entre T1 et T3 (20 poissons par bac).

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Gain moyen 77,90 77,05 73,50 73,03
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Gain moyen 72,12 70,42 70,99 71,10

Nous pouvons voir que, comme le gain moyen du temps T1 au temps T3, les conditions
« filtre bleu » et « laminaires » sont plus élevées que d’autres conditions comme les témoins.
Toutefois, ces différences ne sont pas significatives. La différence de gain moyen entre le
maximum et le minimum est de 6,91 g. Cette différence de poids s’est réalisée sur une période
de 2 mois. |l serait intéressant de voir si cette différence serait davantage marquée sur une
période plus longue.
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b. Taille moyenne par bac et par triplicat

i. Temps T1
Nous avons également mesuré la taille des poissons de la bouche a la fourche de la
gueue. Nous avons calculé des tailles moyennes par bac pour les 30 poissons par bac mais
aussi pour les 25 anesthésiés uniquement (sans les 5 euthanasiés) (Annexe 9).

Nous avons montré statistiquement qu’il y avait des différences significatives entre la
taille moyenne de plusieurs bacs (p-value=0,0003) (Tableau 7). Le lot de bac initial n’est donc
pas homogene sur la condition taille.

Tableau 7 : Différences significatives de la taille moyenne par bac.

Paire de bac Différence significative
B1-B21 TRUE
B20-B8 TRUE
B21-B8 TRUE
B21-B9 TRUE

Le bac 21 (condition « laminaires ») présente des différences significatives avec le bac 1
(condition « bullage »), le bac 8 (témoin positif) et le bac 9 (condition « tuyau »). Il est en effet
significativement inférieur que les 3 autres bacs initialement. De plus, le bac 20 (condition
« herbe ») est significativement inférieur concernant la taille moyenne que le bac 8 (témoin
positif) qui est le bac avec la taille moyenne la plus élevée.
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Figure 31 : Graphique en boite a moustaches de la taille moyenne au temps T1 par condition.

74



Nous réalisé un graphique en boite a moustaches par condition (Figure 31). Nous avons
montré statistiquement qu’il n’y avait pas de différence significative entre la taille moyenne
de chaque condition (p-value=0,5). Le lot initial est donc homogene.

ii. Temps T2

Nous avons également mesuré la taille des poissons au temps T2 en Annexe 9. Nous avons
montré statistiquement qu’il n’y avait pas de différence significative entre la taille moyenne
de chaque bac (p-value=0,01 mais sans différence entre les paires de bac avec le test de post-
hoc). Cependant il faut faire attention avec ses résultats car certains bacs étaient différents au
temps T1. C'est pourquoi pour la suite nous allons nous focaliser sur une comparaison entre
conditions car elles étaient initialement comparables.

Nous avons réalisé un graphique en boite a moustaches par condition (Figure 32).
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Figure 32 : Graphique en boite a moustaches de la taille moyenne au temps T2 par condition.

Nous avons montré qu’il n'y avait pas de différence significative entre les conditions (p-
value=0,35). Le premier mois d’expérimentation n’a donc pas montré de différence de taille
moyenne entre les conditions.

iii. Temps T3

Nous avons également mesuré la taille des poissons au temps T3 (Annexe 9). Nous avons
montré qu’il n’y a pas de différence significative entre les bacs (p-value=0,04 mais sans
différence significative au test de post-hoc).

Nous avons réalisé un graphique en boite a moustaches par condition (Figure 33).
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Figure 33 : Graphique en boite a moustaches de la taille moyenne au temps T3 par condition.

Pour le temps T3, une condition differe d’une autre et ce de maniere significative (p-
value=0,048). En effet, la condition « tuyau » présente une taille significativement plus élevée
gue la condition « herbe » au bout de 2 mois d’expérimentation.

Comme pour le poids, nous avons réalisé un modele uni varié pour la variable
« condition ». Nous avons montré qu’il n'y a pas de variation significative du poids en fonction
des différentes conditions (p-value=0,78). Nous avons fait pareil pour la variable « temps ».
Nous avons montré que le temps influengait de maniere significative la taille. C'est un résultat
cohérent avec une p-value égale a 2,25-16. Nous avons ensuite montré que l'interaction
temps/conditions n’était pas significative (p-value=0,58).

Il n’y a pas de différence significative de taille entre les conditions en fonction du temps et il
n’y a pas d’interaction entre les conditions et le temps.

Nous avons réalisé, comme pour la variable poids, une cinétique de la taille au cours
du temps (Figure 34).
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Figure 34 : Graphique montrant I’évolution de la taille moyenne des poissons par condition.

Ce graphique montre I'évolution de la taille moyenne par condition qui est sensiblement
proche entre les conditions. Il permet de mettre en évidence la différence montrée au temps
T3 entre les conditions « herbe » et « tuyau ».

Conclusiondu la et b :

Nous avons montré globalement qu’il n’y a pas de différence majeure concernant les

performances zootechniques entre les conditions au bout de 2 mois d’expérimentation. Une
période plus longue d’expérimentation aurait pu montrer des écarts plus marqués.
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c. Corrélation entre les variables poids et taille

Nous avons cherché a savoir s’il existait une corrélation linéaire entre la taille et le
poids des poissons. Nous avons montré qu’il existait une forte corrélation avec un coefficient

rho=0,96 (Figure 35).
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Figure 35 : Graphique du poids en fonction de la taille de I'ensemble des individus des temps
T1, T2 et T3.

Conclusion du 1.c : Il existe donc une forte corrélation linéaire entre le poids et la taille, ce qui
est rassurant pour notre expérience. La croissance des poissons a été respectée.
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2. Glucose et lactates plasmatiques

Les concentrations en glucose et lactate plasmatiques ont été effectué par le
laboratoire Laboniris a Oniris.

a. Glucose plasmatique
i. Temps T1

Nous avons calculé une moyenne des concentrations en glucose par bac et par triplicat
(Annexe 10).

Les tests statistiques ont été réalisés sur les conditions c’est-a-dire sur 15 poissons par
lot. En effet, une comparaison par bac aurait été compliquée en raison d’un faible nombre
d’échantillons par lot (5 poissons).

Nous avons réalisé un graphique en boite a moustaches (Figure 36).
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Figure 36 : Graphique en boite a moustaches de la glycémie moyenne au temps T1 par
condition.

Nous n’avons pas montré de différence significative concernant la glycémie moyenne par
condition (p-value=0,049 mais pas de différence au test de post-hoc). Le lot initial est donc
homogene et il sera possible de comparer les résultats des temps T2 et T3.
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i. Temps T2

Nous avons calculé une moyenne des concentrations en glucose par bac et par condition au
temps T2 (Annexe 10).

Nous avons réalisé un graphique en boite a moustaches (Figure 37).
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Figure 37 : Graphique en boite a moustaches de la glycémie moyenne au temps T2 par
condition.

Nous avons montré qu’il n'y a pas de différence significative (p-value=0,064) entre les
conditions au temps T2 concernant la glycémie. Or nous avons vu que, lors de stress la
concentration en glucose plasmatique varie a la hausse. Nous constatons que la condition

« bullage » présente la valeur la plus élevée et que la condition « filtre bleu » présente la plus
faible.

iii. Temps T3

Nous avons calculé une moyenne des concentrations en glucose par bac et par condition au
temps T3 (Annexe 10). Nous avons réalisé un graphique en boite a moustaches (Figure 38).
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Figure 38 : Graphique en boite a moustaches de la glycémie moyenne au temps T3 par
condition.

Nous avons montré qu’il n'y a pas de différence significative (p-value=0,072) entre les
conditions au temps T3 concernant la glycémie.

Nous avons réalisé un modele linéaire mixte uni varié pour la variable « condition ».
Nous avons montré qu’il n'y a pas de variation significative de la glycémie en fonction des
différentes conditions (p-value=0,04 mais pas de différence au test de post-hoc, simplement
une tendance entre les conditions « bullage » et « herbe » avec une p-value=0,09). Nous avons
fait pareil pour la variable « temps ». Nous avons montré que le temps influengait de maniere
significative la glycémie. La p-value est égale a 7,75-13. Nous avons ensuite montré que
I'interaction temps/conditions n’était pas significative (p-value=0,40). Or, la glycémie dépend
du temps. En effet, les valeurs de glycémie entre T1, T2 et T3 sont différentes d’'un temps a un
autre (p-value=0,0002). Elles diminuent au cours du temps de maniére significative.
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Figure 39 : Glycémie au cours du temps.

Il n’y a pas de différence significative de glycémie entre les conditions en fonction du temps
et il ny a pas d’interaction entre les conditions et le temps. Mais il y a une diminution
significative de la glycémie de I'ensemble des poissons au cours du temps (Figure 39). Ce qui
suggere une baisse du stress des animaux au cours des deux mois d’expérience.
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b. Lactate plasmatique
i. Temps T1

Nous avons calculé une moyenne des concentrations en lactate par bac et par
condition (Annexe 11).

Nous avons ensuite réalisé un graphique en boite a moustaches (Figure 40).
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Figure 40 : Graphique en boite a moustaches de la lactatémie moyenne au temps T1 par
condition.

Nous avons montré que le témoin négatif présente une lactatémie supérieure
significativement a celle du témoin positif (p-value=0,036) et a celles des conditions « herbe »
(p-value=0,013) et « laminaires » (p-value=0,024) (Figure 40).

ii. Temps T2

Nous avons calculé une moyenne des concentrations en lactates plasmatiques par bac
et par condition au temps T2 (Annexe 11 ).

Nous avons réalisé un graphique en boite a moustaches (Figure 41).
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Figure 41 : Graphique en boite a moustaches de la lactatémie moyenne au temps T2 par
condition.

Nous avons montré qu’il existait des différences significatives entre les conditions (p-
value=0,00015). En effet, la condition « paroi » présente une lactatémie moyenne la plus
élevée et significativement supérieure a la condition « filtre bleu » et aux témoins négatif et
positif. La condition « paroi » semble donc étre une condition qui stresse les animaux plus que
le témoin positif ou encore que le témoin négatif. La condition « filtre bleu » semble étre une
condition moins stressante que la condition « paroi » mais ne différe pas significativement des
deux témoins.

iii. Temps T3

Nous avons calculé une moyenne des concentrations en lactates plasmatiques par bac
et par condition au temps T3 (Annexe 11).

Nous avons réalisé un graphique en boite a moustaches par condition (Figure 42).
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Figure 42 : Graphique en boite a moustaches de la lactatémie moyenne au temps T3 par
condition.

Nous avons montré qu’il existait des différences significatives entre les conditions (p-
value=0,0011). La condition « herbe » présente une lactatémie plus faible et ceux de maniére
significative que la condition « paroi » et le témoin négatif. De plus, la condition « paroi » a
une lactatémie supérieure et ceux de maniere significative par rapport au témoin positif
(Figure 42).

Comme pour le poids, nous avons réalisé un modele linéaire mixte uni varié pour la
variable « condition ». Nous avons montré qu’il n'y avait pas de variation significative de la
lactatémie en fonction des différentes conditions (p-value=0,01 mais pas de différence au test
de post-hoc). Nous avons montré que le temps influencait de maniere significative la
lactatémie. La p-value est égale a 2,25-16. Nous avons ensuite montré que l'interaction
temps/conditions était significative (p-value=2,25-7) et qu’il y avait un lien entre le temps et
les conditions. De plus, la lactatémie dépend du temps. En effet, les valeurs de lactates entre
T1, T2 et T3 sont différentes d’'un temps a un autre. Elles augmentent de maniere significative
entre T1 et T2 puis diminuent de maniere significative entre T2 et T3 (p-value<0,0001). Les
valeurs entre T1 et T3 diminuent également significativement.
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Figure 43 : Lactatémie au cours du temps.

Il n’y a pas de différence significative de lactatémie entre les conditions en fonction du temps.
Nous avons montré qu’il y a une diminution significative de la lactatémie de I'ensemble des
poissons au cours du temps (entre T1 et T3) avec un pic significatif d’augmentation a T2 (Figure
43). Ceci suggere une baisse globale du stress des animaux au cours des deux mois
d’expérience.
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3. Cortisol plasmatique

Nous avons ensuite mesuré la concentration en cortisol dans le sang par dosage radio-
immunologique.

a.TempsT1

Nous avons calculé une moyenne des concentrations en cortisol par bac et par
condition pour le temps T1 (Annexe 12).

Nous avons réalisé un graphique en boite a moustaches par condition (Figure 44).
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Figure 44 : Graphique en boite a moustaches de la cortisolémie moyenne au temps T1 par
condition.

Nous constatons une hétérogénéité des résultats en visualisant le graphique de la Figure 44.
Toutefois, il n’y a pas de différence significative que ce soit entre les bacs (p-value=0,34) ou
les conditions (p-value=0,27) au temps T1.

b. Temps T2

Nous avons calculé une moyenne des concentrations en cortisol par bac et par
condition (Annexe 12).

Nous avons montré qu’il existe des différences significatives entre les bacs (p-value=5,1555-
06). En effet, le bac 20 (condition « herbe ») est significativement plus faible que le bac 8
(témoin positif), le bac 9 (condition « tuyau »). De plus, le bac 24 (condition « paroi ») est
également significativement plus faible que les bacs 8 et 9 qui sont les plus élevés.

Nous avons ensuite réalisé un graphique en boite a moustaches par condition (Figure
45).
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Figure 45 : Graphique en boite a moustaches de la cortisolémie moyenne au temps T2 par
condition.

Nous avons montré qu’il existait des différences significatives entre les conditions au temps
T2 concernant la cortisolémie (p-value=2,78-05). En effet, le témoin positif présente des
résultats significativement plus élevés que les conditions « bullage », « herbe » et « paroi ».
De plus, la condition « paroi » présente les résultats les plus faibles et est significativement
inférieure a la condition « filtre bleu » et au témoin négatif. Il est plutot rassurant de montrer
gue la cortisolémie est la plus élevée pour le témoin positif et ceux de maniére significative
par rapport a 3 autres conditions. Nous pouvons donc dire que les conditions « bullage »,
« herbe » et « paroi » présentent un niveau de stress inférieur a celui du témoin positif et sont
donc moins stressés que ces derniers.

c. Temps T3

Nous avons calculé une moyenne des concentrations en cortisol par bac et par
condition (Annexe 12).

Nous avons montré qu’il existe des différences entres les bacs (p-value=4,8355-07). En effet,
le bac 22 (condition « paroi ») présente des résultats les plus faible et ce de maniere
significative par rapport aux bacs 1 (condition « bullage »), 10 (condition « laminaires »), 3
(condition « herbe »). De plus, le bac 3 est plus élevé de maniére significative par rapport au
bac 13 (condition « laminaires »).

Nous avons ensuite réalisé un graphique en boite a moustaches par condition (Figure
46).
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Figure 46 : Graphique en boite a moustaches de la cortisolémie moyenne au temps T3 par
condition.

Nous avons montré pour le temps T3 qu’il n’y avait pas de différence significative (p-
value=0,093) concernant la cortisolémie moyenne de chaque condition.

Comme pour le poids, nous avons réalisé un modele linéaire mixte uni varié pour la
variable « condition ». Nous avons montré qu’il n'y a pas de variation significative de la
cortisolémie en fonction des différentes conditions sur I’'ensemble des 3 temps (p-value=0,96).
Nous avons montré que le temps influencait de maniere significative la lactatémie. La p-value
est égale a 2,25-16. Nous avons ensuite montré que l'interaction temps/conditions était
significative (p-value=2-16) et qu’il y avait un lien entre le temps et les conditions. De plus, la
cortisolémie dépend du temps. En effet, les valeurs de glycémie entre T1-T2 et T1-T3 sont
significativement différentes (p-value=0,0004). Elles diminuent de maniére significative entre
T1 et T2 puis restent stables entre T2 et T3.

Il ny a pas de différence significative de cortisolémie entre les conditions en fonction du
temps. Il y a une interaction significative entre les conditions et le temps. C'est-a-dire qu’il y a
une relation entre ces deux variables. Une interaction significative décrit une situation ou
I'influence d’une variable dépend de I'état de la seconde (Interaction (statistiques)—
Wikipédia (wikipedia.org)). Nous constatons une baisse générale du cortisol dans le sang des
poissons au cours du temps. Les conditions d’élevage dans les bacs mis en place ont limité leur
stress.

Nous avons ensuite tracé sur un graphique |’évolution de la cortisolémie moyenne par
condition au cours du temps (Figure 47).
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Figure 47 : Graphique représentant I’évolution de la cortisolémie moyenne au cours du temps.

Tableau 8 : Moyenne et écart-type de la cortisolémie moyenne en nmol/L de tous les individus

au tempsT1, T2 et T3.

T1 T2 T3
Moyenne 117,3 47,6 38,2
Ecart-type 66,0 37,0 30,7

De plus, il existe des différences entre les moyennes de cortisolémie a des temps différents.
En effet, la cortisolémie moyenne a T1 est significativement différente des valeurs moyennes
de cortisol de T2 et T3. Les valeurs en cortisol plasmatique ne sont pas différentes pour les
temps T2 et T3. Nous constatons donc une baisse significative de la cortisolémie au cours du
temps.

Interaction entre les parameéetres mesurés : Nous nous sommes demandés s’il existait une
corrélation linéaire entre le lactate, le glucose et le cortisol plasmatique. Nous avons montré
gu’il n’existait pas de lien entre la glycémie et la lactatémie (coefficient rho=0,39), entre la
glycémie et la cortisolémie (coefficient rho=0,34) et entre la lactatémie et la cortisolémie
(coefficient rho=0,01). Nos expériences n’ont pas mis en évidence de lien entre ces
parameétres. Les coefficients mentionnés sont les coefficients de Pearson qui montrent s'il
existe un lien linéaire et monotone entre les variables. Nous avons également calculé les
coefficients de Spearman qui s’intéressent au lien non linéaire entre les variables
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(logarithmique) qui ont montré des résultats similaires avec des coefficients trop faibles pour
montrer une corrélation.

4. Cortisol dans les écailles et les nageoires

Nous avons réalisé un dosage du cortisol dans les écailles et dans les nageoires.
L’ensemble des résultats obtenus sont en dehors et en dessous de la gamme des kits (de 0,1
a 30 ng/ml de cortisol pour le kit « Cortisol free in Saliva ELISA » et de 0,04 a 10 ng/ml pour le
kit « Cortisol EIA KIT; Neogen® Corporation, Ayr, UK »).

Dans notre expérience, nous n’avons pas montré de cortisol mesurable avec les deux
kits testés.

5. Scores des nageoires

A chaque temps de prélevement, nous avions évalué le score des nageoires de chaque
poisson. Nous avions évalué les nageoires dorsale, pelviennes, pectorales et caudales. Nous
avons remarqué que les 3 derniéres nageoires présentaient peu de lésions; nous nous
sommes donc focalisés sur les |ésions de la nageoire dorsale. Nous avons, lors de I’évaluation
des nageoires, distingué une lésion cicatrisée d’une lésion vive selon I’Annexe 3. Pour réaliser
la comparaison statistique de ce score de nageoire dorsale, nous avons donc comptabilisé
I’évolution du nombre de lésions vives. En effet, les Iésions vives relatent une lésion récente
compatible avec une blessure entre individus ou dans les enrichissements.

Nous cherchons donc a modéliser le risque d'avoir un stade de gravité des Iésions dorsales
plus ou moins élevé. Nous cherchons également les facteurs de risque favorisant des lésions
avec un score de 3 contre des lésions avec un score de 1 ou 2. Nous nous demandons aussi si
les enrichissements ont pu étre abrasifs ou provoquer des comportements agressifs entre les
individus. A travers ce modeéle nous allons comparer les conditions dans le temps.

Dans un premier temps nous avons réalisé un modele linéaire mixe univarié pour la variable
condition. Nous avons obtenu une p-value égale a 0,10 (<0,2 pour les modéle). La variable
condition semble donc étre un facteur de risque favorisant.

Nous avons réalisé la méme chose pour la variable temps et nous avons montré qu’elle
semblait étre également un facteur de risque (p-value=1,4E-8). Ensuite, a I'aide d’un modéle
multivarié, nous avons montré qu’il n’existait pas d’interaction significative entre les variables
« condition » et « temps » concernant les |ésions de la nageoire dorsale. De plus, nous avons
comparé les conditions deux a deux sans montrer de différence significative. Nous avons
montré que le temps était un facteur de risque. En effet, le risque d’avoir une lésion vive et
grave de la nageoire dorsale est différent et ce de maniére significative pour les 3 temps de
prélevement. Ainsi, le temps T1 correspond au temps ou le risque était le plus important, le
temps T2 correspond au temps ou le risque était le plus faible et le temps T3 est différent
significativement des deux autres et intermédiaire.

Il n’y a pas de différence quant au risque d’avoir des lésions graves et vives de la nageoire
dorsale entre les conditions. Nous avons montré que le temps influence ce risque. En effet, le
risque baisse avec le temps (entre T1 et T2). Nous pouvons donc conclure que les
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enrichissements n’ont pas favorisé de comportement agressif entre les individus et n’ont pas
blessé les nageoires des poissons.

6. Analyse de la grille d’évaluation comportementale

L’évaluation du comportement des différents paramétres qui vont suivre a été réalisée
a I'aide d’une grille d’évaluation du comportement en Annexe 5.

a. Temps d’habituation avant retour au comportement normal

Nous avons dans un premier temps évalué pour chaque bac (observé une fois par
semaine pendant 7 semaines) le temps de retour au comportement normal aprés intervention
de l'opérateur. C'est seulement apres ce temps que le début de I'observation pouvait
commencer afin de remplir la grille de maniere optimale. Le temps de retour au
comportement normal est présenté sur la Figure 48.
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Figure 48 : Graphique en boite a moustaches du temps de retour a un comportement normal
en minutes par condition.

Il existe des différences significatives entre les conditions concernant le temps pour retrouver
un comportement normal (p-value=7,65-06). En effet, la condition « bullage » présente la
valeur la plus élevée de temps de retour a la normale et ce de manieére significative par rapport
aux conditions « herbe », « paroi », « tuyau » et aux témoins. Nous pouvons donc conclure
qgue la condition « bullage » comprend des individus plus sensibles a l'intervention d’'un
opérateur. Cela peut s’expliquer par le fait que, lors de I'observation, I'opérateur était obligé
de couper le bullage (leur enrichissement) afin de les observer. Ceci constitue donc un élément
de stress supplémentaire aux autres conditions qui peut occasionner un temps de retour a la
normale plus long. De plus, il s’agit des individus de la condition « tuyau » qui ont un temps
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de retour a la normale le plus faible. En effet, lors de I'observation le plus souvent ils
réagissaient trés peu car ils étaient cachés dans I’enrichissement et ne voyaient pas forcément
I'opérateur.

b. Indicateurs comportementaux (phase 1)
i. Activité de nage
e Nage active et nage stagnante

Nous avons ensuite évalué le pourcentage d’individus qui nagent de maniere active ou
non. La nage stagnante s’exprime en fonction de la nage active (100% - %Nage active). Nous
nous intéressons a un seul des deux parametres ici (Annexe 13, Figure 49).
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Figure 49 : Graphique en boite a moustaches du pourcentage de nage active par condition.

Le pourcentage de nage active était différent entre certaines conditions (p-value=1,2£-09). En
effet, les conditions « bullage », « paroi », et « herbe » et les témoins difféerent de maniére
significative avec la condition « tuyau » qui présente un pourcentage de nage active le plus
faible. Cela s’explique par le fait que les individus de la condition « tuyau » étaient le plus
souvent statiques et cachés dans I'enrichissement « tuyau » donc ils nageaient trés peu. Nous
détaillerons par la suite I'utilisation des enrichissements des différentes conditions.

La condition « herbe » differe également de maniere significative avec la condition
« laminaires ».

93



Nous avons défini le terme d’activité comme étant le reflet de I’agitation ou non des
poissons dans le bac. Elle peut prendre la valeur 1 si les animaux sont calmes, 3 si les animaux

e Activité du bac

sont agités et 2 s’il s’agit d’un état intermédiaire entre les deux premiers (Tableau 9).

Tableau 9 : Activité du bac (en pourcentage par catégorie).

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc

Activité =1 81,0% 66,7% 57,1% 95,3%

Activité =2 19,0% 33,3% 42,9% 4,7%

Activité = 3 0% 0% 0% 0%

Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison

Activité =1 0% 42,9% 33,3% 47,6%

Activité =2 4,7% 47,6% 61,9% 33,3%

Activité =3 95,3% 9,5% 4,8% 19,1%

Nous constatons une hétérogénéité

dans les résultats. En effet, il s’agit de la condition
« bullage » qui présente la part la plus importante d’activité notée a 3. Ce sont donc les
poissons les plus agités a I'observation. Ce sont les conditions « tuyau » et « laminaires » qui
ont la part la plus importante d’activité notée a 1. Il s’agit donc des poissons observés les plus

calmes mais cela n’a pas été montré statistiquement.

Nous avons ensuite évalué I'orientation de la nage des poissons. Nous avons essayé de
voir s’il existe une orientation et une structuration de la nage entre les individus. Ce parametre

ii. Orientation de la nage

prenait la valeur 1 pour une nage désorientée et 0 sinon (Tableau 10).

Tableau 10 : Orientation de la nage.

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc

Nage 100% 100% 100% 100%

désorientée : 1

Sinon 0 : 0% 0% 0% 0%
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Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison

Nage 100% 100% 100% 100%

désorientée : 1

Sinon 0 : 0% 0% 0% 0%

Nous n’avons pas constaté de nage orientée durant les 7 semaines d’observation chez toutes
les conditions. Cela peut étre di a I'absence de courant suffisamment important pour induire
une nage orientée chez les individus.

iii. Comportement de banc
e Répartition hétérogéne en groupe

Nous avons ensuite évalué le nombre de groupes présents au sein d’'un bac. Nous
présentons le pourcentage occupé par le groupe le plus grand. Si ce pourcentage est de 100%

cela veut dire qu’il n’y avait qu’un seul groupe (Tableau 11).

Tableau 11 : Pourcentage de répartition du banc dans deux groupes par condition.

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc

Groupe 1 (%) 100% 98,3% 100% 68,6%

Groupe 2 (%) 0% 1,7% 0% 32,4%
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif

flottaison
Groupe 1 (%) 100% 100% 100% 100%
Groupe 2 (%) 0% 0% 0% 0%

Nous constatons que, dans toutes conditions sauf « tuyau » et « laminaires », le banc de
poissons au sein d’un bac n’est pas partagé. La condition « laminaires » montre un résultat
élevé dans le groupe 1 ce qui suggére que quelques fois le groupe était hétérogeéne. Par contre,
dans la condition « tuyau », le banc de poissons était toujours partagé en deux groupes : un
groupe majoritaire en nombre dans les tuyaux et un deuxiéme groupe minoritaire un peu plus
agité dans une autre partie du bassin. Nous pouvons donc nous demander si la mise en place
d’enrichissements peut favoriser de la compétition pour ces derniers. En effet, les quelques
poissons a cOté des tuyaux étaient peut-étre en compétition avec les autres dans
I’enrichissement pour avoir une place dans les tuyaux.
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Nous nous sommes ensuite intéressés a la position des poissons dans la colonne d’eau

selon I'enrichissement mis en place (Tableau 12).

Tableau 12 : Pourcentage de répartition des animaux dans les zones du bacs par condition.

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Fond 80,9% 52,4% 28,6% 95,2%
Milieu 0% 14,3% 33,3% 0%
Fond-Milieu 19,1% 33,3% 38,1% 4,8
Milieu-Surface | 0% 0% 0% 0%
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison

Fond 57,1% 9,5% 38% 47,6%
Milieu 0% 4,8% 14,3% 14,3%
Fond-Milieu 42,9% 80,9% 42,9% 38,1%
Milieu-Surface 0% 4,8% 4,8% 0%

Nous constatons que dans la majorité des conditions les poissons se situent dans le fond et/ou
au milieu de la colonne. Nous avons trés rarement observé des poissons en surface. Les
enrichissements mis en place ne semblent pas influencer la position des poissons dans la
colonne d’eau.

e Répartition horizontale

Nous avons ensuite évalué la position horizontale des poissons. En effet, nous avons
noté a chaque observation s’ils étaient plutot au centre du bassin, sur les bords ou bien
répartis sur 'ensemble de la surface (Tableau 13).
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Tableau 13 : Pourcentage de répartition horizontale par condition.

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc

Bord du bassin 0% 4,8%% 0% 95,2%

Centre du | 9,5% 0% 4,8% 0%

bassin

Répartis sur | 90,5% 95,2% 95,2% 4,8%

I'ensemble de la

surface

Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison

Bord du bassin 4,8%% 23,8% 0% 0%

Centre du | 4,8% 0% 0% 9,5%

bassin

Répartis sur | 90,4% 76,2% 100% 90,5%

I'ensemble de la

surface

Nous constatons que, pour I'ensemble des conditions, mis a part « tuyau », les poissons sont
bien répartis sur l'ensemble de la surface. Pour la condition « tuyau », [|’élément
d’enrichissement était sur le bord du bassin et comme I'enrichissement était beaucoup
sollicité alors cela donne une répartition au bord du bassin. Cette répartition est donc liée
directement a 'emplacement de I'enrichissement.

iv. Répartition dans les enrichissements

Nous avons ensuite analysé la répartition des poissons dans les enrichissements. Nous
avons commencé par évaluer la répartition dans le tube PVC proposé a tous les poissons sauf
ceux du témoin positif.

e Répartition dans le tube PVC

Les résultats en pourcentage d’utilisation par rapport au banc sont présentés dans la
Figure 50 et I’Annexe 13.
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Figure 50 : Graphique en boite a moustaches représentant le pourcentage d’utilisation du tube
de PVC par condition.

Nous constatons qu’il existe des différences significatives (p-value=4,8t-15) au sein des
conditions concernant l'utilisation du tube de PVC. En effet, le témoin positif differe de
maniere significative en terme d’utilisation du tube PVC de toutes les conditions sauf la
condition « tuyau ». Cela parait cohérent car le témoin positif n’avait pas a disposition de tube
PVC. Nous pouvons donc en conclure que toutes les conditions utilisent plus ou moins le tube
de PVC sauf la condition « tuyau » qui ne |'utilise pas ou trés peu. Cela peut s’expliquer par le
fait que la condition « tuyau » avait a sa disposition des tuyaux plus grands (diamétre de 160
mm) en caoutchouc. Il semblerait que ce genre de tuyaux soient plus attrayants que ceux en
PVC (diametre 100 mm). Il existe également une différence significative entre la condition
« filtre bleu » qui est la plus élevée et les conditions « herbe », « tuyau » et « positif ». La
condition « laminaires » est plus élevée et ce de maniere significative par rapport aux
conditions « tuyau » et « positif ». Enfin, les deux témoins different I'un de I'autre de maniere
significative. Ces résultats montrent qu’il y a une réelle utilisation du tube de PVC pour
certaines conditions alors que d’autres comme « tuyau » ne l'utilisent pas du tout.

La comparaison de l'utilisation de I'enrichissement « tube de PVC » par condition est
intéressante mais ce n’était pas l'objectif premier. En effet, nous cherchions a évaluer
I"utilisation globale du tuyau en PVC. Nous avons donc calculé une moyenne globale sans
compter le témoin positif dépourvu de cet enrichissement. Nous avons montré que 6,9% de
I’ensemble du bac utilisent en moyenne le tube de PVC a un moment T. Nous notons un écart
type élevé de 8,6% qui montre une hétérogénéité dans I'utilisation du tube PVC selon les bacs.

98



Finalement, nous avons montré que le tube de PVC est un début d’enrichissement
intéressant pour les poissons. En effet, pour un banc de 30 poissons, en moyenne 2 individus
vont 'utiliser ce qui correspond quasiment a sa capacité maximale.

e Répartition dans les enrichissements propres aux conditions

Ensuite, nous nous sommes intéressés a I'utilisation des enrichissements dans les
différentes conditions. Tout d’abord dans la condition « filtre bleu », le filtre était placé sur le
bac donc’enrichissement leur était imposé. L’évaluation de son utilisation n’était pas possible
donc nous I'avons mis a 0%. Ensuite, pour I'observation de la condition « bullage » il était
nécessaire de couper les bulles pour observer les poissons, donc il était impossible d’évaluer
I"utilisation de I'enrichissement, nous I'avons mis a 0% également. Ensuite, les deux témoins
n’avaient pas d’enrichissement propre a leur condition donc ils sont également a 0% (Figure
51).
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Figure 51 : Graphique en boite a moustaches des pourcentage d’utilisation des enrichissements
par condition.

Il existe des différences significatives d’utilisation des enrichissements entre les conditions (p-
value=2,2E-16). Tout d’abord il n’y a pas de différence entres les conditions « filtre bleu »,
« paroi », « négatif », « positif » et « bullage ». A partir de ce résultat, nous pouvons en
conclure que les poissons de la condition « paroi » n"ont pas du tout utilisé la paroi en
caoutchouc mise en place. Il n’y a pas de différence entre les conditions « tuyau », « herbe »
et « laminaires ». Il existe des différences significatives entre les conditions des deux groupes
décrits précédemment. Cela montre qu’il existe une réelle utilisation significative des
enrichissements mis en place, notamment pour les tuyaux en caoutchouc, les laminaires et le
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tapis d’herbe. Nous constatons toutefois qu’il s’agit des tuyaux en caoutchouc qui
occasionnent une utilisation de I'enrichissement la plus élevée.

Nous avons ensuite constaté au fur et a mesure des observations que les
enrichissements « laminaires » et « herbe » étaient plus des enrichissements de passage c’est-
a-dire des enrichissements ou les poissons passent mais n’y restent pas forcément. Nous
avons donc évalué le nombre de passages de poissons dans les laminaires ou sous le tapis
d’herbe (dans la zone d’ombre) en une minute.

Nous avons montré qu’en moyenne 36 individus passent sous le tapis d’herbe en une
minute et que 19 individus passent dans les laminaires en une minute. Cela montre que ces
deux enrichissements sont des enrichissements de passage méme si les poissons peuvent y
rester de temps a autre.

c. Indicateurs comportementaux (phase 2)

i. Indicateurs classiques

Les indicateurs classiques d’évaluation du comportement sont les sauts, les
accélérations brusques, les déséquilibres de la vessie natatoire, les comportements agressifs,
I’hyperventilation en surface et la prostration. Parmi ces derniers, nous n’avons jamais
constaté de déséquilibre de la vessie natatoire, d’hyperventilation en surface et de
prostration. Ces indicateurs ne seront pas détaillés car il n’y a pas de différence entre les
conditions. Ensuite, pour les indicateurs « sauts » et « comportements agressifs » nous en
avons observé que trés peu, ce qui ne permet pas de conclure sur des différences entres les
conditions. Nous allons donc nous focaliser sur les accélérations brusques qui ont été
observées de nombreuses fois (Figure 52).
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Figure 52 : Graphique en boite a moustaches de la moyenne par condition du nombre
d’accélérations brusques.
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Il existe des différences significatives concernant le nombre d’accélérations brusques entre les
différentes conditions (p-value=2,28-16). Tout d’abord, nous constatons que la condition
« bullage » présente le plus d’accélérations et differe de maniére significative de toutes les
autres conditions. Cela peut s’expliquer par la coupure du bullage lors de I'observation qui
constitue un élément de stress chez les poissons. La condition « tuyau » présente la moyenne
du nombre d’accélérations la plus faible et differe de maniére significative par rapport aux
conditions « herbe », « négatif » et « positif ». La condition « filtre bleu » présente également
une moyenne faible d’accélération et differe de maniére significative par rapport aux
conditions « herbe », « négatif » et « positif ». Les conditions « tuyau » et « filtre bleu » sont
donc des conditions ou les poissons réalisent moins d’accélérations brusques que les témoins.
lIs sont donc moins stressés lors de I'observation.

ii. Comportements stéréotypés

Les comportements stéréotypés sont la nage verticale, la nage sur le flanc et le
frottement des lévres ou des flancs sur les parois du bac. Nous n’avons pas constaté de
comportements stéréotypés lors de toutes les observations. Nous ne pouvons pas conclure
sur des différences entre les conditions concernant les comportements stéréotypés. Les
différents enrichissements n’ont donc pas favorisé de comportements stéréotypés.

iii. Comportement alimentaire

By

Nous avons également évalué le comportement alimentaire a travers deux
parametres : la prise alimentaire et 'approche vers I'opérateur lors de la distribution.

Au cours de toutes les observations, nous avons toujours constaté une bonne prise
alimentaire des poissons ainsi qu’une approche vers I'opérateur lors de la distribution. Les
différents enrichissements n’ont donc pas altéré les comportements alimentaires des
poissons.

iv. Caractéristiques physiques

Les caractéristiques physiques sont une couleur anormale, une conformation
anormale (gonflés ou maigre) et des yeux anormaux. Nous avons constaté que trés peu de fois
ces caractéristiques. Nous présentons dans le tableau le nombre de fois par condition que ces
caractéristiques ont été observées sans pouvoir conclure sur le fait qu’un enrichissement
aurait pu favoriser une dégradation des caractéristiques physiques (Tableau 14).
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Tableau 14 : Occurrence des caractéristiques physiques par condition sur I'ensemble des

conditions.
Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Couleur 1 0 2 0
anormale
Conformation 0 0 0 0
anormale
Yeux anormaux | O 0 0 0
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Couleur 0 2 0 0
anormale
Conformation 0 0 0 0
anormale
Yeux anormaux | O 1 0 0

v. Morbidité et mortalité

Nous avons également évalué la mortalité et la morbidité sur I'’ensemble des 2 mois
d’expérience (Tableau 15).

Tableau 15 : Nombre de morts ou morbides sur 'ensemble des 2 mois d’expérience.

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc

Morts 0 0 1 1

Morbides 0 0 0 0

Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif

flottaison
Morts 1 1 0 0
Morbides 0 0 0 0
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Nous constatons un faible nombre de morts lors des 2 mois d’expérience et une absence de
poissons morbides. Les enrichissements n’ont donc pas favorisé une mortalité plus élevée ou
une morbidité plus élevée que la normale.

5. Résultats du challenge infectieux

A la suite des deux mois d’observation et d’évaluation des effets des enrichissements
sur les poissons, nous avons réalisé un challenge infectieux avec la bactérie Aeromonas
salmonicida sub. salmonicida afin de s’intéresser a la robustesse des poissons suite a la mise
en place d’enrichissements dans leur milieu d’élevage. L'introduction de la bactérie a été
réalisée par balnéation pendant 24 heures a une concentration de 10® CFU/mL (Moreau et al.
2023). Le challenge s’est déroulé pendant une période de 10 jours. Pendant cette période, les
poissons ont été observés deux fois par jour. Nous présentons ici les résultats de la grille
d’observation (Annexe 6).

a. Taux de mortalité et taux de morbidité par condition

Nous avons calculé le taux de mortalité et de morbidité de chaque condition. Nous
avons ensuite calculé le taux d’incidence de la maladie qui correspond au nombre d’individu
nouvellement malade sur une période. Nous considérons que les individus morts sont passés
par une phase de maladie (présentant des symptémes) avant de mourir. Par définition, les
individus morbides présentent des symptémes de la maladie. Le taux d’incidence correspond
donc a la somme des individus morts et morbides par condition divisée par le nombre total
d’individus par condition (Annexe 14).

Y.(morts) + Y.(morbides)
Y.(individus)

Taux d'incidence =

La Figure 53 présente la somme des animaux morts ou morbides en (1) et I'effectif des
survivants en (2). La colonne pour les témoins du challenge est plus épaisse car il n’y a pas eu
de mort. Elle est également plus faible en effectif car il n’y avait que 15 poissons contre 45
pour chaque condition. La condition « témoin » en abscisse correspond au témoin du
challenge c’est-a-dire ou aucune bactérie n’a été introduite dans le bac. Les conditions
« positif » et « négatif » correspondent aux témoins en terme d’enrichissement c’est-a-dire
sans enrichissement surnuméraire.
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Figure 53 : Effectifs des animaux atteints par la maladie (1) et effectifs des survivants (2).

Le taux de mortalité total du challenge est de 63,2%, le taux de morbidité est de 18,8%, le taux
d’incidence est de 82,0% et enfin le taux de survie est de 18,0%. Les 15 individus du lot témoin
(sans introduction de la bactérie) n’ont pas été comptés pour ces calculs.

Nous avons ensuite comparé la mortalité entre les différentes conditions en réalisant
un modéle de régression logistique pénalisée. Nous avons réalisé un modele uni varié avec la
variable traduisant l'incidence de la maladie par condition. Nous avons montré qu’il existait
des différences entre les conditions (p-value=5,5E-13).

Tout d’abord, nous avons obtenu des résultats attendus. En effet, le témoin (sans bactérie) du
challenge est différent significativement de toutes les conditions sauf « tuyau » et « paroi »
qui présentent des valeurs de mortalité faibles. Il existe ensuite une différence significative de
mortalité entre le témoin positif et la condition « tuyau » (p-value=0,048). L’enrichissement
avec des tuyaux en caoutchouc a permis de limiter la mortalité des poissons par rapport au
témoin positif qui présente la mortalité la plus élevée.

b. Cinétique de mortalité et morbidité par condition

Nous avons ensuite réalisé une étude de survie. En effet, les taux précédemment
décrits ne nous donnent pas d’information de cinétique. C’est pourquoi une étude de survie
nous a permis de voir s’il y avait des différences de mortalité dans le temps selon les
conditions.

Nous avons donc créé deux variables supplémentaires pour réaliser I’étude de survie :
une variable temps, qui compte le nombre de jours avant la mort de I'animal et une variable
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binaire « évenement » qui traduit la mort ou non de I'animal. Nous avons obtenu une p-value
égale a 35-10; il y a donc des différences de cinétique de mortalité entre les conditions.

Tout d’abord, le lot témoin du challenge infectieux n’a pas présenté de mortalité et sa
cinétique est donc différente significativement de toutes les autres conditions. La bactérie
introduite est donc responsable de la mort des animaux. Ensuite, la condition bullage présente
une cinétique plus importante et ce de maniere significative par rapport aux conditions
« laminaires », « paroi » et « tuyau ». Les conditions « filtre bleu », « laminaires », « tuyau »
et « paroi » sont différentes significativement du témoin positif. Cela suggere que ces
conditions ont permis une réduction de la cinétique de mortalité. La condition « tuyau »
possede la cinétique la plus faible. Elle est différente significativement des conditions
« bullage », « herbe », du témoin positif et du témoin du challenge. Cette condition constitue
un élément d’enrichissement intéressant pour réduire une cinétique de mortalité.

La Figure 54 met en avant les différences entre les conditions. Une p-value < 0,05 correspond
a une différence significative entre deux conditions.

Pairwise comparisons using Log-Rank test

data: BDD CI and Condition

bullage filtre bleu herbe Tlaminaires negatif paroi positif
filtre bleu 0.26623
herbe 0.59242
Taminaires 0.04124
negatif 0.46619
paroi 0.00496
positif 0.46619
temoin 6.0e-08
Tuyau 0. 00499

. 55307
. 46619
. 68604
.16578
. 07284
. 2e-05
.14860

14916 -

.75109 0.20574

.01082 0.53486

13779 0.00483

.7e-08 4.0e-05 1.4e-09
.01448 0.46619 0. 00017
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Figure 54 : Différences significatives entre les conditions concernant la cinétique de mortalité.
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Figure 55 : Courbe de survie par condition.

La courbe de survie de la Figure 55 met en avant les résultats précédents a savoir en
violet le témoin du challenge ol il n’y a pas eu de mort et le témoin positif en orange (en terme
d’enrichissement) qui présente la cinétique la plus importante.

c. Taux de présence de furoncles sur les morts/morbides et taille
moyenne des furoncles

Nous avons ensuite détaillé quelques symptédmes externes de la maladie a savoir les
furoncles et les pétéchies. Les pétéchies ont été retrouvés sur une grande majorité des
poissons, les furoncles ont moins été observés. Parmi les individus présentant des furoncles,
nous avons calculé la taille moyenne des furoncles par condition (Tableau 16).
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Tableau 16 : Taux de présence de furoncles sur les morts/morbides et taille moyenne des
furoncles.

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc

Taux de | 5,7% 6,3% 6,0% 10,3%

présence de

furoncle

Taille moyenne | < 0,3 cm? 0,8 cm? 0,3 cm? 4,0 cm?

des furoncles

Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison

Taux de | 7,5% 7,3% 7,9% 6,8%

présence de

furoncle

Taille moyenne | 0,6 cm? 0,2 cm? 0,4 cm? 2,7 cm?

des furoncles

La moyenne du taux de présence de furoncles est de 7,2% parmi les individus morts ou
morbides. Nous constatons que les individus de la condition « tuyau » présentent plus de
furoncles et de plus grosse taille. Cela ne les rend pas forcément plus malade. De plus, nous
avons également noté quand nous observions un furoncle perforant. Or, aucun n’a été
observé lors de I'expérience.

Nous avons constaté que les pétéchies étaient un symptéme retrouvé sur la majorité
des poissons malades ou morts. Nous pouvons voir sur la Figure 56 un exemple d’un poisson
mort présentant ce symptome. Nous avons également vu un poisson avec une exophtalmie
unilatérale (Figure 57).

Figure 56 : Photographie d’un poisson présentant des pétéchies.
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Figure 57 : Photographies d’un poisson présentant une exophtalmie unilatérale.

d. Taux de présence de rate hypertrophique et de tube digestif
hémorragique sur les morts/morbides

Nous nous sommes ensuite intéressés aux symptOmes internes visibles lors de
I’autopsie a savoir une splénomégalie et un tube digestif hémorragique (Tableau 17).

Tableau 17 : Taux de présence de rate hypertrophique et de tube digestif hémorragique sur
les morts/morbides.

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Taux de rate | 60,0% 93,8% 78,8% 89,3%

hypertrophique

Taux de tube | 85,7% 100% 100% 100%
digestif
hémorragique

Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison

Taux de rate| 72,5% 65,9% 65,8% 72,3%

hypertrophique

Taux de tube | 97,5% 95,1% 85,7% 93,2%

digestif

hémorragique
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Nous avons calculé le taux de rate hypertrophiée moyen parmi les individus malades ; il est de
73,9%. ll est de 12,7% pour les individus survivants au challenge. Cela montre que les individus
survivants ont eu une hypertrophie réactionnelle de la rate suite a I'agent pathogene. Le taux
de présence d’un tube digestif hémorragique parmi les individus malades est de 94,9% alors
gu’il est de 19,0% pour les individus survivants. Cette analyse des symptémes n’a pas pour but
de montrer de différence entre les conditions mais plutét de montrer que la splénomégalie et
le tube digestif hémorragique sont des symptomes trés présents de la maladie de la
furonculose.

e. Taux de bactériologie positive a la bactérie Aeromonas salmonicida
sub. salmonicida sur '’ensemble des morts/morbides et des survivants

Pour chaque individu, nous avons réalisé une bactériologie afin de voir si I'agent
pathogéne a incriminer était bien Aeromonas salmonicida sub. salmonicida.

o

-

Figure 58 : Photographie de deux boites TSA ayant mis en culture a partir d’échantillon de rate
de poissons.

Nous pouvons voir sur la Figure 58 deux boftes TSA. Chaque boite a été partagée pour
deux poissons et la date de mise en culture a été notée. Pour la boite du haut, nous constatons
un halo marron caractéristique de la bactérie Aeromonas salmonicida sub. salmonicida. Les
individus B12P13 et B11P10 sont donc positifs a cette bactérie. Pour la boite du bas (zoomée)
nous constatons le halo marron pour l'individu B7P7, il est donc positif a la bactérie. Or
I'individu B7P6 ne présente pas ce halo soit I'incubation a I’étuve n’a pas été assez longue (2-
3 jours) et nous avons relu la boite 24h apres, soit le temps d’incubation était correcte et
I'individu a été considéré négatif a la bactérie.
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Tableau 18 : Taux de bactériologie positive a Aeromonas salmonicida sub. salmonicida parmi
les individu morts ou morbides.

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc

Taux de | 97,1% 96,8% 93,8% 100%

bactériologie

positive des

morts/morbides

Taux de | 0% 0% 8,3% 20,0%

bactériologie

positive des

survivants

Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison

Taux de | 100% 95,1% 94,7% 97,7%

bactériologie

positive des

morts/morbides

Taux de | 0% 0% 16,7% 100%
bactériologie

positive des

survivants

Le taux de bactériologie positive moyen est de 96,8% parmi les individus morts ou
morbides. Il est de 7,7% pour les survivants. A partir de ces données nous pouvons recalculer
un réel taux d’incidence de la maladie. Nous avons multiplié le taux d’incidence du tableau de
I’Annexe 14 par le taux de bactériologie positive du Tableau 18 afin d’avoir le réel taux
d’incidence de la maladie (Tableau 19).
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Tableau 19 : Réel taux d’incidence de la maladie.

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc

Taux 75,5% 70,4% 68,8% 65,9%
d’incidence

Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif

flottaison

Taux 90,9% 88,6% 79,9% 95,6%
d’incidence

Nous constatons que les résultats sont relativement similaires au tableau de I’Annexe 14 en

raison du taux important de bactériologie positive.
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[1l. Discussion

1. Les éléments d’enrichissement

Nous allons tenter de distinguer parmi les conditions mises en place, des
enrichissements encourageants ou non pertinents a partir des données de comportements,
des performances de croissance, des résultats des marqueurs de stress et des résultats du
challenge infectieux. Parmi les enrichissements mis en place, nous avions le bullage, les
laminaires, le filtre bleu, les parois en caoutchouc et le tapis d’herbe flottant. Les deux témoins
nous permettent de comparer chaque condition a une situation neutre, sans enrichissement
surnuméraire (le témoin négatif) et a une situation stressante, sans enrichissement et avec
des manipulations stressantes (le témoin positif).

a. Des enrichissements non pertinents
i. Performances de croissance

D’un point de vue des performances de croissance, aucun enrichissement n’est a
éliminer. En effet, les résultats de poids et de taille nont montré aucune différence
significative entre les conditions aux trois temps différents. De plus, la modélisation a partir
d’une régression logistique pour le poids et la taille n’a pas montré d’interaction entre les
variables « condition » et « temps » concernant la variable « poids » d’'un c6té et la variable
« taille » d’un autre. Cela montre que le poids et la taille n’ont pas été influencés par les
conditions au cours du temps.

ii. Comportement des poissons et utilisation des enrichissements

D’un point de vue du comportement, nous avons montré et ce de maniére significative
gue les individus avec I'enrichissement « bullage » étaient plus sensibles a I'intervention d’un
opérateur avec un temps de retour du comportement a la normale élevée. Ce résultat peut
étre critiqué. En effet lors de I'observation de cette condition, il était nécessaire de couper le
bullage et donc d’une certaine maniére de supprimer I’enrichissement de maniére temporaire
ce qui a surement provoqué un stress chez les individus. Ce stress se retrouve pour cette
condition sur d’autres parametres évalués au cours des observations comme I'activité de nage
du bac et le nombre d’accélérations brusques. Nous avons montré que dans 95,3% les
individus de la condition « bullage » présentent une activité égale a 3 donc les animaux sont
agités. De plus, le nombre d’accélérations brusques est significativement plus élevé que toutes
les autres conditions. Ces résultats montrent que les individus de cette condition d’un point
de vue comportement sont plus stressés et plus agités au moment de |'observation par
I'opérateur. Cependant, avec la suppression de I'enrichissement pendant I'observation, nous
ne pouvons pas dire que ces résultats soient imputables a I'enrichissement en lui-méme. Il
serait intéressant de mettre en place un systéme d’observation du type caméra dans 'eau
pour observer les poissons sans avoir a couper le bullage.

La paroi en caoutchouc n’a pas du tout été utilisée par les poissons. Les critéres
d’observation de l'utilisation de cet enrichissement résidaient dans le fait soit qu’ils s’y
frottaient soit qu’ils y restaient collés. Nous n’avons pas observé ces criteres. En effet,
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I'utilisation de cet enrichissement n’est pas différente significativement des deux témoins qui
ne présentaient pas d’enrichissement. Cet enrichissement n’est donc pas pertinent.

iii. Marqueurs de stress

D’un point de vue des résultats des marqueurs de stress et notamment la glycémie,
aucun enrichissement n’est a éliminer car aux 3 temps de prélévement nous n’avons pas
montré de différence significative entre les conditions. La glycémie ne nous permet pas de
conclure sur un enrichissement meilleur ou non pour la réduction du stress.

Au vu des résultats du cortisol, aucun enrichissement n’est a éliminer car il n’y a pas
de différence significative d’apres le modeéle linéaire mixte uni varié réalisé.

Au vu de la lactatémie, il ne semble pas approprié de sélectionner un enrichissement
ou non avec uniguement ce parameétre car nous avons montré qu’il n’y avait pas de différence
entres les conditions au cours du temps. Or, temps par temps, nous avons montré que la
condition « paroi » présente aux temps T2 et T3 des valeurs élevées de lactates plasmatiques.
En effet, au temps T2, la lactatémie de cette condition est plus élevée significativement que
les deux témoins. Ensuite au temps T3, elle est significativement plus élevée que le témoin
positif. La condition « paroi » est donc la condition la plus stressante pour les poissons au vu
de la lactatémie.

iv. Résistance aux agents pathogénes

D’un point de vue de la résistance aux agents pathogénes la condition « bullage » a
une cinétique comparable a celle du témoin positif et est significativement supérieure que les
conditions « laminaires », « paroi » et « tuyau ». Cette condition ne contribue donc pas a
diminuer la cinétique de mortalité face a un agent pathogene.

b. Des enrichissement encourageants
i. Performances de croissance

D’un point de vue des performances de croissance, méme si nous avons montré qu’il
n’y avait pas de différence de croissance entre les conditions au cours du temps, nous pouvons
constater que deux conditions se détachent sur la Figure 30 : les conditions « laminaires » et
« filtre bleu ». Pour ces deux conditions, les gains moyens sont également les plus élevés. Il
serait donc intéressant de réaliser cette expérience sur une période plus longue pour voir si
cet écart peut s’accentuer ou non. L’écart de gain moyen, ici non significatif, est de 7 g sur 2
mois d’expérience. Sur un temps d’élevage d’une truite portion de 300 g pendant 1,5 an, cela
peut représenter un écart de gain moyen de 63 g (7 g*18 mois/2 mois d’expérience) si I'on
considere que la prise de poids suit un modeéle linéaire. Cet écart moyen représente 21%
(63g/300g*100%) du poids final de la truite au moment de sa commercialisation. |l n’est donc
pas négligeable. Les laminaires et le filtre bleu sont donc des conditions encourageantes d’un
point de vue des performances de croissance.
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ii. Comportement des poissons et utilisation des enrichissements

Tout d’abord, nous pouvons mettre en avant que pour toutes les conditions,
I’enrichissement mis en place n’a pas modifié le comportement alimentaire, n’a pas provoqué
de comportements stéréotypés, n’a pas dégradé les caractéristiques physiques des poissons
(par exemple blessures contre un enrichissement abrasif) et n’a pas provoqué d’augmentation
de la mortalité ou de la morbidité.

Ensuite d’un point de vue du comportement, les individus de la condition « tuyau »
présente une moyenne de temps de retour a la normale la plus faible. En effet, les individus
souvent cachés dans les tuyaux ne voyaient pas toujours I'opérateur. Ces individus semblaient
donc moins sensibles a I'approche de ce dernier. De plus, cette condition présente un
pourcentage de nage active la plus faible et ceux de maniere significative par rapport aux
témoins. Le pourcentage de nage active n’est pas facile a interpréter. En effet, nous ne savons
pas si nager de maniére active ou rester caché immobile dans le fond dans I’enrichissement
est plus ou moins un signe de stress. Nous avions vu précédemment que |'exercice soutenu
influence de maniere positive la croissance du poisson mais peut engendrer des retards de
développement du systeme ovarien et de la stimulation du systéme immunitaire (Palstra et
Planas 2011). Donc, une nage active trop élevée peut avoir des effets néfastes. Ensuite, une
nage peu présente donne I'impression lors de I'observation que les animaux sont calmes au
fond du bac. Ce n’est peut-étre pas forcément le cas ; ce parameétre n’est donc pas évident a
interpréter.

Les conditions « tuyau », « filtre bleu » sont les conditions les plus calmes en termes d’activité.
Au vu de l'utilisation importante des enrichissements dans ces deux conditions, nous pouvons
imputer le calme des poissons aux conditions d’enrichissement.

Certaines conditions ont laissé I'opportunité au banc de poissons de se partager en deux
groupes. En effet, plus marqué chez les individus de la condition « tuyau », nous I’avons aussi
observé chez les individus de la condition « laminaires ». Nous avons donc observé un groupe
majoritaire (souvent autour de 80-90% du banc) utilisant les enrichissements avec une activité
souvent calme et un autre groupe minoritaire dans une autre zone du bac souvent présentant
une activité intermédiaire voire agitée. Nous pouvons alors nous demander si I’enrichissement
mis en place peut causer de la compétition pour ce dernier. Il aurait donc un effet néfaste
pour une partie de la population du bac. Il est donc nécessaire d’adapter I'enrichissement a
chaque population et notamment a la taille de la population. En effet, dans notre cas les
tuyaux en caoutchouc étaient quasiment saturés donc les quelques poissons en trop ne
pouvait pas y accéder. Il est aussi possible d’avoir une compétition liée a une hiérarchie avec
par exemple quelques poissons présents dans les enrichissements empéchant les autres d’y
venir alors qu’il y reste de la place. Dans ce dernier cas, il est nécessaire de multiplier les
enrichissements dans le bac pour favoriser I'accés aux poissons les plus bas dans la hiérarchie.

Nous avons observé |'utilisation des enrichissements mis en place. Nous avons montré que le
tapis d’herbe, les tuyaux en caoutchouc et les laminaires sont utilisés de maniére significative
par les poissons. Le comptage des individus passant sous le tapis d’herbe pour se cacher dans
la zone d’ombre ou passant dans les laminaires montre que tous les individus y passent au
moins une fois en une minute.
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Les individus de la condition « filtre bleu » présentent une moyenne d’accélérations
brusques significativement inférieure aux témoins ; ces individus sont plus calmes et donc
moins stressés.

’observation d’un bac de 1 m3 avec plusieurs enrichissements (hommé « bac complet »), nous
a permis de les comparer entre eux, et notamment le filtre bleu qui n’a pas pu étre caractérisé
car il a été imposé aux poissons. Dans ce bac, les poissons avaient le choix et ils ont choisi pour
plus de la majorité le filtre bleu qui leur assurait une zone d’ombre. Il est intéressant de noter
que 65% des individus utilisent un enrichissement a un moment T dans ce bac. Afin de
récupérer ces données, ce bac a été observé une fois par semaine pendant les 7 semaines
d’observation.

iii. Marqueurs de stress

D’un point de vue des résultats des marqueurs de stress, nous pouvons constater que
la lactatémie des conditions « herbe », « laminaires » est inférieure significativement que celle
du témoin négatif. La mise en place d’enrichissement dans ces conditions a donc contribué a
une réduction du stress par rapport au témoin négatif dépourvu d’enrichissement
supplémentaire.

Pour ce qui est de la cortisolémie, elle est plus basse significativement pour les conditions
« herbe », «bullage » et « paroi» par rapport au témoin positif au temps T2. Ces
enrichissements sont donc intéressants pour contribuer a la réduction du stress par rapport
au témoin positif. Toutefois, cela ne représente qu’un temps sur les trois. En effet, nous avons
montré que pour les trois temps réunis il n’y avait pas de différence de cortisolémie entre les
conditions.

Les résultats des 3 marqueurs ne vont pas toujours dans le méme sens, ainsi il n’est pas facile
de montrer qu’un enrichissement est mieux qu’un autre en terme de réduction du stress dans
notre étude via ces marqueurs

iv. Résistance aux agents pathogénes

D’un point de vue de la mortalité, il n’y a que les individus de la condition « tuyau » qui
semblent mieux résister a I'agent pathogene. Or, il est intéressant également d’analyser en
plus de la mortalité, la cinétique. Cette cinétique nous permet de voir que les conditions
« filtre bleu », « laminaires », « tuyau » et « paroi » semblent intéressantes car elles ont une
cinétique plus faible que le témoin positif. La condition « tuyau » possede la cinétique la plus
faible. Elle semble étre une condition tres intéressante pour diminuer la cinétique de mortalité
face a un agent pathogéne. Dans un challenge, la dose infectieuse est trés importante. En
effet, I'objectif initial était d’avoir un pourcentage de mortalité autour des 50% comme |I'étude
menée par Moreau et al. (2023). Notre pourcentage de mortalité est de 82%, il est trop élevé
par rapport a notre objectif initial. Une dose infectieuse plus faible (comme en condition
naturelle) aurait pu permettre de mettre en évidence des différences plus marquées.
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c. Conclusion sur les enrichissements

Nous allons dans cette conclusion synthétiser les éléments d’enrichissement a retenir
ou a éliminer au vu des résultats obtenus (Tableau 20).

Tableau 20 : Tableau récapitulant les avantages et inconvénient de chaque condition.

Conditions | Résultats | Performance Comportement | Marqueurs de | Résistance
de croissance | et utilisation des | stress aux agents
enrichissements pathogénes

Tuyaux caoutchouc = + = +
Laminaires = + + +

Filtre bleu = + + +

Tapis d’herbe = + + =

Paroi caoutchouc =

Bullage =

Témoin positif =

Témoin négatif =

Un signe « = » signifie que la condition n’a pas d’influence sur le marqueur. Un signe
« + » signifie qu’elle est un enrichissement encourageant au vu de ce marqueur et un signe
« - » signifie qu’elle n’est pas pertinente au vu de ce marqueur.

A partir de ce tableau, nous pouvons mettre en évidence 4 enrichissements intéressants pour
améliorer le bien-étre de la truite arc-en-ciel et sa résistance face aux agents pathogenes a
savoir : les tuyaux en caoutchouc, les laminaires, le filtre bleu et le tapis d’herbe.

Les parois sont un enrichissement a oublier au vu de son manque d’utilisation par les
poissons. Le bullage peut étre gardé mais il est recommandé d’explorer le comportement des
poissons en présence de bulle avec une caméra dans 'eau.

Nous nous intéressons a l'utilisation de I'enrichissement présent dans tous les bacs
(sauf le témoin positif), il s’agit du tuyau en PVC qui est un bon début d’enrichissement. En
effet, nous avons montré que quelle que soit la condition, il était utilisé a un moment T par
6,9% du banc ce qui correspond quasiment a sa capacité maximale. Il serait donc intéressant
de multiplier ce genre d’enrichissement pour que tous les poissons y aient acces.
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d. Comparaison par rapport a la littérature

Nous avons comparé nos résultats par rapport a la littérature. D’'un point de vue de
I'agressivité, Brunet et al. (2022) ont montré que I’enrichissement environnemental réduisait
I'agressivité des animaux. Du c6té de notre étude, nous n’avons pas observé de signe
d’agressivité, donc nous ne pouvons pas conclure sur une réduction de I'agressivité liée a
I’enrichissement.

Contrairement a notre étude, Brunet et al. (2022) ont montré que I'enrichissement
améliorait les performances de croissance. Les poissons étaient pesés tous les 3 semaines
pendant 8 mois. Or la période de notre étude est de 2 mois. Encore une fois, une période plus
longue pourrait permettre de montrer une influence de I'enrichissement sur la croissance.

Dans la littérature (Brunet et al. 2022), ils ont montré que I'érosion de la nageoire
dorsale était significativement plus importante dans les milieux sans enrichissement. Dans
notre étude, nous n’avons pas montré de différence. Ces résultats sont liés a I'agressivité des
poissons, en effet nous n’avons pas observé de comportement agressif ce qui est cohérent
avec I'absence de lésions des nageoires.

D’un point de vue des marqueurs sanguins, ils n‘ont pas trouvé de différence de
cortisol entre les groupes avec enrichissements et les groupes sans. Cela remet en cause le
role de biomarqueur de stress du cortisol (Brunet et al. 2022).

2. Critique du protocole de I'expérience

Nous nous sommes intéressés a deux axes pour discuter du protocole de I'expérience :
le protocole d’observation des poissons et la durée de I'expérience.

a. Observation du comportement

Tout d’abord pour chaque condition, nous avons attribué un jour de la semaine pour
I'observation. L'ensemble des conditions n’a donc pas été observé dans la méme journée au
vu du volume horaire nécessaire pour observer les poissons. Ceci constitue un léger biais dans
notre protocole.

Ensuite, l'observation du comportement des poissons et [l'utilisation des
enrichissements n’ont pas pu étre évalués de maniere optimale dans les conditions « filtre
bleu » et « bullage ». En effet, le filtre bleu a été imposé aux poissons donc nous n’avons pas
pu évaluer son utilisation. Pour remédier a cela nous avons mis en place le bac complet pour
évaluer son utilisation. De plus, lorsque nous observions les poissons de cette condition nous
étions obligés d’ouvrir le capot ce qui supprimait de maniére partiel I'enrichissement.

Le protocole d’observation de la condition « bullage » est a revoir. En effet, il était nécessaire
de couper le bullage pour observer les poissons. Nous n’avons pas pu observer I'utilisation de
I’enrichissement et nous avons créé un stress avec la suppression de ce dernier. Il aurait été
judicieux de mettre en place un systéme d’observation par des caméras sous I’eau pour éviter
de couper les bulles.
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Le protocole initial d’observation des poissons était de ne pas ouvrir le capot pour observer
les poissons. En effet, nous avions mis en place des plaques de plexiglass transparentes sur les
bacs pour bien visualiser les poissons. Finalement, nous avons été obligés d’ouvrir le capot de
chaque bac pour observer les animaux et donc d’occasionner des gestes parasites car il y avait
de la condensation sur le plexiglass qui rendait I’observation impossible.

Nous avons tout de méme évité des biais liés a la prise alimentaire. En effet, les poissons ont
été observés au moins deux heures apres le nourrissage et la chasse d’eau afin que leur
comportement ne soit pas influencé par I'agitation lors de la prise alimentaire ou le calme
postprandiale.

b. Durée de I'expérience

La durée de I'expérience était de 2 mois et représente qu’une faible partie de la vie de
la truie arc-en-ciel en élevage. Une expérience sur une période plus longue aurait sans doute
pu montrer des écarts plus importants par exemple pour les performances de croissance
(Brunet et al. 2022). Au contraire, I'observation du comportement des poissons et de
I"'utilisation des enrichissements ne nécessitent pas forcément une période plus longue. En
effet en 2 mois d’observation, des résultats intéressants ressortent et une période plus longue
pourrait amener I'opérateur a étre moins objectif et a moins voir les détails de comportement.

3. Les marqueurs sanguins

Tout d’abord, les résultats de nos marqueurs sont bien dans le méme ordre de
grandeur que ce qui est décrit dans la littérature (ll. Biomarqueurs pour évaluer le stress des
poissons. Contrairement a ce que nous voulions montrer, il n’existe pas dans notre expérience
de lien linéaire entre la glycémie, la lactatémie et la cortisolémie. Dans I'étude de A White et
al (1986) ils ont montré en travaillant sur la plie commune (Pleuronectes platessa) qu’il existe
une corrélation significative entre la glycémie et la cortisolémie. L'espece étudiée est
différente de notre étude mais nous pouvons penser que des résultats similaires peuvent étre
obtenus sur la truite-arc-en-ciel.

a. Le cortisol plasmatique

Nous nous attendions a des résultats plus tranchés notamment entre le témoin positif
et les autres conditions. La cortisolémie du témoin positif est plus élevée de maniere
significative que sur un des 3 temps. Nous pensions que les manipulations stressantes auraient
contribué de maniere plus importante a I'augmentation du cortisol sanguin. De plus, nous
pensions avoir une augmentation du cortisol pour le témoin négatif pour montrer que
I’'absence d’enrichissement contribuait au stress du poisson.

Les sources de stress externes comme la péche ont été évitées avec la mise en place d’'une
anesthésie directement dans les bacs ce qui a permis de revaloriser la mesure du cortisol dans
le sang souvent décrit comme marqueur du stress aigu et non du stress chronique recherché
ici. Mais nous constatons que ce marqueur ne permet pas de bien révéler les conditions
d’élevage des poissons.

Toutefois, au cours du temps d’élevage nous avons montré que la cortisolémie moyenne de
tous les poissons était significativement différente entre T1 et le groupe T2-T3. Cela nous
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amene a penser que I'ensemble des conditions a contribué a diminuer le stress des poissons
au cours du temps.

b. Le glucose

De la méme maniere que pour le cortisol, nous nous attendions a des glycémies
moyennes plus élevées pour les témoins. Pour les 3 temps, la glycémie n’est pas différente
entre les conditions. Nous pouvons alors émettre deux options : soit les poissons ne sont
réellement pas plus stressés d’une condition a I'autre, soit la glycémie n’est pas un marqueur
pertinent pour évaluer le stress. Au vu des résultats de comportement, il semblerait que
certaines conditions soient plus stressantes que d’autres donc la glycémie dans notre
expérience n’est pas un marqueur de stress pertinent.

c. Les lactates

De la méme maniére, nous attentions a des résultats plus tranchés. Elle est cohérente
avec le comportement observé pour la condition « paroi » avec une lactatémie supérieure aux
témoins pour deux temps sur trois. Elle ne nous apporte pas plus d’information.

Les trois marqueurs sanguins mettent en évidence des valeurs parfois antagonistes entre elles
qui rendent le résultat difficile a interpréter. lls ne mettent pas en évidence de maniére
optimale les conditions d’élevage des poissons. lls ne sont pas forcément les meilleurs
marqueurs pour analyser le stress. En effet, Prunet, Sturm, et Milla (2006) ont montré que
grace a une comparaison des séquences et une analyse phylogénétique que les poissons
possedent des récepteurs GR (récepteur de glucocorticoide comme le cortisol) mais aussi des
récepteurs MR (récepteur minéralocorticoide). Les résultats de leur étude ont montré que le
cortisol semble étre le ligand physiologique du GR, cela n’est pas forcément le cas du MR qui
semble avoir une forte affinité pour la désoxycorticostérone (DOC). La DOC peut donc étre un
ligand physiologique du récepteur MR. Les informations sur cette molécule sont encore peu
élucidées chez le poisson, il est donc intéressant de voir quel réle occupe la DOC dans la
réponse au stress.

d. Le cortisol dans les écailles et nageoires

La mise en place du dosage du cortisol dans les écailles et les nageoires n’a pas été
aisée. En effet, nous avons commencé a réaliser des tests de dosage avec des poissons adultes
déja présents a la station aquacole. Nous avons donc réalisé ces premiers tests avec des
écailles plus « grandes » et donc plus difficile a broyer. Ces premiers résultats ont révélé
beaucoup d’échantillons en dessous de la gamme du kit (0,1 a 30 ng/ml). Nous avons émis
I’hypothese qu’il y avait un probléme d’extraction du cortisol d{ a un broyage insuffisant des
échantillons. Nous avons donc changé la technique de broyage. En effet, nous avons décidé
de broyer les échantillons au mortier puis au broyeur. Nous avons obtenu une poudre blanche
correcte pour la suite du protocole. Les résultats a la suite de ce deuxieme essai se sont révélés
également décevants.

A partir de ces deux premiers essais, nous avons pensé que le cortisol dans les écailles et
nageoires était trop faible dans ces matrices pour étre dosé et donc que ce marqueur n’était
pas pertinent pour évaluer le stress chronique dans notre étude.
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Nous avons ensuite trouvé dans la littérature une procédure de lavage différente de celle que
nous avons utilisée pour les deux premiers essais (Carbajal et al. 2018; 2019). En effet, la
procédure que nous utilisions (celle pour les poils de porc) passe par deux lavages a I'eau puis
deux lavages a l'isopropanol. Or dans les travaux de Carbajal et al. (2018) il est décrit que I'eau
peut éliminer une partie du cortisol présent dans les matrices. Cela pourrait donc expliquer
pourquoi nous avions une concentration en dessous des gammes lors des premiers essais. Ils
recommandent donc 3 lavages a l'isopropanol uniquement. Dans cette étude, ils utilisent
également un kit de dosage avec une gamme plus faible. Nous avons donc réitéré un troisieme
essai avec ce nouveau kit et cette nouvelle technique de lavage qui n’a pas montré de
meilleurs résultats.

Aerts et al. (2015) ont tenté également de mesurer la quantité de cortisol dans les
écailles de la carpe commune (Cyprinus carpio). Dans leur étude, ils ont montré grace a la
technique de spectrométrie de masse par chromatographie liquide ultra-performante que les
valeurs de cortisol dans les écailles étaient de I'ordre du pmol par écaille. Les kits de dosage
gue nous avons utilisés avaient des gammes trop élevées par rapport aux résultats de Aerts
et al. (2015). C'est une raison pour laguelle nous n’avons pas pu mettre en évidence de cortisol
dans les écailles.

Il est intéressant de se demander si les kits de dosage que nous avons utilisés pour
mesurer le cortisol dans le sang auraient pu permettre de mesurer également la quantité de
cortisol dans les écailles. La gamme des kits utilisés pour la technique de dosage radio-
immunologique est de 0 a 1600 nmol/L. La faisabilité dépend de la quantité dans laquelle il
faut diluer la poudre d’écaille obtenue apres broyage. Il serait donc intéressant de réaliser
plusieurs essais pour adapter au mieux le protocole. La technique de dosage radio-
immunologique semble prometteuse pour mesurer la quantité de cortisol dans les écailles.

e. Corrélation entre les variables

Nous avions vu dans la littérature que les marqueurs cortisol, lactates et glucose
plasmatiques étaient liés. Une augmentation de cortisol entraine une augmentation de
glucose et de lactates dans le sang. Notre expérience n’a pas montré ces résultats. En effet les
coefficients de corrélation calculés ne montrent pas de lien entre ces marqueurs. Cette
absence de corrélation peut avoir plusieurs origines. Tout d’abord, nous pouvons avoir une
cinétique de production du glucose ou des lactates plus lente que celle du cortisol. Donc au
moment de la prise de sang la néoglucogenése ne s’est peut-étre pas encore déroulée ou
partiellement. De plus, nous soulevons également la difficulté que nous avons eue pour
prélever 1 a 2 mL de sang sur des petits poissons de 90 g (au temps T1). Ce constat a pu
également influencer les résultats obtenus.

4. La modélisation statistique

Pour la comparaison des variables poids et taille, nous n’avons pas eu de probleme
d’effectif du fait que tous les poissons anesthésiés étaient pesés et mesurés. Nous avons donc
pu utiliser des tests paramétriques en émettant des hypotheéses.

Cependant, pour comparer les valeurs des marqueurs sanguins, nous n’avions que 5 valeurs
par bac et donc 15 par condition. Cette effectif ne nous a pas permis d’utiliser des tests
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paramétriques car il fallait au minimum 30 échantillons par condition. Nous avons d{ utiliser
des tests non paramétriques moins puissants que ces derniers. Ce manque de puissance peut
expliquer I'absence de différence significative.

Pour la comparaison de la mortalité pendant le challenge infectieux, nous voulions
réaliser un modele de régression logistique pénalisée multivariée en prenant en compte la
mortalité, les symptomes externes (furoncle et leur taille), les symptomes internes (tube
digestif hémorragique et hypertrophie de la rate) et les résultats de la bactériologie. Ce
modele n’a pas abouti en raison de certaines variables trop puissantes (le pourcentage de
bactériologie positive ou encore le pourcentage de rate hypertrophique et de tube digestif
hémorragique) qui ne laissaient pas voir les différences des autres variables. L’objectif initial
était de voir si un individu était plus ou moins malade selon les symptomes qu’il présentait.
Or ici, ces trois variables étaient trop représentées au sein du pool d’individus malades/morts
et donc écrasaient les différences des autres variables. Nous avons donc opté pour le méme
modeéle mais en analyse uni variée avec simplement la variable mortalité selon les conditions.
Ce modeéle nous a permis de mettre en évidence des différences non visibles avec I'analyse
multivariée comme la différence de mortalité entre la condition « tuyau » et le témoin positif.

Pour la comparaison du score des nageoires, nous avons fait le choix de ne travailler
uniguement avec les résultats de la nageoire dorsale car c’était celle qui était le plus souvent
atteinte. Nous avons réalisé un modele linéaire mixte multivarié pour mettre en évidence le
risque d’avoir une lésion grave et vive au niveau de la nageoire dorsale. Nous avons montré
gue ce risque n’était pas différent d’'une condition a une autre. Il aurait été intéressant de
s’'intéresser aux autres nageoires pour voir si d’autres résultats pourraient étre mis en
évidence. En effet, nous pouvons penser que pour mettre en évidence un comportement
agressif il faudrait s’intéresser a la nageoire annale ou pelvienne car ce sont celles les plus
accessibles par I'agresseur lors d’'une « course-poursuite ».

5. La transposition a une plus grande échelle : |'élevage

a. Biosécurité et hygiéne

D’un point de vue de la biosécurité et de I’hygiéne, nous avons constaté que certains
enrichissements sont plus appropriés que d’autres. En effet, lors des 2 mois d’observation
nous avons constaté que de I'aliments s’accumulaient entre la paroi du bac et la paroi en
caoutchouc, sur le support des laminaires et sur le tapis en herbe. De plus, le bullage ne
permettait pas aux déchets et aliments non mangés de sédimenter dans le fond et de partir
avec la chasse d’eau quotidienne. Pour les enrichissements avec le filtre bleu et les tuyaux en
caoutchouc, nous n’avons pas constaté d’accumulation d’aliments ou de déchet.

b. Mise en place et facilité de lavage et désinfection

Nous avons constaté pour les enrichissements qui devenaient sales rapidement
(environ une semaine) qu’il était plus ou moins facile de les laver et de les désinfecter. Les
enrichissements en caoutchouc comme les parois et les tuyaux sont faciles a mettre en place
et a enlever pour les laver et les désinfecter. Par contre, les laminaires et les tapis en herbe
sont plus compliqués a bien laver en raison de leur surface importante avec I'eau.
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La mise en place d’un filtre bleu a plus grande échelle nécessite une installation au-dessus du
bassin pour y apposer le filtre. L'avantage, c’est qu’il n’est pas nécessaire de le laver et de le
désinfecter régulierement car il n’est pas en contact avec I’eau. Donc une fois mis en place,
nous n’avons plus a nous en soucier. Il peut cependant étre génant lors de la péche des
poissons pour les trier. Dans tous les cas, lors de manipulations des poissons (pour les trier ou
pour d’autres manipulations) il est nécessaire d’enlever tous les enrichissements.

c. Produits chimiques et enrichissements

Nous avons vu dans la littérature que certains matériaux utilisés pour les
enrichissements peuvent libérer des produits chimiques dans I’eau (5. L’enrichissement a plus
grande échelle ?). Les enrichissements en caoutchouc que nous avons utilisés avait une forte
odeur, caractéristique du caoutchouc. Nous avons donc décidé de les laisser tremper dans une
eau circulante pendant un mois avant I'expérimentation pour éliminer cette odeur et les
potentiels produits chimiques présents. Dans une étude menée par Stephensen et al. (2005),
ils ont montré que le lixiviat de caoutchouc provenant notamment des pneus était toxique
pour les poissons. Dans leur étude, ils ont exposé des truites arc-en-ciel a des tuyaux en
caoutchouc. lls ont constaté, qu’apres analyse, I'’eau des bassins était contaminée avec du 2-
mercaptobenzothiazole et de la diphénylamine provenant du caoutchouc. Des métabolites de
ces molécules ont été retrouvés dans la bile des poissons. |l est donc nécessaire de choisir des
matériaux « non toxiques » pour les poissons pour mettre en place des enrichissements.

d. Densité et enrichissement

Nous avons constaté que, pour la condition « tuyau », tous les poissons étaient au fond
cachés dans les tuyaux. Nous pouvons nous demander si la mise en place d’enrichissements,
en I'occurrence les tuyaux ici pouvaient augmenter la densité de poissons dans un bassin sans
altérer le bien-étre des poissons. En effet, la mise en place de tuyaux augmente la surface
disponible pour les poissons. lls ont la possibilité d’étre au-dessus, en-dessous, dedans ou a
cOté des tuyaux sans gu’ils ne voit ou soit trop proche d’un congénére, ainsi ils ont « plus de
place ». Cela permettrait d’augmenter la productivité en contribuant au bien-étre animal, car
nous avons montré précédemment que les tuyaux en caoutchouc font partie des
enrichissements encourageants. Au contraire les parois en caoutchouc naugmentent pas la
surface disponible car elles sont apposées sur les parois du bassin dans notre expérience.

e. Compétition pour les enrichissements

La question de la compétition entre les individus se pose car il ne faudrait pas que les
enrichissements créent une compétition au sein du banc de poisson et que cela favorise des
comportements agressifs. C'est pourquoi I'enrichissement d’un bassin doit étre adapté a
chaque espéce et a la densité de poissons. En effet, pour améliorer le bien-étre au sein d’un
bassin il ne suffit pas de mettre en place un enrichissement dans un coin. Il est nécessaire d’en
mettre suffisamment pour que tous les poissons y aient accés. Cela nécessite donc un
investissement important que cela soit économique avec le prix des matériaux ou que cela
soit en terme de temps avec le temps nécessaire a la mise en place, le lavage et la désinfection
des enrichissements.
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IV. Conclusion de la phase expérimentale et perspectives

Nous avons mis en évidence que la réalisation d’un protocole expérimental n’est pas
aisée et qu’il peut toujours étre amélioré. Dans notre cas, augmenter la durée de I'expérience
aurait pu permettre d’observer des écarts plus intéressants entre les conditions testées.

Nous avons montré que I'enrichissement du milieu d’élevage de la truite arc-en-ciel
est une voie trés intéressante pour améliorer le bien-étre animal. En effet, nous avons noté
qgue les enrichissements « tuyaux », « laminaires », «filtre bleu » et « herbe » sont des
enrichissements encourageants pour la suite. En revanche, I’enrichissement « paroi » n’est
pas pertinent. Le bullage reste un enrichissement qui mérite d’étre plus étudié.

Enfin, nous avons également montré que les marqueurs de stress utilisés ne sont pas
toujours faciles a interpréter. En effet, les marqueurs sanguins révélent plus un stress aigu
alors que le cortisol dans les écailles traduit un stress chronique. Il n’est pas toujours évident
de croiser ces données aux comportements observés des poissons.

Lors des manipulations, nous avons prélevé du sang pour doser les c-miARN et le
cerveau pour étudier le niveau d’expression des genes impliqués dans la sensibilité du poisson.
Les différents genes qui pourraient étre analysés sont npas4b et pcna qui sont deux génes
impliqués dans I'activité neuronale mais aussi mapkl, mapk erk, mtor et creb qui sont des
génes impliqués dans la plasticité neuronale (Cardona et al. 2022).

De plus, le dosage des c-miARN pourrait permettre de savoir si ces molécules sont des
biomarqueurs plus pertinents que le cortisol, le lactate et le glucose pour évaluer le stress et
le bien-étre chez le poisson.
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Conclusion générale

Au cours de notre étude, nous avons voulu montrer qu’améliorer les conditions
d’élevage de la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) pouvait passer par une phase
d’enrichissement du milieu. Cet enrichissement est associé a une complexification du milieu
qui stimule les poissons. Il se décline sous plusieurs formes notamment I’enrichissement
structurel et I'enrichissement sensoriel sur lesquelles nous nous sommes penchés dans nos
expériences. Les différents objectifs de cette étude étaient d’améliorer le bien-étre des
animaux, d’augmenter les performances de croissance, d’étudier le comportement des
poissons en présence d’enrichissements et d’évaluer la robustesse des poissons ayant vécu
dans un milieu enrichi. Il est nécessaire de rappeler que les trois derniers objectifs ne peuvent
pas se détacher de I'objectif principal a savoir : améliorer le bien-étre des animaux.

Pour quantifier le bien-étre animal durant I'étude, nous avons utilisé différents
marqueurs : des parameétres sanguins (la cortisolémie, la glycémie et la lactatémie),
I’'observation du comportement des animaux et leur utilisation des enrichissements. Nous
avons noté qu’il n’était pas évident de corréler les différents marqueurs entre eux et qu’il était
encore plus difficile de les corréler aux comportements des poissons. Pour analyser les
performances de croissance, nous avons mesuré et pesé les poissons a trois reprises pendant
la phase expérimentale. Cela nous a permis d’évaluer la prise de poids selon les types
d’enrichissements. Enfin, une comparaison de la mortalité et une analyse de survie ont permis
d’analyser l'effet d’enrichissement présent pendant une phase d’élevage au vu de la
robustesse des poissons face aux agents pathogenes.

Nous avons montré dans notre étude que les enrichissements n’influencent pas les
performances de croissance des animaux sur la période donnée. Nous avons noté quelques
tendances qui se dégagent notamment pour les enrichissements de type laminaire et filtre
bleu qui ont les valeurs de poids les plus élevées. Il serait intéressant de répéter cette
expérience et ce suivi de croissance sur une période plus longue.

L’analyse statistique de la cortisolémie, de la lactatémie et de la glycémie n’a pas montré de
différence entre les enrichissements testés. Or, nous avons constaté pour les trois
parameétres une baisse significative au cours du temps pour I'ensemble des conditions. Cela
suggere une baisse du stress et une amélioration du bien-étre durant la phase expérimentale.

Au niveau du comportement, nous avons montré que les laminaires, les tuyaux en
caoutchouc, le filtre bleu et le tapis en herbe sont des enrichissements encourageants. En
effet, I'ensemble des poissons ont utilisé ces enrichissements. En revanche, les parois en
caoutchouc ont été délaissées par les poissons et semblent ne pas étre a retenir. Un point
important a noter est que I'ensemble des enrichissements testés n’a pas favorisé de
comportements stéréotypés, n’a pas augmenté la mortalité ou la morbidité et n’a pas blessé
les poissons.

Les résultats du challenge infectieux ont montré de maniere significative que les tuyaux en
caoutchouc ont joué un role dans la résistance des poissons a I'agent pathogéne. Au contraire,
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le bullage et le tapis en herbe ont des résultats similaires au témoin positif ou la mortalité est
maximale.

Nous nous sommes demandés ensuite si cette mise en place d’enrichissements était
transposable a plus grande échelle. Les enrichissements en caoutchouc répondent aux critéres
de lavage et de désinfection. Cela est plus compliqué pour les laminaires et le tapis en herbe.
Le filtre bleu quant a lui est plus difficile a mettre en place mais ne nécessite pas de lavage, ni
de désinfection.

Pour conclure, nous retenons a la suite de cette étude, que les tuyaux en caoutchouc
présentent le plus de points positifs alors méme qu’ils pourraient permettre d’augmenter la
densité de poissons en améliorant leur bien-étre. Mais la notion d’enrichissement mérite
encore d’étre étudiée afin d’explorer d’autres aspects que nous n’avons pas abordés comme
évaluer de maniére non subjective la notion de lavage et de désinfection des enrichissements.
Il serait également intéressant de mener une enquéte sur le terrain pour évaluer I'acceptation
des éleveurs.
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Annexes

Annexe 1 : Description de I'air lift

L’air lift est un tuyau verticale percé par 75 trous de 1 mm de diametre disposés de
maniere hélicoidale sur 7,5 cm du tuyau. Sur le tuyau vertical, est placée une chambre de
compression sur les 75 trous (Figure 59) ou de I'air est introduit par un tuyau en silicone de 5
mm de diameétre. Cela permet de faire remonter de I'’eau dans le tuyau. L'échange air-eau se
fait par les trous de 1 mm. Plus les trous sont petits plus il y a de bulles dans le tuyau et plus
la surface d’échange air-eau est conséquente. Cela engendre un courant d’eau oxygénée qui
parcourt le tuyau. Une colonne de dégazage a été mise en place afin d’évacuer I'air (pauvre
en oxygene) en fin de course du tuyau. Cela permet d’avoir moins d’air en sortie du tuyau et
de ne pas troubler la surface de I'eau. L'eau ainsi plus lourde, car dégazée, entraine par sa
densité le systeme complet.

- -‘v.u
Figure 59 : Photographies du tuyau perforé en hélice.
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Colonne de dégazage : tuyau de
23cm, diametre 32mm

Tuyau  horizontal de
33,5cm et diametre

Tuyau 9cm, diameétre

/

/

Tuyau PVC de 52,7cm, diametre
32mm perforé (75 trous de 1mm
de diameétre en hélice sur 7.5cm)

<—— Sortie de leau: tuyau
23cm. diameétre 32mm

L
| Tuyau plastigue 5mm de 1,50m
relié a une sortie d’air

Chambre de compression : tuyau PVC pression de 14cm,
diamétre 63mm, foré par un tuyau pour injecter 'air
(5mm). Etanchéité: joints et tuyaux réducteurs de
diamétre 50mm et longueur 2cm

Figure 60 : Photographie d’un air-lift.

Les coudes font 2 cm de longueur 32 mm de diametre et le degré est de 87°. Les trépieds de
biche font 8,5 cm de longueur, 32 mm de diameétre et 87° de degré.
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Capot en plexiglas transparent Air-lift  fixé au Arrivée d’air/ Arrivée d’eau

pour observer les poissons capot

Figure 61 : Photographies d’un bac 200L équipé du systeme d’air-lift.

Sur la Figure 61 nous pouvons voir un systéme de capot en plexiglas équipé du systeme
d’air-lift. Ce systéme nous permet de pouvoir observer aisément le comportement des
poissons.

Une expérience pour comparer les deux systémes d’oxygénation de l'eau a été
réalisée. Nous avons mis en place 5 bacs avec les biomasses suivantes : bac 1,2,3 : 8 poissons
de 400 g dans 200 L = 16 kg/m?3, bac 4, 5 : 9 poissons 400 g dans 200 L =18 kg/m3.

Chaque bac va servir dans un premier temps a I'expérience des air-lift puis dans un
deuxieme temps a I'expérience des bulleurs. Ainsi nous pourrons comparer les deux méthodes
sur des biomasses identiques. Le but étant de valider le modéle air-lift pour s’affranchir d’une
surface troublée par les bulles et ainsi observer les poissons de maniére optimale.

Tout d’abord, nous avons noté les valeurs d’oxygeéne dans les bacs avec un oxymetre.
Le bac n’étant pas homogene en oxygene suite a I’'oxygénation par les bulles nous avons relevé
les mesures en sortie de bac. Nous avons coupé air-lift et bulleur, au bout de 60 min nous
avons relevé la valeur en oxygene pour les 5 bacs. Nous avons alors constaté que le simple
renouvellement d’eau permet de maintenir une concentration minimale en oxygene dans le
bac. Nous avons ensuite réalisé une cinétique sur 30 min apres avoir relancé les air-lift.
L’expérience a été réitérée avec les bulleurs.
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Comparaison air-lift/bulleur, teneur en
oxygene en fonction du temps

11,50
I

T T

11,00 . T +

T L = T —

10,50 L 1 L

T T

10,00
9,50
9,00

Tmax TO 5 10 15 20 25 30

e Oxygene Air-lift (mg/L) Oxygeéne Bulleur (mg/L)

Figure 62 : Graphique comparant I’efficacité des air-lift par rapport aux bulleurs, la teneur en
oxygene est exprimée en fonction du temps.

Nous constatons que les bulleurs atteignent les valeurs d’oxygéne standards plus
rapidement que les air-lift. Les bulleurs sont plus efficaces que les air-lift. Cependant, le
systeme air-lift associé a I'apport d’eau du systéme recirculé permet de regagner des valeurs
en oxygene standards en 30 minutes ce qui est acceptable pour notre expérience. Nous avons
donc choisi d’utiliser le systéme d’air-lift. 24 air-lift ont donc été construits pour I'expérience
(1 par bac de 200 L).
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Annexe 2 : Planning des expériences

3 avril

Mi mars 2023 Semaine Semaine

2023 Semaines du 5

dulmai du 29 mai au 16 juin 16 juin

Acclimatation dans les
bacs - 16 °C

Observation des animaux — grilles indicateurs physiques et
comportementaux June fois par semaine

Allotement en TO

bace do 2001 T1(T0+4 T2(T0+8

acs de . .
semaines) semaines)

Pesé
24 bacs de 30 cesee
. Mise en place des . Pesée
polssons enrichissements Pesée :
3 bacs=1lot Euthanasie et Euthanasie et

Euthanasie et
prélévements sur 5
poissons par bac
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Annexe 3: Schéma morphologique pour le diagnostic et la classification des principales lésions
externes de la nageoire dorsale (Noble, Gismervik, et Iversen 2020).

1 2 3

Healed fin
damage

Most of the fin remaining Half of the fin remaining ‘Vet,yflittlen‘ffhe?ﬁn'remaining_‘

Active fin damage,
splitting,
haemorrhaging

Most of the fin remaining Half of the fin remaining Very little of the fin remaining
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Annexe 4 : Grille utilisée lors des trois temps de I'expérience pour noter, le poids, la taille et le

score des nageoires
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Annexe 5 : Grille d’observation du comportement des poissons des bacs 24 bacs de 200L

Date :

Heure :

N°bassin

et type

d'enrichissement

Temps

passé depuis

dernier repas (en min)

le

@ 1TAVI

UINSTITUT TECHNIQUE DES FILIERES
AVICOLE, CUNICOLE ET PISCICOLE

Réaction

a l'homme

1) Pas de réaction)

2) Poissons a moitié groupés
devant ou a l'opposé de
I'observateur

3)Tous les poissons

sont groupés
I'opposé/devant
I'observateur

a

Préciser la réaction

normal

Temps d'habituation avant
retour au comportement

Indicateurs
comportementaux (phase
1)

TO min

T5 min

Remarques

Nage active

Nage stagnante

Activité du bac (de 1 a 3)
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Groupe 1 (% du bac)

G1:Zones (Fond : 1, Milieu :
2 et/ou Surface : 3)

G1 : Activité ( Calme : 1,
Movyen : 2, Agité : 3)

G1 : Environnement (Tube
PVC : 1, Enrichissement : 2,
Autres zones : 3)

Groupe 2 (% du bac)

G2 : Zones (Fond : 1, Milieu :
2 et/ou Surface : 3)

G2 : Activité ( Calme : 1,
Moyen : 2, Agité : 3)

G2 : Environnement (Tube
PVC : 1, Enrichissement : 2,
Autres zones : 3)

Répartition horizontale (%
d'individus dans chaque
zone)

Bien répartis sur I'ensemble
de la surface

Au centre du bassin

Sur les bords du bassin

Répartition dans les
enrichissements (%
d'individus dans chaque
zone)

Tunnels en caoutchouc
(tuyaux)

Laminaires : nombre
d'individus par min

Bulleur

Filtre bleu

Autres zones

Indicateurs
comportementaux (phase
2)

Total
(nombre)

sur

5min

Total
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Sauts Moribonds
Accélérations

brusques/changement

brusques de direction Mortalité

Déséquilibre vessie
natatoire

Comportements agressifs

Hyperventilation en surface

Prostration

Comportements
stéréotypés

Nage verticale

Nage sur le flanc

Frottement des
levres/flancs contre la paroi

Alimentation

Prise alimentaire/Refus

Approche vers opérateur
lors de la distribution

Caractéristiques physiques

Couleur anormale

Conformation anormale
(gonflé ou maigre)

Yeux anormaux
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Annexe 6 : Grille d’observation des symptémes de la maladie de la furonculose
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Annexe 7 : Dictionnaires de données pour le codage dans R

Dictionnaire de données concernant la base de données par individu notée 1 :

Nom variable | Signification Codage R Type Unité Commentaires
Poissons Indentification Poisson Qualitatif | Concaténation | « P » sur les
du poisson par nominale | du temps de | grilles
rapport a son prélevement,
numéro, a son du numéro du
bac et au temps bac et du
de préléevement numéro du
poisson
Numéro du | Numéro de | Num_Bac Qualitatif | B1aB24 «B» sur les
bac chaque bac nominale grilles
Numéro du | Numéro du | Num_Poisson Qualitatif | P1a P30
poissons poissons (de 1 a nominale
30)
Temps Temps de | Temps Qualitatif | T1aT3
prélevement nominale
Poids Poids de chaque | Poids Quantitatif | Gramme
poisson en continue
gramme
Taille Taille de chaque | Taille Quantitatif | Gramme
poisson en cm continue
Conditions Conditions Condition texte
d’enrichissement
Erosion Score d’érosion | Dorsale_Cicatrise Quantitatif | De1a 3
nageoire nageoire dorsale discret
dorsale cicatrisé
cicatrisé
Erosion Score d’érosion | Dorsale_Vif Quantitatif | De1a 3
nageoire nageoire dorsale discret
dorsale a vif a vif
Erosion Score d’érosion | Caudale_Cicatrise Quantitatif | De1a 3
nageoire nageoire caudale discret
caudale cicatrisé
cicatrisé
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Erosion Score d’érosion | Caudale_Vif Quantitatif | De1a 3

nageoire nageoire caudale discret

caudale avif | avif

Erosion Score d’érosion | Pelvienne_Cicatrise | Quantitatif | De1a 3

nageoires nageoires discret

pelviennes pelviennes

cicatrisé cicatrisé

Erosion Score d’érosion | Pelvienne_ Vif Quantitatif | Del1a3

nageoires nageoires discret

pelviennes a | pelviennes a vif

vif

Erosion Score d’érosion | Pectorale_Cicatrise | Quantitatif | De1a 3

nageoires nageoires discret

pectorales pectorales

cicatrisé cicatrisé

Erosion Score d’érosion | Pectorale_Vif Quantitatif | De1a3

nageoires nageoires discret

pectorales pectorales a vif

vif

Erosion Score d’érosion | Opercule Quantitatif | De0a 3

opercules opercules discret

Erosion Score d’érosion | Bouche Quantitatif | De1a3

opercules bouche/nez discret

Nécroses Score de | Nécrose Quantitatif | De1a3
nécroses discret

Exophtalmie Scores Exophtalmie Quantitatif | De1a3
d’exophtalmie discret

Déformation | Score de | Déformation Quantitatif | De1a3

vertébrale déformation discret

vertébrale
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Glucose Concentration Glu Quantitatif | En g/L
en glucose continue
plasmatique en
g/L
Lactates Concentration Lact Quantitatif | En mmol/L
en lactates continue
plasmatique en
mmol/L
Cortisol sang | Concentration Cort_Sang Quantitatif | En mmol/L
en cortisol continue
plasmatique en
mmol/L
Cortisol Concentration Cort_Ecaille Quantitatif | En pg/mg
écailles en cortisol dans continue
les écailles en
pg/mg
Poids écailles | Poids écailles Poids_Ecaille Quantitatif | En mg
continue
Concentration | Concentration Cort_Ecaillel Quantitatif | En ng/ml
cortisol cortisol écailles continue
écailles ng/ml
Cortisol Concentration Cort_Nageoire Quantitatif | En pg/mg
nageoires en cortisol dans continue
les nageoires en
pg/mg
Poids Poids nageoires Poids_Nageoire Quantitatif | En mg
nageoires continue
Concentration | Concentration Cort_Nageoirel Quantitatif | En ng/ml
cortisol cortisol nageoire continue

nageoires

ng/ml
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Dictionnaire de données concernant la base de données d’observation du comportement des

24 bacs notée 2 :

Nom Signification Codage R Type Unité Commentaires
variable
Bac Identification du | Bac Qualitatif | Concaténation
bac en fonction de nominale | de la semaine
la semaine d’observation,
d’observation, de du numéro du
son numéro et de bac et de la
sa condition condition
d’enrichissem
ent
N°bac Numeéro du bac Num_Bacl Qualitatif | De 1a24
nominale
Conditions Conditions Condition texte
d’enrichissement
Semaine Numéro de la | Num_Semaine Qualitatif | De S1aS7
d’observatio | semaine nominale
n d’observation
Temps de | Temps nécessaire | Temps_Normale Quantitati | De 0 a l'infini
retour a la | aux poissons pour f continue | en minutes
normale retrouver un
comportement
normal
Nage active Pourcentage de | Nage_Active Quantitati | pourcentage
poissons qui f discret
nagent
Nage Pourcentage de | Nage_Immobile Quantitati | pourcentage
stagnante poissons f discret
immobiles
Activité  du | Activité du bac Activite_Bac Quantitati | De1a3 Calme : 1,
bac f discret Moyen : 2,
Agité : 3
Nage Nage désorientée | Nage Desorientee | Quantitaif | 2 modalités : -
désorientée binaire 1=0ui-0-=
Non
Groupe 1 (% | Pourcentage du | Groupel Quantitati | pourcentage
du bac) groupe 1 f discret
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G1:Zones Zone ou se situe | Zone_Groupel Quantitati | 1, 2,3, 12, 13, | Fond : 1,
les poissons du f discret 23 et 123 Milieu : 2
groupe 1 et/ou Surface :

3

G1 : Activité | Activité du groupe | Activite_Groupel Quantitati | Del1a3 Calme : 1,

1 f discret Moyen : 2,
Agité : 3

Gl : | Utilisation des | Enrichissement_Gr | Quantitati | 1, 2,3, 12, 13, | Tube PVC : 1,

Environneme | enrichissement oupel f discret 23 et 123 Enrichissemen

nt par le groupe 1 t : 2, Autres

zones: 3

Groupe 2 (% | Pourcentage du | Groupe2 Quantitati | pourcentage

du bac) groupe 2 f discret

G2 :Zones Zone ou se situe | Zone_Groupe2 Quantitati | 1, 2,3, 12, 13, | Fond : 1,
les poissons du f discret 23 et 123 Milieu : 2
groupe 2 et/ou Surface :

3

G2 : Activité | Activité du groupe | Activite_Groupe2 Quantitati | Del1a3 Calme : 1,

2 f discret Moyen : 2,
Agité : 3

G2 : | Utilisation des | Enrichissement_Gr | Quantitati | 1, 2,3, 12, 13, | Tube PVC : 1,

Environneme | enrichissement oupe2 f discret 23 et 123 Enrichissemen

nt par le groupe 2 t : 2, Autres

zones: 3

Bien répartis | Répartition  sur | Ensemble_Surface | Quantitaif | 2 modalités : -

sur I'ensemble de la binaire 1 =0ui-0-=

I'ensemble surface Non

de la surface

Au centre du | Répartition au | Centre_Bassin Quantitaif | 2 modalités : -

bassin centre du bassin binaire 1=0ui-0-=

Non
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Sur les bords | Répartition sur les | Bords_Bassin Quantitaif | 2 modalités : -
du bassin bords du bassin binaire 1=0ui-0-=
Non
Tube PVC Utilisation du | Tube_PVC Quantitati | pourcentage
tube PVC f discret
Enrichisseme | Utilisation de | Enrichissement Quantitati | pourcentage
nts I’enrichissement f discret
mis en place
Laminaires/H | Nombre Nombre_Laminaire | Quantitati | De 0 a l'infini
erbe d’individus qui f discret
nombres passent dans les
d'individus laminaires ou
par min I’herbe en 1 min
Sauts Nombre de sauts | Saut Quantitati | De 0 a l'infini
en 5 min f discret
Accélération | Nombre Acceleration Quantitati | De 0 a l'infini
s d’accélérations en f discret
5 min
Déséquilibre | Nombre de | Vessie Quantitati | De 0 a l'infini
vessie déséquilibre de la f discret
natatoire vessie  natatoire
en 5 min
Comporteme | Nombre de | Agression Quantitati | De 0 a l'infini
nts agressifs | comportements f discret
agressifs en 5 min
Hyperventila | Nombres Hyperventilation Quantitati | De 0 a l'infini
tion en | d’hyperventilatio f discret
surface n en surface en 5
min
Prostration Nombre Prostration Quantitati | De 0 a l'infini
d’animaux f discret
prostrés en 5 min
Nage Nombre de | Nage_ Verticale Quantitati | De 0 a l'infini
verticale poissons qui nage f discret

verticalement en
5 min
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Nage sur le | Nombre de | Nage_Flanc Quantitati | De 0 a l'infini
flanc poissons qui nage f discret
sur le flanc en 5
min
Frottement Nombre qui se | Frottement Quantitati | De 0 a l'infini
parois frotte sur les f discret
parois en 5 min
Prise Poissons mangent | Alim Quantitati | 2 modalités :
alimentaire rapidement apres f binaire 1=0ui-0
la distribution de Non
nourriture
Approche Poissons Operateur Quantitati | 2 modalités :
opérateur s’approche de f binaire 1=0ui-0
'opérateur lors Non
de la distribution
de nourriture
Couleur Nombre de | Couleur Quantitati | De 0 a l'infini
anormale poissons avec une f discret
couleur anormale
Conformatio | Nombre de | Conformation Quantitati | De 0 a l'infini
n anormale poissons avec une f discret
conformation
anormale
Yeux Nombre de | Yeux Quantitati | De 0 a l'infini
anormaux poissons avec des f discret
yeux anormaux
Moribonds Nombre de | Moribond Quantitati | De 0 a l'infini
poissons f discret
moribonds
Mortalité Nombre de | Mort Quantitati | De 0 a l'infini
poissons morts f discret
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Dictionnaire de données concernant la base de données relative au challenge infectieux notée

3:
Nom variable Signification Codage R Type Unité Commentaires
Poissons Indentification | Poisson Qualitatif | Concaténation
du poisson par nominale | du numéro du
rapport a son bac et du
numéro, a son numéro du
bac poisson
Numéro du bac | Numéro de | Num_Bac Qualitatif | B1aB24
chaque bac nominale
Numéro du | Numéro du | Num_Poisson Qualitatif | P1a P30
poissons poissons (de 1a nominale
15)
Date de mort Date de la mort | Date_mort Date
(naturel ou
euthanasie) du
poisson
Mort ou | Spécifie si le | Mort_Morb Quantitatif | 1 si mort
Moribond poisson est binaire 0 .
mort L
euthanasié car
naturellement .
o morbide
ou a été
euthanasié 2 si
euthanasié en
fin
d’expérience
Furoncle Précise si | Furoncle Quantitatif | 1 si oui
présence  de binaire .
0 sinon
furoncle ou non
sur le poisson
Taille Furoncle | Précise la taille | Furoncle_Taille Quantitatif
du furoncle en continue
cm2
Furoncle Précise si | Furoncle_Perforant | Quantitatif | 1 si oui
perforant présence  de binaire 0 sinon
furoncle
perforant ou
non sur le
poisson
Rate Précise si la | Rate_hyper Quantitatif | 1 si oui
hypertrophique | rate est binaire 0 sinon
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hypertrophique
ou non

TD Précise si le | TD_hemo Quantitatif | 1 si oui
hémorragique | tube  digestif binaire 0 sinon
est
hémorragique
Autopsie Précise si | Autops Quantitatif | 1 si oui
I'autopsie a été binaire .
f s 0 sinon
réalisé
Bactério Précise si la | Bacterio Quantitatif | 1 si oui
Aeromonas a binaire .
0 sinon

été retrouvé a
la bactériologie
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Annexe 8 : Tableaux des résultats de poids moyen pour les temps T1, T2 et T3

TempsT1:

Poids moyen en gramme par bac au temps T1 (30 poissons par bac) :

N° bac Bac1l Bac 2 Bac3 Bac4 Bac5 Bac 6 Bac 7 Bac 8
Poids 97,21 94,54 96,24 97,76 103,12 | 98,07 97,39 103,17
moyen
N° bac Bac9 Bac1l0 | Bacl1ll |[Bacl1l2 |Bac1l3 |Bac14 | Bacl1l5 | Bac1lé6
Poids 99,87 97,83 93,72 95,46 103,42 | 96,55 97,72 100,77
moyen
N° bac Bac17 | Bac18 Bac 19 Bac 20 Bac2l1 | Bac22 |Bac23 |Bac24
Poids 94,38 98,49 97,89 94,04 89,76 100,31 | 99,73 95,20
moyen

Poids moyen en gramme par bac au temps T1 (25 poissons anesthésiés) :
N° bac Bac1l Bac 2 Bac3 Bac4 Bac5 Bac 6 Bac 7 Bac 8
Poids 98,05 95,50 94,58 95,96 100,85 | 99,00 97,93 102,64
moyen
N° bac Bac9 Bac 10 Bac 11 Bac 12 Bac13 | Bac14 | Bacl1l5 | Bac1l6
Poids 102,34 | 99,42 94,84 96,00 101,67 | 99,71 98,08 99,53
moyen
N° bac Bac17 | Bac18 Bac 19 Bac 20 Bac2l1 | Bac22 |Bac23 |Bac24
Poids 96,53 98,76 95,74 93,99 92,20 100,68 | 98,20 96,36
moyen

Poids moyen en gramme par triplicat au temps T1 (25 poissons anesthésiés) :
Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau

caoutchouc caoutchouc

Poids moyen 98,95 97,77 97,67 98,20

152




Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison

Poids moyen 97,53 95,86 97,01 99,87

Poids moyen en gramme par triplicat au temps T1 (30 poissons par bac) :
Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc

Poids moyen 99,41 97,00 97,76 97,38

Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison

Poids moyen 95,83 96,11 96,92 100,46

Moyenne et écart type des poids moyens en gramme par bac et par triplicat au temps T1 :

Par triplicat Par bac (25 | Par bac (30| De

anesthésiés) poissons) I'ensemble
Moyenne 97,86 97,86 97,61 97,61
Ecart type 1,21 2,75 3,27 14,65

TempsT2:
Poids moyen en gramme par bac au temps T2 (25 poissons par bac) :

N° bac Bac1 Bac 2 Bac 3 Bac4 Bac 5 Bac 6 Bac 7 Bac 8
Poids 132,30 | 128,78 | 126,90 | 129,62 | 140,63 | 133,80 | 134,12 | 135,44
moyen
N° bac Bac 9 Bac10 |Bacl1ll |Bacl12 |Bac13 |Bacl1l4 |Bacl1l5 |Bacl6
Poids 137,48 | 134,66 | 126,34 | 128,58 | 136,20 | 134,00 | 131,18 | 133,88
moyen
N° bac Bac1l7 |Bac18 |Bac1l9 |Bac20 |Bac2l |Bac22 |Bac23 |Bac24
Poids 128,52 | 129,36 | 129,97 | 128,38 | 128,62 | 132,40 | 128,32 | 129,80
moyen
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Poids moyen en gramme par bac au temps T2 (20 poissons anesthésiés) :

N° bac Bac1l Bac 2 Bac3 Bac4 Bac5 Bac 6 Bac 7 Bac 8
Poids 131,96 | 125,48 | 124,53 | 127,91 | 138,92 | 134,14 | 132,29 | 138,60
moyen
N° bac Bac9 Bac1l0 | Bacl1ll |[Bacl1l2 |Bac1l3 |Bac14 | Bacl1l5 | Bac1lé6
Poids 138,17 | 135,95 | 127,00 | 128,36 | 139,85 | 134,74 | 133,67 | 136,06
moyen
N° bac Bac17 |Bac18 | Bac19 Bac20 |Bac21 |Bac22 |Bac23 |Bac24
Poids 125,01 | 131,06 | 129,56 | 128,85 | 126,93 | 133,77 | 128,78 | 129,19
moyen
Poids moyen en gramme par triplicat au temps T2 (25 poissons par bac) :
Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Poids moyen 135,31 133,16 130,61 131,99
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Poids moyen 130,88 129,69 130,41 131,04

Poids moyen en gramme par triplicat au temps T2 (20 poissons anesthésiés) :

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Poids moyen 134,96 134,24 130,29 130,91
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Poids moyen 131,23 129,17 129,97 132,81
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Moyenne et écart type des poids moyens en gramme par bac (20 poissons anesthésiés ou les

25) et par triplicat au temps T2 :

Par triplicat | Par Par bac (20 | Par bac (25 | De

(20 triplicat anesthésiés) poissons) I’ensemble

anesthésiés) (25

poissons)
Moyenne 131,70 131,64 131,70 131,64 131,64
Ecart type 2,09 1,82 4,67 3,65 19,15
Gain moyen en gramme entre T1 et T2 (25 poissons par bac) :

N° bac Bac1 Bac 2 Bac 3 Bac4 Bac 5 Bac 6 Bac 7 Bac 8
Poids 34,25 33,28 32,32 33,66 39,78 34,80 36,18 32,79
moyen
N° bac Bac 9 Bac10 | Bac11l Bac 12 Bac13 | Bac1l4 | Bac15 | Bacl16
Poids 35,14 35,24 31,50 32,58 34,52 34,29 33,10 34,36
moyen
N° bac Bac1l7 |[Bac1l8 |Bac19 |Bac20 |Bac21 |Bac22 |Bac23 |Bac24
Poids 31,99 30,60 34,23 34,39 36,41 31,88 30,12 33,44
moyen

Movyennes et écart types des gains moyens en gramme par bac et par triplicat entre T1 et T2 :

Par triplicat Par bac
Moyenne 33,79 33,79
Ecart type 1,56 2,05
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TempsT3:

Poids moyen en gramme par bac au temps T3 (20 poissons par bac) :

N° bac Bac1l Bac 2 Bac3 Bac4 Bac5 Bac 6 Bac 7 Bac 8
Poids 170,17 | 161,31 159,79 176,01 180,92 | 173,09 175,21 178,06
moyen
N° bac Bac 9 Bac 10 Bac 11 Bac 12 Bac13 | Bac1l4 | Bacl1l5 | Bacl6
Poids 178,84 | 176,54 164,42 166,53 180,65 | 174,35 174,43 176,17
moyen
N° bac Bac17 | Bac18 Bac 19 Bac 20 Bac2l1l | Bac22 |Bac23 |Bac24
Poids 166,71 167,50 168,15 165,96 167,27 | 171,11 167,16 | 166,38
moyen
Poids moyen en gramme par bac au temps T3 (15 poissons anesthésiés) :
N° bac Bac1l Bac 2 Bac3 Bac4 Bac5 Bac 6 Bac 7 Bac 8
Poids 172,64 | 155,28 151,95 169,69 183,60 | 175,59 174,42 179,25
moyen
N° bac Bac 9 Bac 10 Bac 11 Bac 12 Bac13 |Bac14 |Bac15 | Bacl16
Poids 180,55 174,68 165,81 165,81 178,85 | 172,98 177,21 175,64
moyen
N° bac Bac17 | Bac18 Bac 19 Bac 20 Bac21 | Bac22 |Bac23 |Bac24
Poids 169,76 | 166,73 164,76 166,89 167,44 | 166,50 168,86 | 166,01
moyen
Poids moyen en gramme par triplicat au temps T3 (20 poissons par bac) :
Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Poids moyen 176,85 174,82 171,17 171,23
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Poids moyen 169,65 166,28 168,00 170,97
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Poids moyen en gramme par triplicat au temps T3 (15 poissons anesthésiés) :

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Poids moyen 178,41 173,66 167,40 171,69
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Poids moyen 170,48 164,81 165,58 171,61

Moyenne et écart type des poids moyens en gramme par bac (15 poissons anesthésiés ou les

20) et par triplicat au temps T3 :

Par triplicat Par bac (15 | Par bac (20| De
anesthésiés) poissons) I'ensemble
Moyenne 171,12 170,45 171,12 171,11
Ecart type 3,42 7,49 5,99 24,31

Moyennes et écart types des gains moyens en gramme par bac et par triplicat entre T1 et T3 :

Par triplicat Par bac
Moyenne 73,26 73,26
Ecart type 2,81 4,21
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Annexe 9 : Tableaux des résultats de taille moyenne pour les temps T1, T2 et T3

Taille moyenne en centimeétre par bac au temps T1 (30 poissons par bac) :

TempsT1:

N° bac Bac1l Bac 2 Bac3 Bac4 Bac5 Bac 6 Bac 7 Bac 8
Taille 20,38 20,05 20,05 20,02 20,30 20,12 20,02 20,57
(cm)
N° bac Bac9 Bac1l0 | Bacl1ll |[Bacl1l2 |Bac1l3 |Bac14 | Bacl1l5 | Bac1lé6
Taille 20,33 20,18 19,88 19,82 20,33 19,98 20,00 20,20
(cm)
N° bac Bac17 | Bac18 Bac 19 Bac 20 Bac2l1 | Bac22 |Bac23 |Bac24
Taille 19,73 20,10 19,94 19,54 19,38 20,11 19,98 19,73
(cm)

Taille moyenne en centimétre par bac au temps T1 (25 poissons anesthésiés) :
N° bac Bac1l Bac 2 Bac3 Bac4 Bac5 Bac 6 Bac 7 Bac 8
Taille 20,50 20,18 19,98 19,96 20,24 20,28 20,10 20,66
(cm)
N° bac Bac9 Bac 10 Bac 11 Bac 12 Bac13 | Bac14 | Bacl1l5 | Bacl6
Taille 20,56 20,28 20,06 19,92 20,32 20,28 20,02 20,18
(cm)
N° bac Bac17 | Bac18 Bac 19 Bac 20 Bac21 | Bac22 |Bac23 |Bac24
Taille 19,92 20,08 19,80 19,44 19,50 20,20 20,00 19,78
(cm)

Taille moyenne en centimétre par triplicat au temps T1 (25 poissons anesthésiés) :
Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau

caoutchouc caoutchouc

Taille moyenne | 20,12 20,03 19,98 20,09
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Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Taille moyenne | 20,28 19,90 20,09 20,25

Taille moyenne en centimétre par triplicat au temps T1 (30 poissons par bac) :

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Taille moyenne | 20,11 19,97 19,95 20,00
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Taille moyenne | 20,08 19,90 20,02 20,22

Moyenne et écart type des tailles moyennes en centimétre par bac (25 poissons anesthésiés

ou les 30) et par triplicat au temps T1 :

Par triplicat Par bac (25 | Par bac (30| De

anesthésiés) poissons) I'ensemble
Moyenne 20,09 20,09 20,03 20,03
Ecart type 0,13 0,29 0,27 0,99

Temps T2 :
Taille moyenne en centimétre par bac au temps T2 (25 poissons par bac) :

N° bac Bac1 Bac 2 Bac 3 Bac 4 Bac 5 Bac 6 Bac7 Bac 8
Taille 22,12 21,74 21,57 21,52 21,92 21,89 21,93 22,14
(cm)
N° bac Bac9 Bac 10 Bac 11 Bac 12 Bac13 | Bac1l4 | Bacl1l5 | Bac1l6
Taille 22,44 21,90 21,68 21,70 21,98 22,12 21,77 22,08
(cm)
N° bac Bac17 | Bac18 Bac 19 Bac 20 Bac21 | Bac22 Bac23 | Bac24
Taille 21,74 21,54 21,88 21,44 21,45 21,93 21,60 21,52
(cm)

159




Taille moyenne en centimétre par bac au temps T2 (20 anesthésiés) :

N° bac Bac1l Bac 2 Bac3 Bac4 Bac5 Bac 6 Bac 7 Bac 8
Taille 22,18 21,60 21,55 21,38 21,75 21,89 21,78 22,28
(cm)
N° bac Bac9 Bac1l0 | Bacl1ll |[Bacl1l2 |Bac1l3 |Bac14 | Bacl1l5 | Bac1lé6
Taille 22,48 21,85 21,70 21,68 22,10 22,05 21,83 22,18
(cm)
N° bac Bac17 |Bac18 | Bac19 Bac20 |Bac21 |Bac22 |Bac23 |Bac24
Taille 21,60 21,63 21,90 21,40 21,37 21,95 21,60 21,50
(cm)

Taille moyenne en centimétre par triplicat au temps T2 (20 poissons anesthésiés) :
Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau

caoutchouc caoutchouc
Taille moyenne | 21,78 21,77 21,61 21,99
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison

Taille moyenne | 21,98 21,61 21,82 21,83

Taille moyenne en centimétre par triplicat au temps T2 (25 poissons par bac) :

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Taille moyenne | 21,87 21,78 21,66 22,02
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Taille moyenne | 21,97 21,63 21,84 21,76
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Moyenne et écart type des tailles moyennes en centimétre par bac (20 poissons anesthésiés

ou les 25) et par triplicat au temps T2 :

Par triplicat | Par Par bac (20 | Par bac (25 | De

(20 poissons | triplicat poissons poissons) I’ensemble

anesthésiés) | (25 anesthésiés)

poissons)
Moyenne 21,80 21,82 21,80 21,82 21,82
Ecart type 0,14 0,14 0,30 0,26 1,13
TempsT3:
Taille moyenne en centimétre par bac au temps T3 (20 poissons par bac) :
N° bac Bac1 Bac 2 Bac 3 Bac4 Bac 5 Bac 6 Bac 7 Bac 8
Taille 23,73 22,98 22,98 23,37 23,88 23,71 23,70 24,05
(cm)
N° bac Bac9 Bac1l0 |Bacl1ll |Bac1l2 |Bac1l3 |Bac14 | Bacl1l5 | Baclé6
Taille 24,43 24,03 23,58 23,66 24,25 24,18 23,80 24,28
(cm)
N° bac Bac17 | Bac18 Bac 19 Bac 20 Bac21 | Bac22 Bac23 | Bac24
Taille 23,68 23,70 24,13 23,35 23,63 23,81 23,48 23,70
(cm)
Taille moyenne en centimétre par bac au temps T3 (20 anesthésiés) :

N° bac Bac1 Bac 2 Bac 3 Bac 4 Bac 5 Bac 6 Bac7 Bac 8
Taille 23,73 22,57 22,57 23,04 23,96 23,75 24,00 24,10
(cm)
N° bac Bac9 Bac 10 Bac 11 Bac 12 Bac13 | Bac14 | Bacl1l5 | Bac1l6
Taille 24,37 23,87 23,50 23,57 24,17 24,18 23,83 24,20
(cm)
N° bac Bac17 | Bac18 Bac 19 Bac 20 Bac21 | Bac22 Bac23 | Bac24
Taille 23,79 23,63 23,83 23,27 23,50 23,50 23,50 23,70
(cm)
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Taille moyenne en centimétre par triplicat au temps T3 (20 poissons par bac) :

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Taille moyenne | 23,79 23,97 23,63 24,08
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Taille moyenne | 23,83 23,35 23,64 23,74

Taille moyenne en centimétre par triplicat au temps T2 (15 poissons anesthésiés) :

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Taille moyenne | 23,80 23,84 23,41 24,00
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Taille moyenne | 23,80 23,19 23,45 23,72

Movyenne et écart type des tailles moyennes en centimetre par bac (15 poissons anesthésiés

ou les 20) et par triplicat au temps T3 :

Par triplicat | Par Par bac (15| Par bac (20 | De
(15 poissons | triplicat poissons poissons) I'ensemble
anesthésiés) | (20 anesthésiés)
poissons)
Moyenne 23,65 23,75 23,65 23,75 23,75
Ecart type 0,27 0,23 0,45 0,37 1,33
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Annexe 10 : Tableaux des résultats de la glycémie moyenne pour les temps T1, T2 et T3

TempsT1:

Movyenne de la concentration en glucose en g/L par bac au temps T1 :

N°bac |1 2 3 4 5 6 7 8

Glucose | 0,72 0,82 0,75 0,89 0,86 0,69 0,75 0,76
(e/L)

N°bac |9 10 11 12 13 14 15 16

Glucose | 0,63 0,72 0,89 0,79 0,69 0,79 0,81 0,62
(g/L)

N°bac |17 18 19 20 21 22 23 24

Glucose | 0,76 0,56 0,72 0,54 0,68 0,65 0,77 0,62
(g/L)

Movyenne de la concentration en glucose en g/L par triplicat au temps T1 :

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Glucose (g/L) 0,81 0,70 0,72 0,70
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Glucose (g/L) 0,80 0,66 0,74 0,70

Moyenne et écart type des concentrations en glucose (g/L) par bac, par triplicat et I'’ensemble
des individus au temps T1 :

Par triplicat Par bac De I'’ensemble
Moyenne 0,73 0,73 0,73
Ecart type 0,05 0,09 0,17
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Temps T2 :

Movyenne de la concentration en glucose en g/L par bac au temps T2 :

N°bac |1 2 3 4 5 6 7 8

Glucose | 0,67 0,68 0,50 0,45 0,60 0,44 0,56 0,53
(e/L)

N°bac |9 10 11 12 13 14 15 16

Glucose | 0,76 0,68 0,68 0,60 0,63 1,09 0,55 0,54
(g/L)

N°bac |17 18 19 20 21 22 23 24

Glucose | 0,42 0,56 0,57 0,65 0,58 0,77 0,68 0,90
(g/L)

Movyenne de la concentration en glucose en g/L par triplicat au temps T2 :

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Glucose (g/L) 0,57 0,63 0,71 0,58
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Glucose (g/L) 0,81 0,53 0,61 0,59

Moyenne et écart type des concentrations en glucose (g/L) par bac, par triplicat et I'’ensemble
des individus au temps T2 :

Par triplicat Par bac De I'ensemble
Moyenne 0,63 0,63 0,63
Ecart type 0,09 0,15 0,25
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TempsT3:

Movyenne de la concentration en glucose en g/L par bac au temps T3 :

N°bac |1 2 3 4 5 6 7 8

Glucose | 0,59 0,49 0,60 0,50 0,64 0,49 0,62 0,62
(e/L)

N°bac |9 10 11 12 13 14 15 16

Glucose | 0,59 0,64 0,61 0,52 0,44 0,52 0,55 0,65
(g/L)

N°bac |17 18 19 20 21 22 23 24

Glucose | 0,41 0,47 0,33 0,46 0,48 0,45 0,57 0,90
(g/L)

Movyenne de la concentration en glucose en g/L par triplicat au temps T3 :

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Glucose (g/L) 0,60 0,52 0,60 0,44
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Glucose (g/L) 0,57 0,51 0,55 0,55

Moyenne et écart type des concentrations en glucose (g/L) par bac, par triplicat et I'’ensemble
des individus au temps T3 :

Par triplicat Par bac De I'ensemble
Moyenne 0,54 0,54 0,54
Ecart type 0,05 0,11 0,16
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Annexe 11 : Tableaux des résultats de la lactatémie moyenne pour les temps T1, T2 et T3

TempsT1:
Movenne de la concentration en lactate en mmol/L par bac au temps T1 :
N° bac 1 2 3 4 5 6 7 8
Lactates | 5,51 4,64 4,46 4,78 4,09 4,45 5,98 4,64
(mmol/L)
N° bac 9 10 11 12 13 14 15 16
Lactates | 4,21 4,94 5,19 5,75 4,43 4,74 5,12 5,91
(mmol/L)
N° bac 17 18 19 20 21 22 23 24
Lactates | 4,73 3,45 4,28 2,98 2,88 4,10 4,23 3,95
(mmol/L)
Movyenne de la concentration en lactate en mmol/L par triplicat au temps T1 :

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau

caoutchouc caoutchouc
Lactates 5,07 4,08 4,28 4,41
(mmol/L)
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif

flottaison

Lactates 5,15 3,96 5,43 4,11
(mmol/L)

Movyenne et écart type des concentrations en lactate (mmol/L) par bac, par triplicat et de

I’ensemble des individus au temps T1 :

Par triplicat Par bac De Moyenne | Moyenne
I'ensemble | P1etP2 P3,P4 et
P5
Moyenne 4,56 4,56 4,56 3,97 4,96
Ecart type 0,57 0,80 1,25 1,04 1,24
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Temps T2 :

Movyenne de la concentration en lactates en mmol/L par bac au temps T2 :

N° bac 1 2 3 4 5 6 7 8
Lactates | 4,01 4,88 6,20 6,40 5,16 4,23 4,67 4,11
(mmol/L)

N° bac 9 10 11 12 13 14 15 16
Lactates | 4,66 5,10 5,44 5,27 6,08 8,11 3,14 3,82
(mmol/L)

N° bac 17 18 19 20 21 22 23 24
Lactates | 4,58 3,23 5,51 5,44 5,67 6,13 5,85 8,20
(mmol/L)

Moyenne de la concentration en lactates en mmol/L par triplicat au temps T2 :

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc

Lactates 4,32 5,62 6,91 4,92

(mmol/L)

Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison

Lactates 5,85 5,29 4,66 4,40

(mmol/L)

Movyenne et écart type des concentrations en lactates (mmol/L) par bac, par triplicat et de

I’ensemble des individus au temps T2 :

Par triplicat Par bac De I'ensemble
Moyenne 5,24 5,24 5,24
Ecart type 0,87 1,27 1,52
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Temps 3 :

Movyenne de la concentration en lactates en mmol/L par bac au temps T3 :

N° bac 1 2 3 4 5 6 7 8
Lactates | 5,03 4,05 3,37 3,57 3,07 2,28 2,69 2,24
(mmol/L)

N° bac 9 10 11 12 13 14 15 16
Lactates | 3,45 3,29 3,09 3,46 4,30 4,30 4,54 5,20
(mmol/L)

N° bac 17 18 19 20 21 22 23 24
Lactates | 3,67 2,73 3,10 3,22 3,96 3,81 4,23 5,38
(mmol/L)

Moyenne de la concentration en lactates en mmol/L par triplicat au temps T3 :

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc

Lactates 3,43 3,85 4,25 3,41

(mmol/L)

Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison

Lactates 4,14 2,96 4,24 3,07

(mmol/L)

Movyenne et écart type des concentrations en lactate (mmol/L) par bac, par triplicat et de

I'ensemble des individus au temps T3 :

Par triplicat Par bac De I'ensemble
Moyenne 3,69 3,69 3,69
Ecart type 0,52 0,85 1,13
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Annexe 12 : Tableaux des résultats de la cortisolémie moyenne pour les temps T1, T2 et T3

Moyenne de la concentration en cortisol en nmol/L par bac au temps T1 des individus P1 et

TempsT1:

P2:
N° bac 1 2 3 4 5 6 7 8
Cortisol | 6,0 113,0 142,0 187,0 180,0 137,0 126,5 92,5
(nmol/L)
N° bac 9 10 11 12 13 14 15 16
Cortisol | 84,5 143,0 77,0 152,0 115,5 157,5 191,5 108,0
(nmol/L)
N° bac 17 18 19 20 21 22 23 24
Cortisol | 62,5 56,5 180,0 28,5 97,5 129,5 107,0 141,0
(nmol/L)

Moyenne de la concentration en cortisol en nmol/L par triplicat au temps T1 des individus P1

et P2:
Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Cortisol 166,0 118,7 152,5 109,0
(nmol/L)
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Cortisol 80,7 102,5 124,3 85,3
(nmol/L)
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Moyenne de la concentration en cortisol en nmol/L par bac au temps T2 :

Temps T2 :

N° bac 1 2 3 4 5 6 7 8
Cortisol | 32,0 21,8 39,8 31,6 61,4 48,8 59,8 103,2
(nmol/L)

N° bac 9 10 11 12 13 14 15 16
Cortisol | 100,8 75,0 17,0 63,2 53,8 31,0 82,0 44,6
(nmol/L)

N° bac 17 18 19 20 21 22 23 24
Cortisol | 60,6 72,8 28,6 9,6 24,8 22,8 47,2 9,6
(nmol/L)

Moyenne de la concentration en cortisol en nmol/L par triplicat au temps T2 :

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc

Cortisol 67,7 51,2 21,3 63,3

(nmol/L)

Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison

Cortisol 26,7 32,7 43,2 74,4

(nmol/L)
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Moyenne de la concentration en cortisol en nmol/L par bac au temps T3 :

Temps T3 :

N° bac 1 2 3 4 5 6 7 8
Cortisol | 81,8 46,8 98,4 47,6 17,6 28,6 51,6 71,4
(nmol/L)

N° bac 9 10 11 12 13 14 15 16
Cortisol | 58,2 66,6 50,6 21,2 13,4 20,0 24,0 38,0
(nmol/L)

N° bac 17 18 19 20 21 22 23 24
Cortisol | 14,6 32,6 17,8 33,0 25,2 9,2 25,4 22,6
(nmol/L)

Movyenne de la concentration en cortisol en nmol/L par triplicat au temps T3 :

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc

Cortisol 31,1 35,1 24,5 30,2

(nmol/L)

Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison

Cortisol 50,8 53,3 35,3 41,3

(nmol/L)

171




Annexe 13 : Tableaux des résultats de la grille de comportement

Pourcentage de poissons présentant une nage active :

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Pourcentage (%) | 41,0 40,5 67,6 18,8
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Pourcentage (%) | 59,0 77,1 66,0 61,9
Pourcentage d’utilisation du tube PVC par condition :
Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc
Pourcentage 12,9% 8,3% 6,9% 3,3%
d’utilisation du
tuyau PVC
Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison
Pourcentage 6,7% 4,0% 6,2% 0%
d’utilisation du
tuyau PVC
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Annexe 14 : Résultats du challenge infectieux

Taux de mortalité, taux de morbidité et incidence de la maladie :

Triplicat Filtre bleu Laminaires Paroi Tuyau
caoutchouc caoutchouc

Taux de | 55,6% 59,1% 62,2% 47,7%

mortalité

Taux de | 22,2% 13,6% 11,1% 18,2%

morbidité

Taux de | 22,2% 27,3% 26,7% 34,1%

survivants

Taux 77,8% 72,7% 73,3% 65,9%

d’'incidence de

la maladie

Triplicat Bullage Herbe en | Témoin négatif | Témoin positif
flottaison

Taux de | 63,6% 77,3% 60,0% 80,0%

mortalité

Taux de | 27,3% 15,9% 24,4% 17,8%

morbidité

Taux de | 9,1% 6,8% 15,6% 2,2%

survivants

Taux 90,9% 93,2% 84,4% 100%

d’'incidence de

la maladie
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VECHART Baptiste

EFFET DE L’ENRICHISSEMENT DUMILIEU D’ ELEVAGE DE LA TRUITE ARC-
EN-CIEI: SUR L’ AMELIORATION DU BIEN-ETRE ANIMAL
Theése d’Etat de Doctorat VVétérinaire : Nantes, le 10 octobre 2023

RESUME

La majorité de la consommation de poisson dans le monde a pour origine I’aquaculture. Au
vu de cette augmentation, il est intéressant de se pencher sur les conditions d’¢élevage des
poissons et notamment sur leur bien-étre. Une des voies pour améliorer ces conditions
d’¢levage est I’enrichissement de I’environnement.

La présente étude s’intéresse a I’effet de I’enrichissement du milieu d’élevage de la truite arc-
en-ciel sur I’amélioration du bien-étre animal, sur les performances de croissance et sur la
résistance des animaux face a un agent pathogéne. Nous avons montré que les
enrichissements mis en place n’avaient pas d’influence sur les performances de croissance et
sur les résultats des marqueurs sanguins (cortisol, lactate et glucose).

En revanche, les enrichissements comme les tuyaux en caoutchouc, les laminaires et le filtre
bleu sont pertinents en termes d’utilisation par les poissons mais aussi sur 1’aspect de la
résistance aux agents pathogenes. L’enrichissement « paroi en caoutchouc » ne semble pas
quant a lui approprié au regard de son manque d’utilisation par les poissons.

Dans cette étude, nous nous sommes intéresses également a la transposition de ces
enrichissements a 1’échelle de I’¢levage. Cela ne semble pas étre une tiche aisée. En effet,
une telle mise en ceuvre représente un investissement financier important sans pour autant
avoir de garantie d’amélioration du bien-étre ou des performances de croissance des animaux.
C’est pourquoi la notion d’enrichissement mérite encore d’étre étudiée en prenant notamment
en compte les attentes des éleveurs.

MOTS CLES :

- TRUIE ARC-EN-CIEL

- BIEN-ETRE ANIMAL

- AQUACULTURE

- ENRICHISSEMENT ENVIRONNEMENTAL
- CORTISOL

- STRESS

- PERFORMANCES DE CROISSANCE
- LACTATES

- GLUCOSE

- COMPORTEMENT
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