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Physiologie

LE STRESS THERMIQUE
PROVOQUE LA MORTALITE DES LYMPHOCYTES
CHEZ LES OVINS DE RACE BARBARINE

par
Imen BELHADJ SLIMEN '?, Abdeljelil GHRAM?, Taha NAJAR '?,

Manef ABDRABBAH? et Moncef BEN M’RAD'!

Le stress thermique est associé avec une diminution de la réponse immunitaire
chez les animaux d’élevage. Le stress thermique pourrait induire une mortalité des cel-
lules immunitaires en réponse a 1’augmentation de la température corporelle des ani-
maux. L’objectif de cet essai est d’étudier 1’effet de 1’intensité et de la durée du stress
thermique sur la viabilité des lymphocytes chez des agneaux de la race Barbarine. Les
lymphocytes sont isolés a partir du sang total par la technique du Ficoll-Paque et culti-
vés dans un milieu RPMI 1640. La simulation du stress thermique a été¢ générée en uti-
lisant un bain-marie, les températures d’exposition ont été choisies suite a 1’étude de la
variation de la température rectale des ovins en fonction du THI. Le lot témoin a été
exposé a une température de 39°C, alors que les lots expérimentaux ont été gardés dans
des températures de 40°C et de 41°C. La durée d’exposition a varié de 1 h a 6 h. Les
résultats obtenus montrent que le taux de mortalité des lymphocytes varie avec I’inten-
sité de la température ambiante de 0 % a 39°C a 54,6 % a 41°C (p<0,05) et que la durée
d’exposition influence le nombre des lymphocytes viables qui diminue de 98 % a 76 %
entre 1 het 6 h d’exposition & une température de 40°C (p<0,05). L’interaction entre 1’in-
tensité et la durée du stress thermique est significative (p<0,05). Nos résultats montrent
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aussi que les cellules immunitaires sont capables de résister a un stress thermique de
courte durée, ce qui implique la mise en ceuvre des mécanismes de résistance. L’intensité
et la durée du stress thermique induisent la mortalité des lymphocytes, probablement via
des mécanismes de signalisation cellulaire.

Mots-clés : stress thermique, lymphocytes, mortalité.

Heat stress induces mortality of Barbary sheep lymphocytes

Environmentally-induced heat stress may be associated with immunosuppres-
sion and inhibition of lymphocyte proliferation, in response to increased body tempera-
ture in farm animals. This study was carried out to ascertain how the level and duration
of heat stress affect the viability of lymphocytes in Barbary lambs. Lymphocytes were
isolated using the Ficoll-Paque technique and cultivated in RPMI 1640 medium. The
heat stress was generated using a water bath. Stress temperatures were used based on a
meta-analysis of rectal temperature variation in response to THI (Temperature-Humidity
Index). The control group was kept at 39°C, whereas experimental groups were exposed
to 40°C and 41°C. The duration of thermal stress varied from 1 h to 6 h. Our results show
that the lymphocyte mortality rate depends on both the level and the duration of heat
stress, and varied from 0 % at 39 °C to 54.6 % at 41°C (p<0.05). The proportion of via-
ble lymphocytes decreased from 98 % to 76 % between 1 h and 6 h at 40°C (p<0.05).
Moreover, the results obtained show that lymphocytes are thermo-resistant to short-term
heat stress. The level and duration of heat stress probably induce the mortality of lym-
phocytes through signaling pathways.

Keywords: heat stress, lymphocytes, mortality.

Introduction

Dans le contexte global du réchauffement climatique, le stress thermique sol-
licite I’intérét des chercheurs, des agents de développement et des éleveurs, du
moment ol il présente un impact sur I’économie de 1’éleveur ainsi que la santé et les
performances de production et de reproduction des animaux d’élevage.

L’indice de température-humidité (THI) permet d’évaluer la sévérité du stress
thermique tout en mettant en relation la température ambiante et I’humidité relative
du milieu environnant. Ainsi, pour des valeurs de THI inférieures a 70, I’animal est
considéré dans un état confortable. Des valeurs de THI entre 75 et 78 sont considé-
rées stressantes. L’animal est séverement stressé si les valeurs de THI dépassent 78
(SILANIKOVE, 2000).

En réponse a des valeurs stressantes de THI et lorsque I’organisme n’arrive
pas a dissiper I’exces de chaleur accumulée, la température rectale (TR) des agneaux
augmente. Cette augmentation est accompagnée d’une chute plus ou moins impor-
tante des performances de production ainsi que d’un affaiblissement de la réponse
immunitaire. Dans ce contexte, plusieurs auteurs ont rapporté la diminution du nom-
bre de lymphocytes chez les ovins hyperthermiques (DE ALVARENGA et al., 2013).
Le présent travail s’intéresse a élucider les mécanismes déterminant cette diminution
en supposant que 1’augmentation de la température rectale des agneaux provoque la
mortalité des lymphocytes.
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Matériel et méthodes

Etude la variation de la température rectale des ovins

192 observations reportées par plusieurs travaux de recherche se rapportant au
théme du stress thermique chez les ovins ont été utilisées pour le calcul du THI, tel
que résumé dans le tableau 1. Le THI a été calculé selon la formule suivante (THOM,
1959) :

THI = 0,8°*Ta + [(humidité relative/100)*(Ta — 14,3)] + 46 4

avec Ta = température ambiante (°C).

Tableau 1

Statistiques descriptives des variables retenues.
Statistics values for the parameters studied.

Variables n Moyenne Minimum Maximum
THI 190 75,05 47 44 111,89
Humidité relative (%) 173 58,08 5,29 93
Température ambiante (°C) 173 27,21 8,96 50
Température rectale (°C) 191 392 37,07 41,2

Isolement et culture des lymphocytes

Des prélevements de 5 ml de sang frais (obtenu a partir de la veine jugulaire
chez des agneaux sains) ont ét€ mélangés avec 5 ml de RPMI 1640 puis déposés sur
5 ml de Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare Bio-Sciences AB). Apres centrifugation
a 1989 rpm pendant 30 min, la bande blanche de lymphocytes a été suspendue a nou-
veau dans 5 ml de RPMI puis centrifugée a 2455 rpm pendant 15 min. Cette étape de
lavage a été répétée 3 fois. Les lymphocytes ont été cultivés a une concentration fina-
le de 5,5.106 cellules viables/ml, en présence de 10 % SVF et 1 % d’antibiotiques, a
37°C, dans une atmosphere contenant 5 % de CO2 et 95 % d’air.

Installation du stress thermique

Le stress thermique a été provoqué en mettant les lymphocytes dans un bain-
marie pendant des temps croissants, jusqu’a 6 h. Les températures d’exposition ont
été choisies en fonction des résultats de la partie méta-analyse (39°C, 40°C et 41 °C).
Les lymphocytes viables ont été comptés apres 1 h, 2 h, 4 h et 6 h d’exposition.

Test de viabilité des lymphocytes

Les lymphocytes morts ont été déterminés en utilisant la coloration au bleu de
Trypan (0.4 %). Le comptage des lymphocytes a été fait a 1’aide d’un hémacytome-
tre (Neubauer), sous observation microscopique.
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Analyse statistique

Trois répétitions ont été effectuées pour chaque test. L’analyse statistique a été
faite en utilisant le complément XLSTAT de Microsoft Excel. Des analyses de la
variance et de régression linéaire multiple ont été réalisées. Les résultats sont consi-
dérés significatifs si la p-value calculée est au moins inférieure a 0,05.

Résultats

Variation de la température rectale des ovins en fonction du THI

Les résultats de la régression linéaire montrent que la température rectale des
ovins augmente parallelement au THI, et plus précisément a partir des valeurs de THI
supérieures a 75, comme représenté dans la figure 1. Lorsque le THI augmente de
5 points, la température rectale des ovins augmente de 0,19°C.
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Figure 1

Evolution de la température rectale des ovins en fonction du THI.
Plot of rectal temperature values as a function of THI (Temperature-Humidity Index).

Cependant, quelques ovins ont réussi a maintenir une température rectale
normale, indépendamment de 1’augmentation du THI, indiquant une résistance a
I’hyperthermie.

Les valeurs étudiées de la température rectale varient entre 37,07°C (min) et
41,2°C (max), avec une moyenne de 39,2°C. Ainsi, nous avons sélectionné 3 tempé-
ratures physiologiques, & savoir 39°C, 40°C et 41°C, sous lesquelles la viabilité des
lymphocytes a été étudiée.

Effet du stress thermique sur la viabilité des lymphocytes

La figure 2 montre une cinétique normale des lymphocytes exposés a une
température de 39°C. On remarque méme une légere prolifération a partir de la cin-
quieme heure. On peut donc conclure que la température physiologique de la race
Barbarine est 39°C.
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Figure 2

Cinétique de la viabilité des lymphocytes sous différentes températures et durées de stress.
Kinetics of lymphocyte viability as affected by the level and duration of heat stress.

Cependant, le nombre de lymphocytes exposés a 40°C et a 41°C diminue
significativement (p<0,0001) a partir de la premicre heure. Cette diminution est fonc-
tion de la sévérité et de la durée du stress (p=0,012). Ainsi, le taux de mortalité obs-
ervé apres 6 heures d’exposition a une température de 40°C est de 11,33 %. Ce taux
passe a 49,31 % lorsque la température d’exposition augmente de 1°C (Tableau 2).

Tableau 2

Evolution de taux de mortalité des lymphocytes (%)
en fonction de la température et de la durée d’exposition.
Lymphocyte mortality rates under different levels and durations of heat exposure.

Température (°C) Valeur de p
39 40 41 TC Durée TC*Durée
1h 0 0 1,26
2h 0 9,33 22,32
<0,0001 0,013 0,012
4h 0 10,67 26,27
6h 0 11,33 4931

Une régression linéaire multiple a permis de modéliser la variation de la tem-
pérature rectale des ovins en fonction de la température et de la durée d’exposition.
La signification des parametres utilisés dans le modele est représentée dans le
Tableau 3.

Nombre de lymphocytes viables = 4,29.10" — 9,29.10° * TC - 1,78.10° *
Durée d’exposition (R? = 0,565).
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Tableau 3

Analyse des parametres du modele de la régression linéaire multiple.
Multiple linear regression parameters.

Parameétre valeur de p
Modele < 0,0001
Constante < 0,0001
Température (TC) < 0,0001
Durée 0,002
Discussion

La température rectale est un parametre physiologique central indiquant 1’état
de santé des animaux. Chez les ovins, la température rectale moyenne varie entre
38,8°C et 39,3°C en conditions de thermoneutralité (DA SILVA & MINOMO, 1995).
Les résultats de la méta-analyse montrent que la température rectale des ovins évo-
lue positivement en réponse a I’augmentation du THI, indiquant que les ovins hyper-
thermiques échouent a dissiper I’exces de chaleur accumulée dans leur organisme.
De ce fait, le stress thermique peut étre considéré comme un agent perturbateur de
I’homéostasie des ovins. Cependant, le stress thermique semble étre race-dépendant,
puisque plusieurs animaux ont réussi a maintenir une température rectale normale
lorsque le THI augmente au-dessus de 75 (PAULA-LOPES et al., 2003 ; KAMWANIJA
et al., 1994).

In vitro, une relation directe a ét€ observée entre I’augmentation de la tempéra-
ture environnante et la mortalité des lymphocytes. On a réussi a confirmer la cyto-
toxicité du stress thermique. Nos résultats sont légerement supérieurs a ceux reportés
par ROMERO et al. (2013). D’autres travaux ont confirmé la suppression de la blasto-
genese des lymphocytes ovins soumis a un stress thermique chronique (NIWANO et
al., 1990). En outre, LACETERA et al. (2009) ont reporté que le stress thermique
altere la synthése de I’ADN par les cellules mononucléaires bovines. In vivo, plu-
sieurs auteurs ont reporté la diminution du nombre des lymphocytes viables durant
la période du stress thermique (DE ALVARENGA et al., 2013 ; LIU et al., 2012).

La résistance observée durant les deux premieres heures de I’exposition peut
&étre due a I’action des protéines du choc thermique (HSP) (ROMERO er al., 2013 ;
AGNEW & COLDITZ, 2008). GUERRIERO & RAYNESS (1990) ont montré que
ces protéines sont synthétisées durant les 60 minutes qui suivent le choc thermique.
De méme, cette résistance peut étre induite par la mobilisation du systéme antioxy-
dant cellulaire (KATARIA et al., 2013 ; NEZHAD et al., 2013).De ce fait, la supplé-
mentation en antioxydants pourrait avoir un réle thermoprotecteur.
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Conclusion

Le stress thermique induit par I’augmentation de la température ambiante pro-
voque I’augmentation de la température physiologique des animaux et la diminution
du nombre de lymphocytes viables in vivo et in vitro. Le mécanisme par lequel le
stress thermique induit la mortalité des lymphocytes reste a déterminer : s’agit-il
d’une apoptose, d’une nécrose ou bien d’une autophagie ?
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