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RESUME

Au cours des dernieres décennies, diverses études ont établi le potentiel toxique des rejets
provenant de diverses industries et usines. Néanmoins, peu d’intérét a été attribué aux usines qui
recueillent les déchets liquides. La Station d’épuration de la ville de Montréal regoit les eaux
usées en provenance de plusieurs secteurs soit industriel, commercial, institutionnel, domestique
(incluant les déchets sanitaires), les eaux de ruissellement et finalement les eaux de lixiviation des
anciens dépotoirs de I’ile de Montréal. Ces eaux usées sont épurées par un traitement physico-
chimique puis rejetées dans le fleuve Saint-Laurent au niveau de I’ile aux Vaches. Toutefois, la
Station d’épuration rencontre deux problémes majeurs. En effet, lors de pluies abondantes ou de
la fonte des neiges, la capacité maximale de traitement de la Station d’épuration s’avére atteinte
et cette derniére rejette des eaux usées non traitées. De plus, suite & un moratoire des
gouvernements fédéral et provincial, il lui a été interdit d’utiliser ses installations de désinfection
au chlore et par conséquent, la Station d’épuration ne désinfecte pas les effluents avant de les
rejeter. Ainsi, malgré le traitement physico-chimique, les effluents en provenance de I’ile de

Montréal contiennent un niveau significatif de matiére en suspension et ils présentent une forte

demande biologique/chimique en oxygene et teneur en micro-organismes.

Le but de cette étude consiste a évaluer le potentiel toxique des effluents municipaux ainsi qu’une
substance d’intérét prioritaire, le 4-nonylphénol, généré par la Station d’épuration sur le systéme
immunitaire de la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) juvénile. Le potentiel immunotoxique
des effluents a été évalué sous divers aspects. Tout d’abord, en déterminant I’effet de diverses
concentrations d’effluent, ensuite en établissant la contribution des polluants insolubles
(hydrophobes) qui adherent aux matiéres en suspension et des polluants solubles (hydrophiles),
puis enfin, en évaluant I’'impact de divers procédés de désinfection tels que ’acide peracétique, la

radiation UV et I’ozone.

Les compétences immunitaires des truites ont été évaluées par trois essais immunologiques soit la
phagocytose, I’essai de cytotoxicité ayant comme effecteur les cellules non spécifiques
cytotoxiques (NCC) et enfin, la transformation lymphoblastique. L’essai de la phagocytose

consiste a évaluer la capacité des phagocytes & engouffrer des particules étrangéres et ainsi 4
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défendre I’organisme. Les cellules effectrices NCC éliminent les cellules cancéreuses (souche
humaine YAC-1) en les tuant de maniére spontanée. La transformation lymphoblastique évalue la

capacité des lymphocytes a proliférer afin de mettre en place une réponse immunitaire spécifique.

L’essai de la phagocytose a démontré un effet immunodépresseur lorsque les truites ont été
exposées au nonylphénol. Les expositions de type courbe dose-réponse ont démontré une
modulation inversée reliée a divers facteurs tels que la composition des effluents, la concentration
d’effluent employée ainsi que le temps d’exposition. Les poissons exposéd aux polluants
hydrosolubles et hydrophobes ont démontré une stimulation de Dactivité des phagc:cytes. Les

trois procédés de désinfection n’ont eu aucun effet sur les macrophages.

Une augmentation significative du pourcentage de mortalité des cellules cancéreuses a été
observée chez les truites exposées a une concentration environnementale de nonylphénol. Aucun

effet n’a été noté pour les autres effluents.

Les poissons exposés au nonylphénol ont démontré une stimulation de la prolifération des
lymphocytes T et B a court terme. Les expositions de type courbe dose-réponse ont présenté une
stimulation de la prolifération des lymphocytes T et B (variant selon la concentration d’effluent
employée) a court terme et une suppression de la prolifération des lymphocytes T a long terme.
Aucun effet n’a été observé lors de I’exposition aux fractions soluble et insoluble. Les truites
exposées a l’acide peracétique et ’ozone ont respectivement montré une prolifération des
lymphocytes T et aucun effet au niveau des lymphocytes B. Aucun effet n’a été observé pour le

effluents désinfectés aux UV.

En conclusion, I’exposition aux effluents municipaux engendre des effets immunotoxiques, tant &
la hausse qu’a la baisse, résultant notamment de la composition complexe des polluants, de leur
concentration ainsi que du temps d’exposition. Ces résultats démontrent un désordre au niveau du

systéme immunitaire pouvant entrainer une diminution globale de I’état de santé d’organismes

e
o

Directeur ;e recherche

vivants .




iii

REMERCIEMENTS

En tout premier lieu, je tiens & remercier mon directeur de recherche, le Dr Michel Fournier, pour
m’avoir donné la chance de participer a un irés beau défi environnemental et aussi de la

confiance qu’il a su me témoigner.

Je remercie tous ceux qui ont participé de prés ou de loin a la réalisation de ce projet soient
Christine Yelle, Yves Lafleur, Patrick Jan Cejka et Luc Tremblay de la Station d’épuration des
eaux usées de la ville de Montréal; Christian Blaise, Frangois Gagné et Mélanie Douville du
Centre Saint-Laurent; Sylvia Ruby et Cathy Momacacos de I’Université de Concordia; Patrick
Niquette et Robert Hausler du département de chimie de ’'UQAM et sans oublier le support fort
apprécié des collégues du laboratoire : Caroline Miiller, Daphnée Papillon, Brigitte Badiwa-
Bizowé, Kalum Muray, Julie De Gagné, Francesca Proulx, Marléne Fortier, Lucie Ménard et

Annie Lalancette.

La réalisation de ce projet n’aurait pas été possible sans la contribution financiere d’organismes
tels que les Fonds d’Action Québécois pour le Développement Durable (FAQDD) ainsi que le
Réseau de Recherche en Ecotoxicologie du Saint-Laurent (RRESL) et bien siir, I’Institut National

de la Recherche Scientifique (INRS).

Je termine en remerciant chaleureusement mes proches pour leur soutien & mon égard.

Mereci a tous!



TABLE DES MATIERES
RESUME . ...ttt ettt e et e e e e e e e i
REMERCIEMENT S .. ...ttt aeaeenae i
LISTE DES FIGURES. ...t e vii
LISTE DES TABLEAUX . ...ttt et e e et et e e eeaean ix
LISTE DES ABEVIATIONS.......cuitiiiiiiiiiiiiiiieteea et xi
INTRODUCGCTION. ..ttt ettt et e e e ettt e e et e e e e e 1
CHAPITRE 1 : BIOMARQUEURS IMMUNOLOGIQUES.........cccociiiiiiii 3
CHAPITRE 2 : LE SYSTEME IMMUNITAIRE DE LA TRUITE ARC-EN-CIEL......... 4
2.1 Les organes d’ imMPOrtance. ......ooveeiuieinenieenenenenteeneeneneneneeeenenaasns 4
2.2 IMMUNIEE INNEGC. ... e ettt 5
2.2.1 Couche de MUCUS. ...ccviuetiniiiiiiiiii e 6
2.2.2 CYtOKINMES. ..ottt ettt 7
2.2.3 Voie du complément..........oovviiiiiiiiiiiiic 8
2.2.4 Réactions inflammatoires. ........o.vrereirivrineenerienenieeennenenens 9
2.2.5 PRagOCYtOSe. . v ueee e 11
2.2.6 Cellules cytotoxiques non spécifiques (naturelles)........................ 12
2.3 Immunité SpECIfIQUE. ....nevnet it 12
2.3.1 Lymphocytes T.....oviniiiiii i 13
232 Lymphocytes B......coooiiiiiiii 14
2.3.3 LES ANICOIPS. 1 et tteneeneneatenie et et ettt ettt eaeeae s 14
2.3.4 Réaction mixte de leUCOCYLES....oovenevriinriiiiiiei e 16
CHAPITRE 3 : EFFETS IMMUNOTOXIQUES DES POLLUANTS DE
L’ENVIRONNEMENT CHEZ LES POISSONS......cccviiiiiiiiinnen 17
3.1 Polluants environnementaiX. ... .....euvueerentineereeneneeneaneeneeenieeeiereeneenens 17



3.2 Le cas particulier du nonylphénol............c.ooiiiiii i, 25
3.2 T OXIgINE. . ittt ittt et esre e et siresrsesreseiseesrsesenneebeenaees | 2D

3.2.2 Impact chez les organismes aquatiques.............cceeveiriennenenennn.. 26

CHAPITRE 4 : EFFETS DES EFFLUENTS CHEZ DIVERSES ESPECES DE

POIS S ON S . L e 28
4.1 Indicateurs GENEIAUX. ... outiet it itet ettt et et e eee ettt ete e eeaeennanneneeane 28
4.2 OrganEs EXEEITIES. . ..uueuntnt ettt ettt e e et e e ettt et et aneeeeraeeneennennanes 29
4.3 Organes INEEITIES. ... vovttententtent ettt ettt et et et e e et e e e et eaaen e eneneeneeneanes 29
4.4 Parametres SANGUINS. . ....vuueneene ettt et eneete et reenteeeeateatententeaenenenss 30
R 8 § {1 T Tt H £]=05) 11 L | J 30
4.6 Effets INMMUNITAITES. . ...ttt ettt et eeaans 31

CHAPITRE 5 : LA STATION D’EPURATION DES EAUX USEES DE LA VILLE DE

MONTREAL ET LES EFFLUENTS MUNICIPAUX DE L’ILE.......... 33

5.1 Caractérisation des effluents.............oooviiiiiiiiiiii e 33

5.2 Aspects généraux de la Station d’épuration de la ville de Montréal................ 34

5.3 Procédés de traitement des €auX USEES. ......cvveeeneruerninniieininiiieneeneenen 35

5.4 Désinfection des eaux USEES traltees.........ouvveieerniniiiiininiiiiiiieniiaeane 36

5.5 DéEbordements du F€SEALL. ... u.uvurirrirteee ettt ententrteie e e et eneennens 38
CHAPITRE 6 : CONTRIBUTION PERSONNELLE AUX ARTICLES..................... 39

1° article : EFFECTS OF 4-NONYLPHENOL ON THE IMMUNE SYSTEM OF
RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss).........ccocovevieiiiiiiiiininnnnn.. 40

2¢ article : EFFECTS OF SEWAGE EFFLUENT ON THE IMMUNE SYSTEM OF
RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss)..........c.ccocoiiiieiiiniiinninnen... 60

3¢ article : EFFECTS OF DISINFECTED SEWAGE EFFLUENT ON THE IMMUNE
SYSTEM OF RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss)........................ 93



vii

LISTE DES FIGURES

SECTION 1 : REVUE DE LITTERATURE

Figure 1.Réseau des intercepteurs de la Station d’épuration des eaux usées de la

VTS TSl () o 13y D

SECTION 2 : ARTICLES

1€ article : EFFECTS OF 4-NONYLPHENOL ON THE IMMUNE SYSTEM OF
RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss)

Figure 1. Phagocytic activity of pronephros macrophages in rainbow trouts
exposed to nonylphenol (0.85 pg/L), dilution vehicle and tap water.
(a) 54 days exposure. * indicates significant difference from tap water
groups. (b) 90 days €XPOSUIE..........covviiiiiiiiiiiiiiiniiie e

Figure 2. Mitogenic response of head kidney lymphocytes stimulated with LPS
and PHA in rainbow trout exposed to nonylphenol (0.85 pg/L) , dilution
vehicle and tap water. (a) 54 days exposure. * indicates significant
difference from vehicle group. *’ indicates highly significant differences
from tap water group. (b) 90 days exposure..............cooeeeiiiiiiiiiinn,

2¢ article : EFFECTS OF SEWAGE EFFLUENT ON THE IMMUNE SYSTEM OF
RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss)

Figure 1. Phagocytic activity of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) exposed
to Montreal sewage effluent concentrations between 0.01% and 10%
(a) 54 days exposure. (b) 90 days EXpOSUIe........cccvveverriiiirenninninnn

Figure 2. Mitogenic response of head kidney lymphocytes stimulated with LPS
(B lymphocytes) and PHA (T lymphocytes) in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) exposed to sewage effluent
concentrations between 0.01% and 10% and control group. (a) 54 days
exposure. (b) 90 days EXPOSUIE........o.iiviiiiieiieiiiiiiiiiii e

Figure 3. Phagocytic activity of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) exposed
to Montreal sewage effluent concentrations between 1% and 50% for
aperiod 0of 40 days........cooviiiiiiiiiiii



INTRODUCTION

Depuis les années 1980, les conséquences entrainées par la pollution aquatique sur la faune et la
flore ont retenu I’attention des scientifiques, de la population et des politiciens (Bucke, 1993). En
effet, de nombreuses indications ont permis d’associer diverses problématiques de santé ou de
déclin des populations chez les organismes aquatiques suivant la détérioration du milieu en raison
d’activités anthropogéniques (Bucke, 1993). Depuis les années 1970, la plupart des rejets
industriels sont bien contrlés. Néanmoins, les rejets d’eaux usées provenant des municipalités
constituent maintenant la principale source de polluants chimiques et biologiques qui ont un
potentiel additif et synergique. Il devient donc important d’en établir I’impact sur la santé des
populations humaines et aquatiques et ceci, afin de développer des outils de suivi et des
indicateurs permettant d’évaluer la performance de nouveaux procédés et/ou traitements. Ainsi,
les toxicologues environnementaux sont de plus en plus concernés par le potentiel toxique des
mélanges complexes de polluants retournés dans I’environnement via les rejets d’eaux usées

(Altenburger ef al., 1993).

Depuis les deux derniéres décennies, I’immunotoxicologie est devenue un champ d’étude
populaire (Wester, Vethaak et Van Muiswinkel, 1994) et a été évaluée chez de nombreuses
espéces aquatiques (Fournier et al., 2000). Le systéme immunitaire s’avere un indicateur sensible
face aux xénobiotiques (Fournier et al., 2000) et constitue ’objet de la présente étude chez la
truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) juvénile. Plus précisément, les capacités immunitaires
(non)spécifiques ont été mesurées soit la phagocytose, la cytotoxicit¢é (NK) et enfin la

transformation blastique.

La truite arc-en-ciel juvénile constitue un organisme de choix afin d’effectuer des expositions in
vivo aux effluents municipaux de la ville de Montréal en raison de son accessibilité, de sa
sensibilité aux polluants et de 1’état des connaissances sur ses capacités immunitaires. De méme,
I’obtention, ’entretien et la manipulation de ces organismes présentent un faible niveau de

complexité et impliquent un budget raisonnable.



La présente étude tentera d’évaluer si les constituants abiotiques (métaux lourds, surfactants,
nonylphénol, pesticides, etc) et biotiques (bactéries, virus, protozoaires, etc) contenus dans les
eaux usées traitées de la ville de Montréal modulent la réponse immunitaire de la truite arc-en-

ciel (Oncorhynchus mykiss) a la hausse ou a la baisse.

Cette hypothese sera vérifiée par ’entremise de quatre objectifs. Tout d’abord, on devra évaluer
les effets immunotoxiques de diverses concentrations d’effluents (exposition de type courbe
dose-réponse). En deuxiéme lieu, établir la contribution respective des éléments solubles et
insolubles a I'immunotoxicité des effluents municipaux. En troisiéme lieu, établir I’impact de
nouveaux procédés de désinfection (UV, ozone et acide peracétique) a I’immunotoxicité des
effluents. Enfin, caractériser le potentiel immunotoxique de nouvelles substances d’intérét
prioritaires, tel que le nonylphénol, a une concentration représentative du niveau de

contamination de ’environnement.



Chapitre 1

Biomarqueurs immunologiques

Depuis les deux derniéres décennies, les populations humaines montrent un intérét grandissant
face aux conséquences des actions anthropiques sur les écosystémes aquatiques. Ainsi, un
nombre impressionnant d’études concernant la faune et la flore aquatiques ont été réalisées. Le
systtme immunitaire constitue une composante trés sensible et s’avére un outil de choix afin de
détecter les situations problématiques présentes dans [’environnement aquatique. Les
compétences immunitaires des organismes aquatiques peuvent étre évaluées en effectuant

différents essais tant au niveau de I'immunité innée que spécifique.

L’immunité innée constitue une réponse immunitaire simple, rapide et ne fait pas appel a la
mémoire immunologique. Elle peut étre évaluée par I’entremise de divers essais tels que le
dénombrement des leucocytes sanguins, les réactions inflammatoires, I’activité des lysozymes, le
systtme du complément, la cytotoxicité cellulaire, la phagocytose (mesure de la

chimoluminescence) et de la flambée oxydative.

L’immunité spécifique comporte des réponses plus complexes qui prennent quelques jours avant
d’entrer en action. De plus, ce mécanisme de défense fait intervenir la mémoire immunologique.
La performance du systtme immunitaire spécifique peut étre évalué par la prolifération des
lymphocytes T (stimulés par le phytohémagglutinine et la concanavaline A) et des lymphocytes
B (stimulés par le lipopolysaccharide), la réaction mixte de leucocytes, la quantification de
cytokines sériques, la quantification d’anticorps sériques, les cellules inductrices de plages de

lyse, ’activité des cellules sécrétant des anticorps et la résistance aux pathogénes.



Chapitre 2

Le systéme immunitaire de la truite arc-en-ciel

2.1 Les organes d’importance

Les principaux organes impliqués au niveau de I’immunité chez les poissons sont le thymus, le
rein antérieur et la rate. Les leucocytes se répartissent dans ces organes en plus du systéme
digestif et du sang périphérique. Le thymus et le rein sont considérés comme des organes
immunitaires primaires tandis que la rate constitue un organe secondaire. En effet, une
thymectomie réalisée chez Salmo gairdneri a démontré que la cellularité du rein demeure stable

alors que celle de la rate diminue (Tatner, 1985).

Le thymus est localisé sous 'opercule & proximité des branchies et demeure relativement non
protégé contre les pathogénes (Tatner et Mannig, 1982). Diverses indications suggérent la
présence de cellules dendritiques, de cellules « nurse-like » au niveau du thymus des téléostéens
et de complexes multicellulaires macrophages-lymphocytes (Zapata, 1981 ; Finge et Pulsford,
1985 ; Zapata, Chiba et Varas, 1996 ; Flafio ef al., 1996). Lorsque le thymus de la truite est
stimulé & I’aide de mitogénes, cet organe répond plus intensément & la concanavaline A (Con A)
qu’au lipopolysaccharide (LPS) (Etlinger, Hodgin et Chiller, 1976) indiquant une prédominance
de lymphocytes T (Zapata et Cooper, 1990 ; Chilmonczyk, 1992 ; Kaattari, 1992). Suite a leur
développement, une population de lymphocytes migre dans la rate et le rein (Tatner, 1985).
Enfin, P’ablation du thymus n’a aucun effet, & court terme, sur la production d’anticorps

(Manning, Grace et Secombes, 1992 ; Tatner, Adam et Leshen, 1987).

Le rein antérieur ou pronéphros constitue un organe d’importance chez la plupart des espéces de
poisson. Le rein est un organe hématopoiétique typique des vertébrés qui ne posséde pas de
moelle osseuse (Zapata, Chiba et Varas, 1996). En effet, diverses évidences suggérent un
parallelisme fonctionnel entre le rein et la moelle osseuse des vertébrés (Zapata, 1979). On note

I’absence de regroupement de macrophages (centre mélanomacrophage) chez les salmonidés



comparativement a d’autres espéces de téléostéens (Zapata et Cooper, 1990). Cet organe est
constitué de macrophages, de cellules cytotoxiques non spécifiques (NCC), de cellules

présentatrices d’antigene, de lymphocytes T et B (Zapata et Cooper, 1990).

La rate sert a filtrer le sang, et a améliorer la capture et la présentation de 1’antigéne. Cet organe
atteint sa maturité plus tard que le thymus et le rein (Ellis, 1977) et s’avére peu développé chez
les téléostéens puisque que le pronéphros assure un role hématopoiétique d’envergure et demeure
actif durant la vie entiere de la truite (Zapata, Chiba et Varas, 1996). On retrouve dans cet organe
des macrophages localisés tant dans la moelle rouge que blanche. Une stimulation effectuée a
I’aide du LPS et de la Con A suggére la présence de lymphocytes T et B (Zapata, 1983 ; Zapata et
Cooper, 1990). De plus, chez la truite, les fonctions de liaison de l’antigéne ainsi que la

production d’anticorps s’effectuent dans la rate.

Diverses indications suggéerent I’existence d’une réactivité immunitaire au niveau des muqueuses
du systeme digestif chez les téléostéens (Hart et al., 1988 ; Zapata et Cooper, 1990). Il semble
que I’estomac puisse absorber des antigénes bactériens, des bactéries complétes ou encore des
virus (Zapata, Chiba et Varas, 1996). Le second segment de I’intestin, constitué majoritairement
de macrophages et d’entérocytes (Zapata, Chiba et Varas, 1996), semble engouffrer, transformer
et présenter les particules étrangéres (Hart et al., 1988). En effet, I’administration d’un antigéne
par voie orale entraine une augmentation du nombre de leucocytes dans I’épithélium (Davina,
Parmentier et Timmermans, 1982) ainsi que la production d’anticorps spécifiques dans le mucus

stomacal et la bile (Davidson, Ellis et Secombes, 1993).

2.2 Immunité innée

La défense des téléostéens est assurée tant par un mécanisme immunitaire inné que spécifique.
Plus précisément, I'immunité innée n’implique pas la mémoire immunologique et s’effectue
principalement par les monocytes/macrophages, les granulocytes et les cellules cytotoxiques non
spécifiques (NCC) (Zapata, Chiba et Varas, 1996). En parallé¢le, divers médiateurs cellulaires
peuvent étre synthétisés. L’immunité innée constitue la premiére ligne de défense contre les
particules étrangéres. Elle ne nécessite aucun contact préalable pour déclencher une réponse

immunitaire.



2.2.1 Couche de mucus

Contrairement aux mammiféres, 1’épithélium externe des poissons est constitué de cellules
vivantes, ce qui favorise la production de mucus qui recouvre leur épiderme (Anderson et
Zeeman, 1995). En conséquence, I’attachement ainsi que la pénétration des micro-organismes
s’aveérent considérablement réduits (Watts, Munday et Burke 2001). Ce mucus contient
d’importants constituants tels que des peptides, des enzymes bactéricides (les défensines et les
lysozymes), des protéases (Hjelmeland, Christie et Raa, 1983), des facteurs du complément
(Harrell, Etlinger et Hodgins, 1976), des lymphocytes, des immunoglobulines (non)spécifiques
(St-Louis-Cormier, Osterland et Anderson, 1984), des protéines C-réactives, des lectines et des

hémolysines (Yano, 1996).

Les lysozymes ont un effet antibactérien direct soit en agissant a titre d’opsonines lors de la
phagocytose ou en activant les macrophages ou polymorphonucléaires (Jollés et Jollés, 1984).
Plus précisément, chez Oncorhynchus mykiss, deux isoformes différentes de lysozymes ayant une
spécificité d’action contre les bactéries gram-négatives (Escherichia coli, Aeromonas
salmonicida, etc) ou gram-positives (Staphylococcus, Streptpcoccus, etc) ont été isolées (Yano,
1996 ; Grinde, Jollés et Jollés, 1988). Il existe aussi des protéases spécifiques aux bactéries gram-
négatives (Hjelmeland, Christie et Raa, 1983). De plus, les lysozymes dégradent la chitine
présente dans la paroi de divers champignons (Yano, 1996). Chez le saumon Atlantique, une
corrélation semble existée entre les lysozymes et la résistance aux maladies (Fevolden, Roed et
Gjerde, 1994). Enfin, les manipulations, le transport ou la pollution environnementale peuvent

réduire significativement le niveau de lysozymes (Mdock et Peters, 1990).

Sous P’épithélium, la présence de cellules qui produisent des immunoglobulines (Ig) a été
découverte. Ainsi, dans le mucus externe de la truite Salmo gairdnery, des anticorps spécifiques

aux globules rouges de moutons ont été détectés (Secombes, 1996).

Les micro-organismes piégés dans le mucus sont dégradés puis rejetés dans le milieu environnant
(Anderson et Zeeman, 1995). Toutefois, si un micro-organisme réussit a pénétrer la couche de

mucus, les écailles constituent une seconde barriére physique (Anderson et Zeeman, 1995).



2.2.2 Cytokines

Les cytokines sont des facteurs solubles qui ont pour fonction de favoriser la communication
entre les leucocytes. La plupart des cytokines identifiées chez les poissons présentent des
similarités fonctionnelles par rapport a celles des mammiferes. Dans certain cas, elles ont méme
été identifiées griace a une réaction croisée avec les cytokines de vertébrés a sang chaud. Les
cytokines IL-1 (interleukine-1), IL-3, IL-6, le TNF (facteur de nécrose tumoral), I’INF
(interféron), le MAF (facteur d’activation des macrophages), le MIF (facteur inhibiteur de
migration), le TGF-8 (transforming growth factor) et le CF (facteur de chimiotactisme) ont été

caractérisées chez la truite (Manning et Nakanishi, 1996).

La cytokine IL-1 est produite majoritairement par les macrophages et elle a pour fonction
d’initier une cascade de réactions assurant la prolifération ainsi que la différenciation des
lymphocytes et enfin d’augmenter I’expression du récepteur de I'IL-2 (Kaattari, 1992 ;
Secombes, 1996). Elle a été découverte pour la premiére fois chez la truite suite a une infection
induite par le virus hémoragique septicémique et de nécrose hématopoiétique (Ahne, 1993). De
plus, interleukine-1f (IL-1B) a été cloné chez la truite (Oncorhynchus mykiss) (Secombes,
Hardie et Daniels, 1996 ; Secombes, 1997 ; Secombes et al., 1998). Chez les mammifeéres, I’'IL-2
est produite par les lymphocytes T et a pour fonction de stimuler la croissance des cellules T et
des cellules NK (Natural Killer). La présence de I’IL-2 semble fortement suggérée chez la truite
suite aux essais comportant sur la réaction mixte de leucocytes (Kaastrup ef al., 1988). De méme,
les cytokines IL-3, IL-6 et le TNF-o ont été identifiées dans le sérum de truite suite a une
infection virale (Ahne 1993 et 1994). Ces cytokines sont principalement impliquées dans les

réponses inflammatoires.

Le TGF-a a été cloné chez la truite (Oncorhynchus mykiss) (Secombes, Hardie et Daniels, 1996 ;
Secombes, 1997 ; Secombes et al, 1998). Il a pour fonction de réguler négativement les
macrophages, d’induire la prolifération des lymphocytes, la migration des neutrophiles et de
stimuler de la flambée oxidative chez Oncorhynchus mykiss (Jang, Hardie et Secombes, 1995a ;

Jang et al., 1995b).



Chez les mammiferes, le TNF-a est produit par les macrophages et joue un réle important dans la
destruction des bactéries gram-négatives, des virus et des parasites (Manning et Nakanishi, 1996).
Chez la truite, on a détecté la présence du TNF-a dans les macrophages (Zelikoff ef al., 1991).
De plus, les macrophages et lymphocytes répondent positivement (chimiotactisme) au TNF-o

humain suggérant ainsi la présence d’un récepteur de surface chez la truite (Jang et al., 1995b).

Chez les mammiferes, les INF, produits par les cellules T, ont pour fonction de résoudre les
infections virales. Chez la truite (Oncorliynchus mykiss), une production des INF o et 8 a été
observée suite a une injection de virus (de Kinkelin et Dorson, 1973 ; de Kinkelin et Le Barre,
1974 ; de Kinkelin, Dorson et Hattenberger-Baudouy, 1982 ; Dorson, de Kinkelin et Torchi,
1992).

L’INF-y, aussi nommé MAF, peut étre secrété chez la truite afin de lutter contre les infections
virales et d’activer les macrophages (Graham et Secombes, 1988 et 1990). Les leucocytes du rein
d’Oncorhynchus mykiss stimulés in vitro par Aeromonas salmonicidae  révélent une
augmentation significative de la production du facteur d’activation des macrophages (MAF) et ce
des la premicre semaine de vie(Marsden, Cox et Secombes, 1994). La production intensifiée de
MAF a pour conséquence d’améliorer significativement la flambée oxidative (Jang, Hardie et
Secombes, 1995a). Chez les mammiferes, la cytokine MIF a pour fonction d’empécher les
macrophages de quitter le site infecté. Ce facteur a été analysé chez la truite suivant une infection

bactérienne induite (Thomas et Woo, 1990).

2.2.3 Voie du complément

Chez la truite, la voie du complément a été démontrée en mesurant la lyse des globules rouges de
mouton (Nonaka ef al., 1981). La voie du complément classique (dépendante de I’anticorps)
activée par le complément 1 (C1) ainsi que la voie alternative (indépendante de 1’anticorps)
activée par le complément 3 (C3) sont présentes chez la truite et ressemblent a celles des
mammiféres (Yano, 1996). La synthése des composantes du complément peut mener 3 la
destruction directe de bactéries et de virus ou faciliter la phagocytose (opsonine) (Sakai, 1983 ;
Sakai, 1984 ; Sakai, Suzuki et Awakura, 1994).



Chez la truite, il existe des analogues fonctionnels aux mammiféres pour les composantes C4 et
C5 (Elcombe et al., 1985 ; Nonaka, Natsuume-Sakai et Takahashi, 1981a). Chez Salmo guirdneri
et Oncorhynchus mykiss le complément 3 (C3) a été trouvé (Nonaka et al., 1984). Cette
composante est aussi retrouvée sous forme C3a et C3b (Kaatari et Piganelli, 1996). Les autres
facteurs du complément n’ont pas encore été découverts chez la truite. Néanmoins, les

composantes C1 a C9, les facteurs B et D ont été identifiées chez la carpe (Yano, 1996).

2.2.4 Réactions inflammatoires

De maniére générale, I’inflammation se caractérise par un volume de sang plus élevé dans Daire
inflammatoire, une augmentation de la perméabilité et de la migration des leucocytes provenant
des capillaires vers les tissus. Chez les mammiféres, ’activation de lectines, de la voie du
complément et de cellules de signalisation entrainent la transcription de médiateurs
inflammatoires tels que les lymphokines (Zelikoff et al, 1991), les cytokines, les amines
vasoactives, les eicosanoides, etc (Watts, Munday et Burke, 2001). Les lymphokines comportent
plusieurs molécules dont les interférons, les facteurs de chimiotactisme, les facteurs d’activation
des macrophages (MAF), les interleukines et les facteurs de croissance des lymphocytes B
(Anderson et Zeeman, 1995). Aucune indication ne semble suggérer que I’histamine soit
responsable des premiéres étapes de I’inflammation chez les poissons. Toutefois, cette molécule

pourrait agir en tant que médiateur inflammatoire (Suzuki et Iida, 1992).

La réponse inflammatoire implique notamment les neutrophiles, les macrophages et les
monocytes. Chez les poissons, ces cellules exercent un rdle qui consiste a retirer les dérivés
inflammatoires et les tissus endommagés afin de résoudre I’inflammation ainsi que de lier les
organismes étrangers et les détruire (Anderson et Zeeman, 1995). Lors d’une réaction
inflammatoire chez les poissons, les leucocytes migrent, adhérent aux vaisseaux sanguins et
pénetrent a I’intérieur des tissus infectés selon des mécanismes encore inconnus (Suzuki et Tida,
1992). Les réactions inflammatoires chez les poissons s’effectuent selon une courbe température

dépendante (Suzuki et lida, 1992).

Les neutrophiles ont pour fonction de libérer des médiateurs inflammatoires (lymphokines) qui

attirent les macrophages au site d’inflammation, d’excréter activement des enzymes afin de tuer
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les micro-organismes et d’engouffrer les pathogénes (Ellis, 1986 ; Secombes, 1987). Les
macrophages et monocytes ont une capacité plus élevée a phagocyter que les neutrophiles
(Suzuki, 1984). Toutefois, ces derniers compensent par leur grand nombre (Secombes, 1996). Le
patron d’arrivée biphasique des leucocytes consiste en un maximum de neutrophiles et de

macrophages respectivement apres 24 et 48 heures (Sommer et Bartos, 1981).

Lors de la phase aigu€ de I'inflammation, la production de protéines sériques est modulée chez
les poissons. Ces protéines ont pour rle d’agir directement contre les pathogénes, d’activer le
systéme du complément, de rétablir ’homéostasie ou encore de minimiser les dommages subis
par ’hote (Secombes er al., 1999). Certaines protéines dont la protéine C-réactive (CRP),
I’amyloide P sérique (SAP) et I’amyloide A sérique (SAA) ont été conservées au cours de
I’évolution (Jensen et al., 1997). La transferrine, une protéine qui sert a séquestrer le fer chez les
mammiferes, a été identifiée chez plus de 100 espéces de poissons osseux, mais sa fonction

demeure controversée (Turner et Jamieson, 1987).

La CRP a été identifiée chez plusieurs espéces dont la truite arc-en-ciel. On la retrouve
notamment dans le sang, le sperme, le mucus de I’épiderme et les ceufs (Yano, 1996). La CRP est
produite par les macrophages et les lymphocytes. De plus, elle a un rdle déterminant suite a
I'invasion par un pathogéne. En effet, lors d’une infection causée par Vibrio anguillarum, la
production de la CRP est stimulée (concentration 3 fois plus élevée), la voie du complément est
activée et la phagocytose de la bactérie s’avére plus efficace (Kodama ef al., 1989 ; Nakanishi et
al., 1991 ; Murai et al., 1990). Le mécanisme d’action de la CRP consiste a reconnaitre et lier la
phosphorylcholine présente dans la paroi cellulaire des bactéries, des champignons ou d’autres
parasites (Yano, 1996). Enfin, chez Salmo gairdneri 1a SAP et la SAA ont été clonées (Jensen et
al., 1997). L’expression de I’ARN messager hépatique de la SAA tend 4 augmenter suite 4 une

infection causée par 4. Salmonicida (Jensen et al., 1997).

L’inflammation chronique implique plus particuliérement les lymphocytes, macrophages et
monocytes. Ce type d’inflammation se caractérise par la formation de granulomes qui sont
constitués par un regroupement de macrophages. La libération de divers médiateurs

inflammatoires favorise la persistance de 1’état d’inflammation et en complexifie la résolution
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(Secombes, 1996). Enfin, I’état d’inflammation peut étre résorbé par plusieurs types de cellules

dont les phagocytes, les éosinophiles, les thrombocytes et les lymphocytes (Secombes, 1996).

2.2.5 Phagocytose

L’immunité innée comporte des réactions qui assurent la destruction des micro-organismes par
’entremise de dérivés d’oxygene ou d’azote. La phagocytose est orchestrée principalement par
les cellules phagocytaires polymorphonucléaires (PMN) ou les granulocytes (neutrophiles,
éosinophiles et basophiles) ainsi que les macrophages. Les PMN, ainsi que les macrophages,
exercent leur action en reconnaissant un micro-organisme préalablement fixé par une opsonine,
en ingérant la particule dans une vacuole intracellulaire et en relachant des enzymes ou des

substances bactéricides qui détruisent le pathogéne (Anderson et Zeeman, 1995).

Les macrophages sont de grosses cellules mononucléées d’aspect granuleux (Secombes, 1990).
Les macrophages peuvent phagocyter plusieurs micro-organismes, sécréter des radicaux libres de
Poxygene et de I’azote ou encore agir a titre de cellule accessoire aux lymphocytes (Secombes,
1990 ; Vallejo, Miller et Clem, 1992). Plusieurs récepteurs ont été identifiés a la surface des
macrophages soit les récepteurs a ’anticorps (Fc), pour le complément (Secombes et Fletcher,

1992) et pour le complexe majeur d’histocompatibilité IT (Secombes, 1994).

Les granulocytes présentent un cytoplasme granuleux et possédent un ou plusieurs noyaux selon
le type cellulaire. Plus précisément, les neutrophiles possédent des capacités élevées pour
phagocyter, produire des espeéces réactives de I’oxygéne et de I’azote. Ils présentent toutefois un
pouvoir bactéricide réduit (Secombes, 1996). Les récepteurs d’anticorps (Fc) et du complément

ont été mis en évidence a la surface de ces cellules (Secombes, 1996).

Chez la truite (Oncorhyncus mykiss), d’importantes différences entre les macrophages stimulés et
non stimulés ont été observées (Zelikoff et al., 1991). En effet, les macrophages stimulés in vitro
ont une mobilité plus importante, produisent un niveau significativement plus élevé de dérivés de
Poxygene, doublent leur taille rapidement et présentent a leur surface plusieurs plis surmontés
par de nombreuses microvillosités favorisant ainsi un meilleur contact avec la particule étrangére

comparativement aux cellules non stimulées. La destruction des micro-organismes peut
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s’effectuer 1h a I’intérieur ou a I’extérieur de la cellule (Whyte, Chappell et Secombes, 1989 ;

Secombes, 19906).

2.2.6 Cellules cytotoxiques non spécifiques

L’immunité innée est aussi assurée par des cellules cytotoxiques non spécifiques (NCC)
comparables aux cellules tueuses naturelles (NK) des mammiféeres (Zelikoff et al., 1991). Les
cellules NCC de la truite sont de petites tailles, mononucléées (pléomorphisme), sans granule
(contrairement aux mammifeéres), sans vacuole et ressemblent aux monocytes et lymphocytes
(Greenlee, Brown et Ristow, 1991 ; Secombes, 1996). Ces cellules exercent leur action
cytotoxique spontanément sur les cellules infectées par des virus et sur les cellules cancéreuses
selon deux mécanismes différents, soit par apoptose ou par nécrose (Evans et Jaso-Friedmann,
1992 ; Anderson et Zeeman, 1995 ; Greenlee, Brown et Ristow, 1991 ; Meseger et al., 1994).
Lorsque stimulé, le NCC présente des microvillosités a sa surface facilitant ainsi le contact avec
la cellule cible (Meseguer et al., 1994). De plus, les NCC posséde une molécule FAM (function-
associated molecule) qui est impliquée dans la reconnaissance des cellules cibles (Harris et al.,

1992).

2.3 Immunité spécifique

La truite arc-en-ciel posséde la capacité d’élaborer une réponse immunitaire complexe. Tout
comme chez les mammiféres, I'immunité spécifique implique la collaboration entre les
lymphocytes T et B. Cette forme d’immunité débute avec les macrophages qui capturent et
présentent les particules étrangeres aux lymphocytes T et B (Anderson et Zeeman, 1995). Suite a
Pactivation causée par I’antigéne, la production de médiateurs cellulaires est induite, les cellules
entrent dans un processus de prolifération et les lymphocytes B se différencient en cellules

plasmatiques productrices d’anticorps spécifiques (Anderson et Zeeman, 1995).

Il'y a plus de 25 ans, la capacité des lymphocytes T et B des téléostéens & se diviser et a proliférer
lorsqu’ils sont stimulés par un mitogéne a ét¢ démontrée (Etlinger, Hodgins et Chiller, 1976). Les
poissons possédent donc I’habilité de reconnaitre les pathogénes qui sont potentiellement

dangereux et de procéder a leur destruction suite & une reconnaissance spécifique.
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2.3.1 Lymphocytes T

Les lymphocytes T ont pour fonction de dégrader I’antigéne et de présenter un peptide
antigénique au complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) (Manning et Nakanishi, 1996). Les
lymphocytes T assurent la production d’opsonines, de cytokines et de lymphokines (Anderson et
Zeeman, 1995). Chez les téléostéens deux populations de lymphocytes T (Ty; et Tyz) ont été
identifiés (Kaattari, 1992).

Chez la truite, les chaines alpha () et béta (8) des récepteurs a I’antigéne des lymphocytes T ont
¢té caractérisés (Partula ef al., 1995 et 1996). La chaine 8 comporte un résidu lysine, tout comme
chez les mammiféres, et a pour fonction de favoriser une interaction avec le complexe CD3
(Partula et al., 1995). Toutefois, les récepteurs tels que le CD3, CD4 ou CDS8 présents a la surface
des lymphocytes T n’ont pas été identifiés chez les poissons (Manning et Nakanishi, 1996).

La truite Oncorhynchus mykiss exprime les CMH 1 et II. Le géne codant pour le CMH I a été
localisé au niveau de plusieurs tissus soient la rate, le thymus, le rein, le cceur, les intestins, le
cerveau et le foie. Le CMH I exerce son action sur les antigénes exogénes et présente un
important polymorphisme. De plus, Pactivité des Ty (cytotoxiques) chez les poissons a été
démontrée par le rejet de greffes ainsi que les réactions d’hypersensibilité (Nakanishi et al.,

1999).

Chez les mammiferes, le CMH II exerce son action principalement sur les antigénes exogénes et
a pour fonction de les présenter aux Ty, (helper). Le CMH II est exprimé & la surface des
macrophages du pronéphros (Knight, Stet et Secombes, 1998 ; Juul-Madsen ef al.,, 1992 ) et de la
rate (Juul-Madsen ef al., 1992). Le géene de la chaine 8 du CMH II de la truite a été clonée (Juul-
Madsen et al, 1992) et présente une certaine homologie avec celui des mammiféres. Chez la
truite, une stimulation simultanée par le TNFo et le LPS entraine une expression plus importante
du CMH 1II. Ce fait suggére que les macrophages du pronéphros d’Oncorhynchus mykiss peuvent
étre stimulés entre autre par les opsonines, les cytokines les lymphokines, les facteurs du
complément ou des peptides antigéniques entrainant ainsi des modifications de la présentation de

Iantigéne et conséquemment de la réponse immune spécifique (Knight, Stet et Secombes, 1998).
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Néanmoins, les facteurs qui influencent I’expression du CMH et les mécanismes par lesquels ils

sont régulés demeurent encore inconnus (Knight, Stet et Secombes, 1998).

2.3.2 Lymphocytes B

Les lymphocytes B ont pour fonction principale de produire des anticorps, autant spécifiques que
non spécifiques. On retrouve les lymphocytes B dans plusieurs tissus soit le thymus, la rate, le
rein antérieur et le sang périphérique (Kaattari, 1992). Deux populations de lymphocytes B (B, et
B,) ont été identifiées (Kaattari, 1992).

Les cellules B peuvent étre activées par les voies indépendantes ou dépendantes des lymphocytes
T (Clem et al., 1985, Vallejo, Miller et Clem, 1992, Kaatrari, 1992 ; Kaatari et Piganelli, 1996).
Des enzymes, localisées dans le pronéphros, dont I’activité est associée au développement des
cellules pré-B chez les mammiferes ont été identifiées chez les truites (Kaattari, 1992). Les
clones de haute affinité sont présents uniquement dans la rate et le rein postérieur et non pas au
niveau du pronéphros (Kaattari, 1992). Ainsi, les clones des lymphocytes B du rein antérieur de
la truite (Oncorhynchus mykiss) synthétisent des immunoglobulines spécifique et non
spécifiques. Les anticorps non spécifiques ne nécessitant pas une stimulation préalable et ont
pour cible principale les micro-organismes largement répandus dans ’environnement (Zeeman,

1995).

2.3.3 Les anticorps

Les anticorps sécrétés par les plasmocytes dans la circulation sanguine peuvent neutraliser des
protéines ou des toxines, faciliter la phagocytose (opsonine), ou encore activer le syst¢éme du
complément pour faciliter la lyse de cellules cibles (Anderson et Zeeman, 1995). Dans une étude
réalisée par Griffin (1983) des anticorps spécifiques & Yersinia ruckeri chez Salmo gairdnery ont
permis d’augmenter significativement la phagocytose sans toutefois améliorer I’activité
cytotoxique intracellulaire. Chez cette méme espéce, des anticorps hautement spécifiques qui

neutralisent divers types de virus ont aussi été démontrés (Lorenzen et Lapatra, 1999).

Les immunoglobulines de poissons constituent une population hétérogéne quoiqu’ils soient de

classe M (IgM) (DeLuca, Wilson et Warr, 1983 ; Elcombe et al., 1985). La molécule d’anticorps
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Chez les mammiferes, on observe fréquemment des réponses secondaires plus intenses et rapides.
Ce phénomeéne s’avére peu observé chez les téléostéens puisqu’ils ne possédent pas d’IgG
(Watts, Munday et Burke, 2000). Toutefois, Oncorhynchus mykiss est en mesure d’élaborer une
réponse secondaire plus efficace faisant appel a sa mémoire immunologique. En effet, la
production plus rapide et nombreuse d’anticorps est la conséquence d’un répertoire plus varié de
cellules B sensibles aux antigénes et non pas a une maturation des immunoglobulines entre les

deux expositions (Arkoosh et Kaattari, 1991).

2.3.4 Réaction mixte de leucocytes

Chez les mammiferes, cette réponse immunitaire implique une interaction entre le récepteur
CD4" d’un lymphocyte T avec le CMH II d’un monocyte/macrophage ou lymphocyte B
incompatible (Manning et Nakanishi, 1996). L’activation des lymphocytes T CD4" entraine la
sécretion de I’IL-2 ainsi que la transformation des lymphocytes T en blastocytes qui effectuent
une prolifération clonale lorsque stimulés par I’'IL-2 (Manning et Nakanishi, 1996). Diverses
espéces, dont la truite, ont la capacité d’effectuer une réaction mixte de leucocytes (Etlinger,
Hodgins et Chiller, 1977 ; Kaastrup et al., 1988). La synthése d’IL-2 et la participation de
monocytes/macrophages ainsi que de lymphocytes T et B suite a ’induction d’une réaction mixte
de leucocytes ont été détectées chez la carpe et le poisson chat (Capsi et Avtalion, 1984 ; Miller,

Sizemore et Clem, 1986).
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Chapitre 3

Effets immunotoxiques des polluants de I’environnement chez les poissons

3.1 Polluants environnementaux

Depuis les années 60, un nombre impressionnant d’études ont mesuré 1’efficacité des mécanismes
de défense des poissons confrontés a divers polluants. Toutefois, il s’avére difficile de tirer une
tendance particuliére en raison de la variabilité entre les expositions. En effet, ces études
divergent dans la durée et les conditions de I’exposition, I’espéce, 1’age, le sexe, la dose, le
toxique étudié, la voie d’administration, 1’origine tissulaire des cellules, etc. En conséquence, les
effets immunitaires respectifs pour chacune des classes de polluants soient les métaux, BPC
(biphényles polychlorés)/HAP (hydrocarbures aromatiques polycycliques), dioxines, pesticides et
médicaments sont résumés dans les tableaux synthéses et se concentrent uniquement sur les

truites 4 moins qu’aucune étude ne soit disponible pour cette espéce.

Tableau 1. Fonctions immunitaires affectées par les métaux chez la truite

Meétal Concentration Fonction immunitaire affectée Référence
Aluminium 10 pg/ml Diminution de la chimiluminescence Elasser, Roberson
lors de la phagocytose et Hetrick, 1986
Arsenic 1-100 pg Augmentation de la phagocytose a Thuvander ef al.,
faible dose et vice versa 1987
Cadmium 31 et 62 uM Augmentation de la phagocytose Ename et al., 1991
(LD50:210) d’une bille et plus
2 ppm Augmentation de la phagocytose Zelikoff et al.,
1995
1 pg/ml Diminution de la chimiluminescence Elasser, Roberson
avec le temps d’exposition et Hetrick, 1986
1et5pg/L ¢ Diminution de la prolifération Sanchez-Dardon et
des lymphocytes T et B, de la al., 1999
phagocytose, de la flambée
oxydative et des Ig M sériques
e Stimulation de I’activité des
lysozymes
0.7¢t3.6 ¢ Augmentation du niveau Thuvander, 1989
pg/ml d’anticorps sériques

¢ Diminution de la prolifération
des lymphocytes T et B
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Tableau 1. Suite des fonctions immunitaires affectées par les métaux chez la truite

Meétal

Référence

Concentration

Cadmium

Chrome

Cuivre

1 et 10 pg/ml
0.05 et 0.1
mg/100g

1 ppM

2 ppM

31 et 62 uM
50 et 200 pg/l

1 mg/l

2340 et 4110
ppM

Indéterminée
(terrain)

2.1,3.9,5.1 ou
9.5 pg/L

10 pg/ml

30 et 100

pg/ml
0.1,1.0, 10 ou

100 pg/ml
2900 pg/L

1 ppM

Fonction immunitaire affectée
Diminution légére de la production
d’anticorps
Diminution du niveau d’anticorps
sériques
Augmentation de la flambée
oxydative
Diminution progressive de la
production de radicaux libres
d’oxygene et du peroxyde
d’hydrogéne dans le temps (jours)
Augmentation de la production de
radicaux libres d’oxygéne (t = 5h)
Aucun effet sur le niveau d’anticorps
sériques
Diminution sévére du niveau
d’anticorps sériques primaires et
secondaires
e Augmentation de I’activité des

lysozymes sériques

e Augmentation de la flambée

oxydative

e Augmentation du pourcentage de

phagocytose

¢ Diminution du leucocrite

¢ Diminution du pourcentage de
lymphocytes dans le sang
Augmentation de la susceptibilité
face au virus de nécrose
hématopoiétique (IHNV)
Diminution de la chimiluminescence
lors de la phagocytose

Aucun effet sur la production
d’anticorps
Diminution des cellules inductrices
de plaque (PFC)
Diminution du niveau d’anticorps
sériques
Diminution de la flambée oxydative

Viale et Calamari, -
1984
O’Neill, 1981a

Chilmonczyk et al.,
1997

Zelikoff et al.,
1995

Ename et al., 1991

Viale et Calamari,
1984
O’Neill, 1981b

Gatta et al., 2001

Dethloff, Bailey et
Maier, 2001

Hetrick, Knittel et
Fryer, 1979

Elasser, Roberson
et Hetrick, 1986
Viale et Calamari,
1984

Anderson et al.,
1989

O’Neill, 1981b

Chilmonczyk et al.,
1997
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Tableau 1. Suite des fonctions immunitaires affectées par les métaux chez la truite

Métal__
Mercure

Nickel
Plomb

Zinc

Concentration

Fonction immunitaire affectée

Référence

107 et 10° M

0.1 et0.5 pg/L

7500 pg/L

0.01,0.1,0.2
et 0.3 mg/100g
10 et 50 pg/L

1060 pg/L

e Inhibition de la stimulation des
lymphocytes T et B

¢ Modulation de la réaction mixte de
leucocytes

e Diminution de la phagocytose de
trois billes et plus

e Inhibition de la flambée oxydative

e Diminution de la prolifération des
lymphocytes T et B

¢ Diminution de la phagocytose

e Diminution de la flambée oxydative

e Stimulation de ’activité des
lysozymes

¢ Diminution de I'immunoglobuline
M (IgM) sérique

Diminution du niveau d’anticorps

sériques

Diminution du niveau d’anticorps

sériques

¢ Diminution de la stimulation des
lymphocytes T et B

e Diminution de la phagocytose

e Stimulation de I’activité des
lysozymes

* le zinc offre une protection
lorsqu’il est combiné au cadmium
ou au mercure

Diminution du niveau d’anticorps

sériques (contre un bactériophage)

Voccia et al., 19974: '

Sanchez-Dardon et
al., 1999

O’Neill, 1981b
O’Neill, 1981b

Sanchez-Dardon et
al., 1999

O’Neill, 1981b
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Tableau 2. Fonctions immunitaires affectées par les BPC, HAP et dioxines chez la truite

BPC/HAP/ Concentration Fonction immunitaire affectée Référence
dioxines ]
Aroclor 1-100 mg/Kg e Diminution du leucocrite sérique ~ Nestel et Budd,
1254 e Diminution de la pulpe blanche de 1975
la rate
Aroclor 100 mg/Kg Aucune incidence de tumeurs au foie Hendricks ef al.,
1254 1977
Aroclor 300 ppm Aucun effet sur les cellules Cleland, McElroy
1254 formatrices de plaque (PFC) et Sonstegard, 1988
Aroclor 0.38 4 6.0 ng/L Augmentation (injection) ou Mayer, Mayer et
1254/1260 diminution (immersion) de la Witt, 1985
susceptibilité & Yersinia ruckeri
20 espéces  Variable (Baie e Diminution du pourcentage de Lacroix et al., 2001
des Anglais) macrophages
¢ Diminution du pourcentage de
macrophages actifs
e Hipoglossoides platessoides (plie
américaine)
HAP Indéterminée e Diminution sévére de la Weeks et
(Riviere phagocytose Warinner, 1984 et
Elizabeth) e Leiostomus xanthurus et Trinectes 1986
maculatus
HAP Indéterminée e Suppression de I’activité NCC Faisal et al., 1991a
(Riviere e Fundulus heteroclitus
Elizabeth)
HAP Indéterminée e Diminution de la prolifération des  Faisal er al., 1991b
(Riviere lymphocytes T
Elizabeth) ¢ Augmentation de la prolifération
des lymphocytes B
e Leiostomus xanthurus
Créosote  3et10pul/L e Inhibition temporaire de la flambée Karrow et al., 2001
(HAP) oxydative (le premier mois)
e Stimulation temporaire de la
phagocytose (1° semaine)
TCDD 0.1-10 pg/Kg  Suppression partielle de la Spitsbergen et al.,
(dioxine) prolifération des lymphocytes 1986
1 ng/Kg Aucune modulation de la Spitsbergen et al.,

susceptibilité face au virus de nécrose
hématopoiétique (IHNV)

Diminution de la résistance face au
(IHNV)

1987

Anderson et al.,
1983

TCDD : Tétrachlorodibenzo
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Tableau 3. Fonctions immunitaires affectés par les insecticides chez la truite

Insecticti Concentratiop

‘Aldicarb  0.86 mg/L

(ca)

Carbaryl 0.015-10.2

(ca) ppm

DDT (oc)  0.5-17.9 ppM
0.001-1 ppm
0.01-1 ppm
0.05- 15 ppm
10-50 mg/Kg
18 et 75
mg/Kg
80-19 200
mg/Kg

Dieldrin 3.3-5.2 ppM

(oc)

Endosulfan 0.36 ppM

(oc)

1- 10 ppm

Endrin (oc) 0.12-0.15 pg/L

Fonction immunitaire affectée

Référence

e Augmentation des lymphocytes et
thrombocytes sériques

e Diminution des neutrophiles et
monocytes sériques

e Puntius conchonius Hamilton

¢ Diminution de la masse de la rate

¢ Diminution du nombre de
lymphocytes (rate)

¢ Diminution de la masse de la rate

e Diminution du nombre de
lymphocytes (rate)

Diminution de la masse de la rate

Induction de symptomes relativement

aux infections fongiques
Induction importante de symptomes

relativement aux infections fongiques
¢ Diminution des cellules formatrices

de plaque (PFC) et du niveau
d’anticorps sériques

e Carassiun auratus

Induction sévére de tumeurs au foie

Induction sévére de tumeurs au foie

¢ Diminution de la masse de la rate

e Diminution du nombre de
lymphocytes (rate)

¢ Diminution de la masse de la rate

e Diminution du nombre de
lymphocytes (rate)

e Diminution de la prolifération des
lymphocytes T (10 ppm) et B

¢ Aucun effet sur I’activité NCC

e Aucun effet, pour la phagocytose et

le facteur d’inhibition des
macrophages

e Diminution des cellules formatrices

de plaque (PFC)
e Diminution du niveau d’anticorps
sériques

Gill, Pande et
Tewari, 1991

Walsh et Ribelin,
1975

Walsh et Ribelin,
1975

King, 1962
Allison et al., 1963

Schoenthal, 1963

Sharma et Zeeman,
1980

Halver, 1967
Ashley, 1970

Walsh et Ribelin,
1975

Walsh et Ribelin,
1975

O’Halloran,
Ahokas et Wright,
1996

Bennett et Wolke,
1987

ca : carbaryl ; oc : organochloré ; og : organophosphate ; DDT : dichlorodiphényltrichloroéthane
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Tableau 3. Suite des fonctions immunitaires affectées par les insecticides chez la truite

Insecticide
Esfenvale-
rate

Lindane

(oc)

Malathion
(op)

Concentration Fonction immunitaire affectée Référgnce )
10 ppm e Diminution de la prolifération des ~ O’Halloran,
lymphocytes T et B Ahokas et Wright,

e Aucun effet sur I’activité NCC 1996

1 mg/Kg Diminution temporaire de la Dunier et al., 1994
chimiluminescence lors de la
phagocytose

10 mg/Kg e Augmentation de la concentration  Dunier et al., 1995

10, 50 et 100
mg/Kg

10,50 et 100
mg/Kg
13-178 ppM

1- 10 ppm

sérique de lysozyme et
céruplasmine

e Diminution du nombre de
lymphocytes B (rein)

e Diminution de la prolifération des
lymphocytes B

Suppression de I’activité des cellules

B sécrétant des anticorps (ASC)

Diminution de la prolifération des

lymphocytes B et aucun effet sur les

lymphocytes T

Diminution des lymphocytes dans la

rate

¢ Diminution de la prolifération des
lymphocytes T (10 ppm) et B

e Aucun effet sur I’activité NCC

Dunier et Siwiki,
1994
Dunier et al., 1994

Walsh et Ribelin,
1975

O’Halloran,
Ahokas et Wright,
1996

ca : carbamates ; oc : organochlorés ; og : organophosphates

Tableau 4. Fonctions immunitaires affectées par les herbicides chez la truite

Herbicide = Concentration Fonction immunitaire affectée Référence

Atrazine 1.5-13.5ppm e Diminution de la masse de larate =~ Walsh et Ribelin,
e Diminution du nombre de 1975

lymphocytes
1 g/Kg e Aucun effet Cossarini-Dunier et

e Cyprinus carpio al., 1988

2,4-D 0.35-430 ppm  Diminution de la masse de la rate Walsh et Ribelin,

1975

2,4-D : acide 2,4-dichlorophenoxyacétique



Tableau 5. Fonctions immunitaires affectées par les fongicides

Fongicide  Concentration

Fonction immunitaire affectée

Référence

Bromure de 1.8 mg/L

méthyle

PCP 5-75 ppm

eInduction de la nécrose des

thymocytes

e Oryzias latipes

Wester, Canton,
Dormans, 1988

e Réduction de la chimiluminescence Anderson, 1992

selon une courbe dose-réponse
e Oryzias latipes

PCP : Pentachlorophenol

Tableau 6. Fonctions immunitaires affectées par les agents alkylants chez la truite

Agent alkylant Concentration Fonction immunitaire affectée =~ Référence
Cyclophosphamide 1, 10 et 100 e Augmentation du nombre de  Anderson,
mg/Kg lymphocyte dans la rate Roberson et
e Augmentation des cellules Dixon, 1982
formatrices de plaque
50 mg/Kg Aucun effet sur le niveau Maisse et Dorson,
d’anticorps sériques 1976
400-500 Diminution séveére du niveau Sakai, 1982
mg/Kg d’anticorps sériques

Mustargen (agent 0.1

moutarde)

mg/poisson

e Prolongation du temps de rejet
o Fundulus heteroclitus

Hildemann et
Cooper, 1963

Tableau 7. Fonctions immunitaires affectées par les antibiotiques chez la truite

Médicaments

Concentration Fonction immunitaire affectée

Référence

Levamisole

(antihelminthe)

Smg/Kg

Oxitétracycline 10 mg/Kg

(antibiotique)

Tétracycline
(antibiotique)

3333 ppm

50 pg/ml

50 pg/ml

e Augmentation du pourcentage de
phagocytose

¢ Diminution des cellules
formatrices de plaque (PFC)

Diminution des cellules formatrices

de plaque (PFC)

Diminution des cellules formatrices

de plaque (PFC)

Inhibition de la chimiluminescence

lors de la phagocytose

Inhibition de la chimiluminescence
lors de la phagocytose

Siwiki, Anderson
et Dixon, 1989

van Muiswinkel et
al., 1985

Siwiki, Anderson
et Dixon, 1989
Wishkovsky,
Roberson et
Hetrick, 1987
Wishkovsky,
Roberson et
Hetrick, 1987




24

Tableau 8. Fonctions immunitaires affectées par les hormones chez la truite

Fonction immunitaire affectée

Référence -

_Hormone _Concentration
ACTH 2
unités/poisson
100 pg/ml
Carbachol 10°M
Cortisol 10-50 mg/kg
2-200 mg/kg
300 mg/kg
Cortisone 0.6-2 mg/Kg
500 mg/Kg
Hormone de 0.25 pg/g (de
croissance saumon)
2.5 ng/g (de
] beeuf)
Epinéphrine 104 et 10°M
Hydrocortisone 10-50
mg/poisson
Isoprotérenol  10° M
100 uM

Modulation du nombre de
lymphocytes et thrombocytes en
circulation

Augmentation de la flambée
oxydative

Augmentation de la
chimiluminescence

Induction d’infections fongiques et
bactériennes

Diminution des cellules
formatrices de plaque (PFC)

e Diminution du nombre de
lymphocytes en circulation apres
36 heures

e Aucun effet sur les neutrophiles

e Diminution de I’inflammation et
du saignement

¢ Diminution du nombre de
lymphocytes et thrombocytes en
circulation

Diminution des leucocytes dans le

rein, la rate et le thymus

e Diminution de I’activité des
lysozymes plasmatiques

e Stimulation de la production de
radicaux d’oxygene libres

Suppression de la

chimiluminescence selon une

courbe dose réponse

e Diminution du nombre de
lymphocytes dans le rein, la rate
et le thymus

e Augmentation de I’incidence
d’infections fongiques ou
bactériennes

Suppression de la prolifération des

lymphocytes T et B

Diminution de la concentration de

peroxyde d’hydrogéne des

macrophages actifs

Weinreb, 1958

Bayne et Levy,
1991

Flory et Bayne,
1991

Pickering et
Duston, 1983
Anderson,
Roberson et
Dixon, 1982
Pickering, 1984

Weinreb, 1958

Weinreb, 1959

Chilmonczyk et
Monge, 1982
Yada, Azuma et
Takagi, 2001

Flory et Bayne,
1991

Robertson et al..
1963

Flory et Bayne,
1991
Bayne et Levy,
1991

ACTH : Hormone adrénocorticotropine
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Tableau 8. Suite des fonctions immunitaires affectées par les hormones chez la truite

Hormone Concentration _Fonction immunitaire affectée Référence
Kenalog 40 0.80u8 Augmentation de I’incidence Bullock et
mg/poisson d’infections fongiques ou Stuckey, 1975
bactériennes
20-200 mg/kg e Diminution du nombre de Anderson,
lymphocytes dans la rate Roberson et
e Diminution des cellules Dixon, 1982
formatrices de plaque
Phényléphrine 10° M Augmentation de la Flory et Bayne,
chimiluminescence 1991
10-100 pM Diminution de la flambée Bayne et Levy,
oxydative 1991
Propranolol 10°M Stimulation de la production Flory et Bayne,
d’anticorps 1991

3.2 Le cas particulier du nonylphénol

3.2.1 Origine

Le nonylphénol constitue I'un des produits de la dégradation des alkylphénoléthoxylates
(surfactants non ioniques). Ces derniers sont largement employés dans la production du plastique,
du textile, du papier, de pesticides, de détergents, de produits cosmétiques, d’émulsifiants, de
dispersants, de produits ménagers, etc (Arukwe et al., 2000 ; Burkhardt-Holm, Wahli et Meier,
2000 ; Bennie et al., 1997). En condition aérobique ou anaérobique, I’alkylphénol polyéthoxylate
se transforme en sous produits tels que le 4-nonylphénol, le nonylphénol mono- et diéthoxylate
(Bennie et al, 1997 ; Environnement Canada, Santé Canada, 1999). De telles conditions se
retrouvent entre autre dans les Stations d’épuration des eaux usées (Bennie et al., 1997) qui
constituent la principale voie d’entrée du nonylphénol dans I’environnement aquatique (Talmage,
1994). Le nonylphénol est classé a titre de métabolite critique puisqu’il est distribué de maniére
ubiquiste, il résiste a la biodégradation, il persiste dans les eaux de surface et il posséde la
propriété de se bioaccumuler dans les organismes aquatiques (Stoffel et al., 2000 ; Tyler, Jobling
et Sumpter, 1998). Chez la truite, le nonylphénol s’accumule dans le foie, le cceur, la peau,

I’estomac, le gras, le rein, les muscles dorsaux et les branchies (Lewis et Lech, 1996 ; Coldham et

al., 1998).
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3.2.2 Impact chez organismes aquatiques

Les branchies des poissons ainsi que I’épiderme sont en contact direct avec 1’environnement
aquatique et constituent le premier tissus exposés aux agresseurs (a)biotiques. Une augmentation
significative de la densité des cellules ainsi qu’un accroissement important des microvillosités au
niveau de I’aire apicale du plasmalemme des cellules a chlorure situées dans les branchies de
truites lors d’une exposition par intermittence a 10 ug/L de nonylphénol ont été observés (Stoffel
et al., 2000). De plus, une exposition in vitro a de fortes doses de nonylphénol (50 pM) induit des
altérations dégénératives au niveau des cellules de I’épiderme (Lamche et Burkhard-Holm, 2000).
D’autres expositions réalisées en bassin a des concentrations de nonylphénol similaires a celles
retrouvées au sein de I’environnement (1 et 10 pg/L) ont permis de démontrer une corrélation

entre le temps d’exposition, la concentration et le degré d’altération de 1I’épiderme.

Ce composé chimique est reconnu pour son potentiel oestrogénique chez les poissons, les
oiseaux, les reptiles et les mammiféres (Burkhardt-Holm, Wahli et Meier, 2000 ; Desbrow et al.,
1998 ; Tyler, Jobling et Sumpter, 1998). En effet, le nonylphénol imite I’cestrogéne et se lie au
récepteur oestrogénique affectant ainsi le développement et la reproduction des espéces
aquatiques (Danzo, 1997). Une diminution modérée de la croissance des gonades di a la présence
d’cestrogenes synthétiques et naturels a des concentrations variant entre 0,005 et 0,05 ug/L a été
observé chez des truites exposées dans le fleuve Saint-Laurent (Desbrow et al, 1998). Le
nonylphénol pourrait affecter le systéme endocrinien. Ainsi, on peut observer chez des truites
madles, une induction significative de la vitellogénine & partir d’une concentration de 10 pug/L de
nonylphénol (Jobling et al., 1996). Des truites males mises en cage dans I’ Aire River (Royaume
Uni) et exposées a des doses particuliérement élevées de nonylphénol/alkylphénoléthoxylate (30
ng/L) ont démontré une masse hépatique plus élevée, une induction de la vitellogénine ainsi

qu’un retard marqué de la croissance des gonades (Sheahan et al., 2002).

Le nonylphénol est susceptible de moduler les fonctions immunitaires. Ainsi, on a noté une
accumulation importante de macrophages dans la peau de nombreux spécimens laissant supposer
I'implication du syst¢éme immunitaire suite & une agression externe au nonylphénol (Burkhardt-

Holm, Wahli et Meier, 2000). Peu d’études ont établi un lien entre une exposition au nonylphénol
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et les fonctions du systéme immunitaire chez les organismes aquatiques. Néanmoins, ce produit

de dégradation présente un intérét environnemental majeur.

En 1995, Environnement Canada a ajouté le nonylphénol a la liste des substances d’intérét
prioritaires pour fin d’évaluation par la loi canadienne de la protection de I’environnement
(Bennie et al., 1997). De méme, une étude pilote a permis de démontrer une forte teneur de
nonylphénol dans les sédiments de Pointe-du-Moulin-a-Vent en relation avec les rejets d’eaux
usées de la Station d’épuration de la ville de Montréal (Bennie et al, 1997). Enfin, le
nonylphénol constitue 1’objet d’une révision visant une norme de rejet environnementale a la

baisse.
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Chapitre 4

Effets des effluents chez diverses espéeces de poissons

4.1 Indicateurs généraux

Les eaux usées comportent de nombreux toxiques qui ne présentent pas d’effets aigus mais qui
peuvent conduire 4 une diminution a long terme de la survie des organismes aquatiques et ainsi
entrainer un déclin des populations. En Suisse, prés de 50% de toutes les espéces de poisson sont
en danger d’extinction ou disparues possiblement en raison de la dégradation de la qualité du
milieu aquatique notamment par le rejet des eaux usées (Escher ef al., 1999). Les effets toxiques
chroniques associés aux effluents se traduisent par des dommages tissulaires et génétiques, une
accumulation de contaminants persistants principalement dans le foie et le rein, une incidence
accrue de maladies ou de cancers (Burkhardt-Holm, Bernet et Hogstrand, 1999 ; Malin et al..
1988 ; White et Rasmussen, 1998).

Divers indicateurs sont utilisés pour d’établir I’impact du rejet des eaux usées traitées. Tout
d’abord, en raison de la variation de la composition des effluents, de I’espéce, de I’age ainsi que
du temps d’exposition, il s’avére parfois difficile de tirer une tendance précise pour chacun des
parametres mesurés. Néanmoins, des études de terrain ont permis d’établir une incidence plus
élevée de mortalité chez les groupes exposés aux effluents traités (Burkhardt-Holm, Escher et
Meier, 1997 ; Escher et al., 1999). Dans certain cas, on peut noter un taux de croissance plus

faible chez les groupes exposés (Grizzle, Horowitz et Strenght, 1988).

L’exposition aux eaux usées traitées peut aussi se traduire au niveau comportemental par des
performances de nage réduite (Carline, Benson et Rothenbacher, 1987). De méme, des effluents
provenant de I’exploitation miniére ont aussi démontré une diminution de I’activité globale ou

encore une augmentation du temps et de la fréquence de ventilation (Gerhard, 1998).
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4.2 Organes externes

Les polluants retrouvés dans les effluents peuvent créer une érosion des certains tissus externes
tels que la machoire et les nageoires (Escher ez al., 1999). De plus, les eaux usées peuvent avoir
divers impacts au niveau de I’épiderme de poissons exposés en induisant un amincissement de la
peau ou encore en empéchant certains types de cellules, particuliérement celles qui sécrétent le
mucus, de se renouveler a un rythme normal (Burkhardt-Holm, Escher et Meier, 1997 ; Escher et
al., 1999). Une étude de terrain démontre clairement une infiltration prononcée de leucocytes
(lymphocytes, macrophages et granulocytes) au niveau de I’épiderme des individus exposés.
Toutefois, bon nombre de leucocytes démontraient un état apoptotique (Burkhardt-Holm, Escher

et Meier, 1997).

L’épiderme et les branchies ont en commun plusieurs effets induits par les effluents dont
I’érosion, I’hyperplasie, ’hypertrophie et la nécrose (Gerhard, 1998 ; Grizzle, Horowitz et
Strenght, 1988). L’érosion des branchies et la fusion de lamelles s’avérent accentuées chez les
poissons exposés aux effluents municipaux et ces détériorations augmentent directement selon la
concentration d’effluents employés (Carline, Benson et Rothenbacher, 1987). Les branchies des
poissons exposés affichent couramment un renouvellement plus rapide des cellules & chlorure
(Bucher et Hofer, 1993) ainsi que la séparation des cellules de soutien de ’épithélium (Escher et

al., 1999).

4.3 Organes internes

Les conséquences de I’exposition a des eaux usées se répercutent aussi au niveau des organes
internes. En effet, le foie et la rate peuvent présenter des masses différentes comparativement au
groupe témoin (Escher et al, 1999 ; Grizzle, Horowitz et Strenght, 1988). Des signes
d’inflammation au foie ainsi que la nécrose d’hépatocytes ont été observé et ce, selon une
réponse dépendante de la concentration d’effluent (Bucher et Hofer, 1993). De plus, il semble
que la nécrose de divers types cellulaires puisse étre associée aux toxines bactériennes (Escher et
al., 1999). Dans certains cas, les poissons exposés présentent une infiltration de lymphocytes et
de macrophages au niveau du foie (Escher et al, 1999). Une étude réalisée au niveau de
différents sites canadiens indique que les effluents ont un effet cytotoxique sur les hépatocytes et

induisent le cytochrome P450 (en réponse a la présence de HAP) (Gagné et Blaise, 1999). Les
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expositions aux effluents entrainent aussi une diminution du glycogéne hépatique (Bucher et

Hofer, 1993 ; Grizzle, Horowitz et Strenght, 1988 ).

Le rein des organismes exposés s’avere plus ou moins sensible et présente de fagon inconsistante
des effets tels que la nécrose et la dégénérescence en gouttelette de 1’hyaloplasme. Toutefois, ces
conséquences tendent a augmenter lorsque les organismes sont exposés a des concentrations plus
¢levées (Bucher et Hofer, 1993). Le mauvais fonctionnement d’organes principaux peut entrainer

une fluctuation des paramétres sanguins (Bemet et al., 2001).

4.4 Paramétres sanguins

L’exposition de truites aux eaux usées peut occasionner la modulation d’une foule de paramétres
sériques qui servent a titre d’indicateurs environnementaux. Une étude a démontré que la
métallothionéine, une protéine induite par la présence de métaux lourds dont Iargent, le
cadmium, le zinc ou encore le cuivre, affiche une production significativement plus élevée chez
les cellules a chlorure des branchies et les hépatocytes suite 4 une exposition aux eaux usées
(Burkhardt-Holm, Bernet et Hogstrand, 1999 ; Gagné et Blaise, 1999). D’autres paramétres
biochimiques tels que les protéines sériques totales, la créatinine et la phosphatase alcaline
peuvent aussi subir des modulations importantes suite a une exposition aux effluents et ainsi
traduire des dommages aux organes internes comme le rein, le foie et les branchies (Bemet ef al.,

2000 et 2001).

Les eaux usées peuvent moduler tant 4 la hausse qu’a la baisse la synthése d’enzymes tels que la
lactate déshydrogénase, la créatine kinase ou encore ’aspartate aminotransférase modulant ainsi
Iactivité enzymatique (Escher et al., 1999). Certaines de ces enzymes présentent une réponse

reliée a la concentration d’effluent (Kosmala et al., 1998).

4.5 Effets oestrogéniques

Les rejets des eaux usées traitées d’origine domestique, industrielle ou les deux a la fois sont
principalement responsable des nombreux effets oestrogéniques observés chez les poissons d’eau
douce aux Etats-Unis et au Royaume-Uni (Folmar et al, 1996 ; Purdom , Hardiman et Bye,

1994). Parmi ces effets, une induction de la production de vitellogénine a été notée chez
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différentes especes (Allen et al, 1999 ; Harries et al.. 1997 ; Routledge et al., 1998), une
réduction de la croissance des gonades, des anomalies testiculaires (Harries et al., 1997 ; Lye et
al., 1997), une intersexualité (masculinisation et féminisation) (Jobling et al, 1998), une
inhibition de la ponte (Waring et al., 1996), etc. De plus, des expositions spécifiques a divers
contaminants présents dans les effluents dont les BPC, les HAP ou encore les contaminants
organiques ont mis en évidence des effets nuisibles pour la reproduction (Johnson et al., 1997 ;
Spies et Rice, 1988 ). Des effets similaires ont été observés chez les poissons suite aux

expositions d’effluent provenant des industries de pate et papier (Vos et al., 2000).

4.6 Effets immunitaires

Plusieurs facteurs peuvent influencer la réponse immunitaire dont 1’age, I’espéce, la maturité
sexuelle, le statut social, le stress, la nourriture, la température, etc (Anderson, 1993 ; Wester,
Vethaak et Van Muiswinkel, 1994). Les composés chimiques des effluents peuvent altérer les
fonctions immunitaires chez les jeunes stages de vie ou encore réduire la résistance des adultes
aux infections (Vos et al., 2000). Encore peu d’études ont été réalisées concernant les effets des

rejets des eaux usées sur le systéme immunitaire.

Toutefois, de nombreuses indications suggérent que la pollution aquatique entraine une plus
grande susceptibilité face aux agents infectieux et peuvent indiquer que le systéme immunitaire
des individus exposés pourrait étre compromis (Khan et Thulin, 1991 ; Poulin, 1992). Une étude
de terrain a mis en évidence une mortalité, une infeStation parasitaire et des infections
bactériennes accrue chez les individus exposés aux eaux usées (Escher ef al.. 1999). De plus, une
différence marquée entre les populations sauvages de truite localisées en aval et en amont d’une
Station d’épuration des eaux usées a été observé (Bernet et al., 2000). Toutefois, les infections ne

présentent pas forcément une corrélation avec la concentration d’eaux usées employées.

Plusieurs chercheurs ont noté une augmentation de la fréquence de néoplasies chez les téléostéens
et ce, particuliérement dans les régions contaminées par les eaux usées industrielles et
municipales (Black et Baumann, 1991). Une étude récente a démontré que les composés
oestrogéniques naturels ou synthétiques peuvent entrainer des lésions néoplasiques (Cooke et

Hinton, 1999).
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L’évaluation des fonctions immunitaires particuliéres telles que ’activité des macrophages, des
lymphocytes, des neutrophiles ou encore des NCC chez les espéces de poisson suite 4 une
exposition aux eaux usées demeure un sujet encore peu exploré. Néanmoins, on sait que les eaux
usées des industries de péate et papier (melange complexe a teneur oestrogénique) engendrent une
modulation des fonctions immunitaires tant au niveau innée que spécifique (Aaltonen et al., 2000

; Fournier et al., 1998).

Plus précisément, une expositions de longue durée aux eaux usées a mis en évidence une
diminution plasmatique trés rapide (14 jours) des lymphocytes et une augmentation des
neutrophiles chez le poisson chat (Jetalurus punctatus) (Grizzle, Horowitz et Strenght, 1988). De
plus, une exposition in vivo aux effluents municipaux semble moduler la prolifération de diverses
sous-populations de lymphocytes T ainsi que ’activité des macrophages selon la concentration

d’effluent ainsi que le temps d’exposition (Escamné et al., communication personnelle).
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1993 ; Sousa et al., 1985) peuvent entrainer le rejet de substances mutagénes telles que des HAP,
des composés N-nitroso, des fécapenténes et de puissantes amines aromatiques via 1’urine et les
feces (Hayatsu, Hayatsu et Wataya, 1986 ; de Kok et al.,1992 ; Ohe, 1997). Le contenu mutagéne
des eaux de ruissellement contribue pour une fraction inférieure a 5% (Hoffman et al., 1984 ;
Latimer et al.. 1990). Enfin une forte tendance tend a souligner que la contamination génotoxique
des eaux de surface est d’origine non industrielle particuliérement pour la ville de Montréal

(White et Rasmusen, 1998).

La complexité de cette problématique environnementale réside dans le fait que peu de substances
chimiques présentes dans les effluents municipaux ont été étudiées individuellement afin d’en
déterminer leur toxicité ou encore la perturbation hormonale qu’ils peuvent engendrer. On estime
a 63 000 le nombre de produits d’usage domestique qui sont utilisés universellement. A ce
nombre s’ajoute entre 200 et 1000 nouveaux produits chimiques chaque année (Desbrow ef al.,

1998).

5.2 Aspects généraux de la Station d’épuration de la ville de Montréal

La Station d’épuration de la ville de Montréal est localisée a la pointe est de I’ile. Elle recoit la
totalité des eaux usées de la Ville de Montréal ainsi qu’une proportion importante des eaux
pluviales. Le débit quotidien enregistré a la Station d’épuration est de I’ordre de 2 500 000 m>. A
titre de comparaison, ceci correspond au débit de la riviere I’ Assomption a certaines périodes de
P’année. En temps de pluie, le débit peut tripler et dépasser la capacité maximale quotidienne de

la Station d’épuration soit 7 600 000 m® (Purenne, 2002a).

Les eaux usées sont acheminées a la Station d’épuration par I’intermédiaire de deux intercepteurs
localisés sur les versants nord et sud de I’ile. Le réseau de drainage est constitué a la fois d’un
systeme d’égout séparatif et unitaire. En effet, la partie ouest de 1’ile de Montréal (1/3), présente
un systeme séparatif formé d’un égout sanitaire et pluvial tandis qu’au centre et a I’est de I’ile on
retrouve un systéeme unitaire combiné. L’inclinaison ouest-est des intercepteurs nord et sud
facilite I’écoulement des eaux usées en direction de la Station d’épuration. Les eaux traitées par
un procédé physico-chimique sont rejetées dans le fleuve Saint-Laurent précisément & 1’ile aux

Vaches par un tunnel long de 4 kilometres (figurel). Le temps de rétention du tunnel correspond
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4 une durée de 2 heures. Les eaux rejetées forment un panache concentré au centre du fleuve

(Boulay et Boulay, 1999; Purenne, 2002b; Wagner, Brumelis et Gehr, 2002).

STATION D'EPURATION

ile aux
INTERCEPTEUR Vaches
SUD-OQUEST
COMMERCES
PLUIE  RESIDENCES  INCUSTRI
= S wstiunons PLUIE RESIDEMCES  1OUsTRIES  COMMERCES

INSTITUTICNS

o Ly = #‘ﬂﬁ T

MRS LES
ECOUT SANITAIRE INTERCEPTELRN
£6OUT PLUVIAL VERS LE COURS DEAU

RESEAU SEPARATIF (37 % du territoire) RESEAU UNITAIRE (63 % du territoire)

Figure 1. Réseau des intercepteurs de la Station d’épuration des eaux usées de la ville de
Montréal.

6.3 Procédés de traitement des eaux usées

Les informations suivantes ont tous été tirées d’aprés le rapport produit en 2002a (Purenne). A
leur arrivée 4 la Station d’épuration, les eaux usées sont remontées en surface a I'aide de
motopompes & vitesse fixe et variable avant d’y subir un traitement physico-chimique (Purenne,

2002a).

En premier lieu, les eaux usées sont soumises 4 deux traitements physiques. Tout d’abord, une
série de grilles procéde a I’élimination de résidus en suspension (roches, morceaux de bois,

contenants de plastique, etc.) dont la dimension est supérieure 4 25 mm. Les résidus solides
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récupérés par les grilles sont dirigés vers des tambours rotatifs pour en éliminer I’excédent d’eau

puis acheminés vers un site d’enfouissement sanitaire.

Les eaux ainsi débarrassées des solides en suspension poursuivent leur course en direction de
dessableurs aérés. Les 14 dessableurs permettent d’éliminer les particules de faible dimension,
c’est-a-dire d’un diameétre et d’une densité respectivement supérieurs ou égale a 150 um et 2,5.
Les sables utilisés pour les fins de cette opération sont concentrés, lavés et acheminés vers la

carriere de Demix (site d’enfouissement sanitaire).

Par la suite, les eaux usées subissent un traitement chimique. L’utilisation d’un coagulant tel que
le chlorure ferrique ou I’alun ainsi qu’un polymeére anionique visent a réduire les phosphates et
les matiéres en suspension dans les eaux usées. Plus précisément, le coagulant permet de
déstabiliser les colloides (phosphore sous forme de fines particules) qui cherchent a s’agglomérer

et a s’alourdir tandis que le polymere tant a accélérer ce processus d’agglomération.

Les eaux traitées sont ensuite dirigées vers 21 bassins de décantation (décantation et écumage) ot
elles séjournent environ 2 heures avant d’emprunter le chemin menant a leur évacuation dans le
fleuve Saint-Laurent. Les boues et écumes sont déshydratées, séchées, incinérées et transportées

au site d’enfouissement de la carriére Demix.

Le traitement physico-chimique utilisé a la Station d’épuration favorise 1’élimination d’une
proportion importante de matiére en suspension ainsi que de toxiques qui y ont adhéré.
Néanmoins, les eaux usées traitées comportent toujours un niveau significatif de solides en
suspension, de demande biochimique en oxygéne (DBO), de demande chimique en oxygéne

(DCO) et de micro-organismes (Wagner, Brumelis et Gehr, 2002 ; Cejka, 2002).

5.4 Désinfection des eaux usées traitées

Avant de rejeter les effluents municipaux dans le fleuve, la Station d’épuration de la ville de
Montréal n’effectue aucun traitement de désinfection visant I’élimination des pathogénes présents
au sein des eaux usées traitées (Wagner, Brumelis et Gehr, 2002). Parmi les nombreux micro-

organismes présents dans les effluents traités, on retrouve notamment des bactéries telles que les
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coliformes totaux (dont coliformes fécaux), entérocoques fécaux et Clostridium perfringens ou
encore des pathogenes tels que Giardia lambia, Cryptosporidium et des virus entériques humains

(Payment et al., 2000).

La Station d’épuration de la ville de Montréal a érigé dans les années 80 des installations de
désinfection au chlore. Toutefois, la Station s’est vue interdire la mise en fonction de ses
installations en raison de la toxicité pour la faune et la flore aquatiques engendrée par la
formation de nombreux sous produits de désinfection (Manning, Wilson et Chapman, 1996 ; Szal
et al, 1991 ; Wagner, Brumelis et Gehr, 2002). Trois traitements de désinfection (acide
peracétique, ultraviolet, ozone) sont actuellement a I’étude afin d’en évaluer I’impact
écotoxicologique, les propriétés désinfectantes et la possibilité de réduire ou d’augmenter la

charge toxique des effluents traités.

Diverses études réalisées en Europe ont démontré les propriétés désinfectantes de D’acide
peracétique pour traiter les eaux usées (Wagner, Brumelis et Gehr, 2002). Ce désinfectant
présente les avantages suivants : un faible coit, simplicité, rapidité pour la mise en opération et la
facilité a s’ajuster rapidement aux fluctuations du débit (Wagner, Brumelis et Gehr, 2002).
Néanmoins, son efficacité pour désinfecter les effluents de la ville de Montréal semble équivoque
(Wagner, Brumelis et Gehr, 2002 ; Cejka, 2002). De plus, la manipulation de ce produit nécessite

des normes de sécurité élevées ainsi qu’un entreposage particulier.

L’irradiation ultraviolet empéche la reproduction des bactéries en s’attaquant a leur ADN (acide
désoxyribonucléique) (Tremblay, 2002). Toutefois, il semble que les bactéries atteintes par ce
procédé puissent se réactiver par un mécanisme de photoréactivation ou encore par un autre
meécanisme de réparation, nommé « excision-réparation » (Gehr et Nicell, 1996). Ce procédé
presente les avantages d’avoir une action désinfectante a faible dose, ’absence de sous-produits
indésirables, il implique une technologie simple, une bonne fiabilité, aucun transport et
entreposage de produits chimiques, etc (Tremblay, 2002). Par contre, I’irradiation UV présente
une efficacité variable, compromet I'utilisation du chlorure ferrique a titre de coagulant, présente
un entretien pouvant étre complexe, implique la possibilité de perdre du mercure des lampes,

exige un programme de disposition des lampes usées, etc (Tremblay, 2002).
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L’ozone est un puissant oxydant reconnu pour son pouvoir germicide en plus de s’attaquer aux
protéines des virus et a la membrane cellulaire des bactéries (Tremblay, 2002). L’ozone présente
d’autres avantages tels que la réduction de la couleur, des odeurs, des pesticides, des
organophosphorés résiduels et des détergents, la dégradation des inorganiques non ou peu
biodégradables, aucun transport et entreposage de produits chimiques, etc. De plus, ’ozone
génere peu de sous-produits indésirables (aldéhydes, kétones et acide carboxylique) (Gerh et
Nicell, 1996). En contre-partie ce procédé exige I’implantation d’infrastructures majeures et de
mise en ceuvre complexe, un personnel spécialisé, une demande énergétique importante, une
dose résiduelle minimale pour obtenir ’action désinfectante, la destruction de 1’ozone résiduel
avant son rejet dans I’écosystéme, favorise une augmentation de la DBO etc (Tremblay, 2002 ;

Gerh et Nicell, 1996).

5.5 Débordements du réseau

Lors de pluies abondantes ou encore de la fonte des neiges printaniéres, la Station d’épuration
atteint sa capacité maximale de traitement et se voit donc obliger de rejeter le volume
excédentaire sans en effectuer préalablement le traitement physico-chimique. Toutefois, la
Station d’épuration priorise les secteurs qui présentent un risque environnemental plus critique
grice a un systéme de vannes. Ces débordements peuvent se répéter deux ou trois fois par
semaine au cours de la période estivale. Cette absence de traitement entraine des conditions
d’insalubrité dans le fleuve Saint-Laurent qui méne a I’interdiction d’activités aquatiques en plus
de causer un préjudice sérieux pour la faune et la flore (Langevin, 2002 ; Cejka, 2002). En effet,
deux études réalisées en Suisse ont démontré que les rejets d’eaux usées non traitées découlant
des précipitations abondantes additionnés a la toxicité des effluents traités peuvent produire
diverses altérations chez les truites brunes (Burkhardt-holm, Escher et Meier, 1997 ; Escher ef al.,
1999).

Environ 20% des débordements causées par les eaux pluviales échappent a la Station d’épuration
de la ville de Montréal (Langevin, 2002). Néanmoins, la mise en place d’un systéme de contréle
en temps réel optimal et prédictif en aolit 2003 a permis de minimiser les rejets d’eaux usées non
traitées. De plus, ce systéme sera optimisé par I’installation ultérieure de bassins de rétention

(Langevin, 2002).
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Chapitre 6

Contribution personnelle aux articles

Pour chacun des articles j’ai contribué a la mise en place des expositions ainsi qu’a ’entretien des
aquariums. J’ai assuré la planification et la répartition des taches lors des journées de sacrifice
des poissons. De maniere générale, ces longues journées de travail comportant trois essais
immunologiques se sont déroulées sous ma supervision et ont impliqué ma participation a des
étapes ou essais spécifiques. J’ai effectué la collecte des données en cytométrie de flux
(phagocytose et essai de cytotoxicité) a 1’aide d’une coéquipiére. J’ai réalisé la récolte des
cellules de la transformation blastique (essai immunologique) ainsi que la collecte des données.
J’ai compilé les données & I’aide de stagiaires pour certaines expositions et effectué I’analyse
statistique en utilisant le logiciel informatique Statistica. De méme, j’ai effectué I’interprétation
des résultats. Précisément, la mise en place de la journée de désinfection des effluents aux divers
procédés de traitement (UV, ozone, PAA) a exigé une planification qui s’est étalée sur plusieurs
mois. Ainsi, j’ai assuré la planification et la coordination des journées visant la préparation
d’effluents qui ont été gelés pour des fins d’utilisation ultérieure. Enfin, j’ai écrit toutes les

sections de chacun des articles.

Enfin, les résultats des équipes des chercheurs Daniel Cyr, Jacques Bernier, Sylvia Rubby,

Frangois Gagné vont s’ajouter ultérieurement aux résultats présentés dans ces articles.



41

RESUME

L’utilisation des alkylphénoles polyéthoxylates est largement répandue dans le monde entier. En
condition anaérobique, les alkylphénoles polyéthoxylates sont dégradés en sous produits tels que
le 4-nonylphénol, le mono- et diéthoxylate. Les déficits en oxygéne sont retrouvés en particulier
dans les Stations d’épuration des eaux usées entrainant ainsi une accumulation de ces composés
dans les environnements aquatiques ol sont déversés ces eaux traitées. Le 4-nonylphénol
appartient a la famille des surfactants non ioniques et est actuellement classé a titre de substance
d’intérét prioritaire en raison de sa distribution ubiquiste, sa résistance a la dégradation, sa
persistance, sa toxicité, son accumulation dans les organismes aquatiques, etc. Le nonylphénol est
reconnu pour avoir un large spectre d’effets oestrogéniques tant au niveau d’études in vivo que in
vitro. L’objectif de cette étude consiste a établir les conséquences immunologiques d’une
exposition a une concentration environnementale (0.85 pg/L) de nonylphénol. Les cellules du
rein antérieur de truites arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) juvéniles exposées 54 et 90 jours ont
été prélevées afin de réaliser trois essais soient la phagocytose, ’essaie de cytotoxicité et la
transformation lymphoblastique. La phagocytose a été effectuée en utilisant des billes de latex
fluorescentes tandis que I’essai de cytotoxicité a été effectué a I’aide de cellules cancéreuses
nommeées YAC-1. Ces deux essais ont été analysés en cytométrie de flux. La stimulation de la
prolifération des lymphocytes a respectivement été réalisée a I’aide du PHA et du LPS. L’indice
de prolifération des lymphocytes a été mesuré par ’incorporation de thymidine tritié dans I’ADN
nouvellement synthétisé. Les truites exposées 54 jours ont démontré une diminution significative
du pourcentage de phagocytose des macrophages actifs lorsque comparé au groupe témoin. Les
truites exposées au nonylphénol ont démontré une activité cytotoxique exercée par les NCC
significativement plus élevée lorsque comparée au véhicule de dilution (DMSO). La prolifération
des lymphocytes stimulés par le LPS s’aveére significativement plus élevée lorsque comparée au
véhicule de dilution et au groupe témoin eau douce. La prolifération des lymphocytes stimulés
par le PHA s’avére hautement stimulée lorsque comparée au groupe véhicule et groupe témoin
(eau douce). Ces résultats suggerent que le nonylphénol peut perturber le systtme immunitaire de
truites arc-en-ciel juvéniles a une concentration environnementale. Cette immunomodulation
pourrait étre reliée a ’expression de récepteur de surface ou encore a la migration de cellules.
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ABSTRACT

Alkylphenol polyethoxylates are widely used in the world. Under anaerobic conditions
alkylphenol polyethoxylates are degraded as 4-nonylphenol, nonylphenol mono- and
diethoxylate. Such conditions are found into sewage treatment plant (STP) effluent and it
explains why these compounds are quite present in river and other aquatic environments that
receive sewage discharges. 4-nonylphenol belongs to nonionic surfactants group and it represent
a worrying pollutant because of it ubiquitous distribution, toxicity, resistance to degradation,
persistence in surface water, ability to bioaccumulate into aquatic organisms, etc. Nonylphenol is
recognized to have many estrogenic effects both in vitro and in vivo studies. However, little work
has been done to characterize the impact on immune system of fish. To evaluate immune
responses of juvenile rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) exposed to nonylphenol at 0.85 pg/L
(54 and 90 days exposure), three immune parameters were used: phagocytosis Assay, NCC
Assay (corresponding to NK activity in mammal) and mitogenic Assay. Immunological functions
were assessed on 15 trout from each group using the pronephros (head kidney). Phagocytosis by
head kidney macrophages was measured by flow cytometry using fluorescent latex beads.
Natural cytotoxic cells (NCC) were assessed using YAC-1 cancerous cells and measured by flow
cytometry. Proliferative responses to PHA (T lymphocytes) and LPS (B lymphocytes) by head
kidney lymphocytes were determined by [*H]-thymidine incorporation into replicating DNA.
After 54 days exposure, trouts showed a significant decrease of active phagocytic activity
(macrophages engulfing three beads and more) compared to control group. NCC activity
demonstrated a significant increase of mortality percentage at 54 days when compared to its
appropriate dilution vehicle (DMSO). [*H]-thymidine DNA incorporation was significantly
increase when compared to the DMSO group and highly increased when compared to control
group for B lymphocytes (LPS stimulation). T lymphocytes (PHA stimulation) showed highly
significant increase when compared to control and DMSO groups. These results suggest that
nonylphenol impair immune system of juvenile rainbow trout at environmentally relevant
concentration.
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INTRODUCTION

Alkylphenol polyethoxylates belong to nonionic surfactants group that are among the most
widely used in the world (Talmage, 1994). These chemicals are commonly used in the
manufacturing of plastic, paper, textile, pesticides, domestic detergents, dispersants, emulsifiants,
cosmetic products, etc (Arukwe et al., 2000; Burkhardt-Holm, Wahli and Meier, 2000; Bennie et
al., 1997). Under anaerobic conditions alkylphenol polyethoxylates are degraded as 4-
nonylphenol, nonylphenol mono- and diethoxylate. Such conditions are found into sewage
treatment plant (STP) effluent and it explains why these compounds are quite present in river and
other aquatic environments that receive sewage discharges. Nonylphenol and ethoxylates occur in
Laurentian Great Lakes basin and in St. Lawrence River (Bennie et al., 1997). Nonylphenol
represents a worrying pollutant because of it ubiquitous distribution, toxicity, resistance to
degradation, persistence in surface water, ability to bioaccumulate into aquatic organisms, etc

(Arukwe et al., 2000; Stoffel ef al., 2000; Tyler, Jobling and Sumpter, 1998).

Nonylphenol can bioaccumulate into skin, gills, fat, dorsal muscles, stomach, hart, kidney and
lever in rainbow trout (Lewis and Lech, 1996; Coldham et al., 1998). In vitro exposure to high
dose of nonylphenol (50 pM) or lower doses (10 pg/L) demonstrate respectively degenerative
alterations or epidermis abnormalities in rainbow trout (Lamche and Burkhard-Holm, 2000 ;
Burkhardt-Holm, Wahli and Meier, 2000). Trout exposed intermittently to 10 pg/L of
nonylphenol revealed a highly significant increase of chloride cell fractional surface area into

gills (Stoffel et al., 2000).

Nonylphenol is known to be estrogenic for fishes, birds, reptiles and other mammals (Burkhardt-
Holm, Wahli and Meier, 2000; Desbrow et al., 1998; Tylor, Jobling and Sumpter, 1998).
Precisely, nonylphenol competes estrogen for receptor binding and adverse effects could occur on
reproduction and development (Danzo, 1997). Significant induction of vitellogenin was observed
in male trout exposed at 10 pg/L or more of nonylphenol (Jobling et al., 1996). Field exposure
into St. Lawrence River demonstrates a moderate diminution of gonads growth in trout (Desbrow

et al., 1998). Male trout exposed in the Aire River (United Kingdom) to strong concentration of
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nonylphenol/alkylphenolethoxylate (30 pg/L) showed an increase in hepatosomatic index,

vitellogenin index and an important delay for gonads development (Sheahan et a/., 2002).

Nonylphenol effects present a major environmental concern. In 1995, Environment Canada added
nonylphenol and nonylphenol polyethoxylates to the Priority Substances List (Bennie et al.,
1997). Precisely, high concentration of nonylphenol found into St. Lawrence River sediments at
“Pointe-du-Moulin-a-Vent” was attributed to discharge of sewage treatment plant of Montreal

Island (Bennie et al., 1997).

Immune system is extremely vulnerable to environmental pollutants (Fournier et al., 2000;
Sanchez-Dardon et al., 1999; Luebke ef al., 1997; Dunier, 1994; Zelikoff, 1993). This system can
be used as indicator of immunotoxicity or as biomarker to assess fish health. Inmunocompetence
can be evaluated using a number of immunological parameters (Fournier et al., 2000; Brousseau
et al.. 1998). Rainbow trouts possess non-specific and specific immune mechanisms that ensure
their defence against pathogens or contaminants (Anderson and Zeeman, 1995; Zelikoff, 1994).
Macrophages have an important function in engulfing and destroying foreign particles while
natural cytotoxic cells (NCC) concentrate their activities on virus infected cells or cancerous cells
destruction (Fournier et al., 2000; Faisal et al., 1991). Specific immune system can be monitor
with mitogenic assay that evaluates immunocompetence of lymphocytes to proliferate when

exposed to stimulus (Brousseau ef al., 1998).

Little is known about immune responses in fish when they are exposed to nonylphenol or
alkylphenol polyethoxylates. The goal of this study is to evaluate the immunotoxic potential of
nonylphenol at environmental concentration found into St. Lawrence River in juvenile rainbow

trout.
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Determination of viability
Viability was determined using trypan blue dye exclusion (0.4%) (Sigma Chemical Co.). Viable

and dead cells were determined microscopically with an hemacytometer (Bright-line, PA, USA).

Phagocytosis Assay

All assays were done using the protocol describes in Brousseau ez al.. (1998). A duplicate of 500
pl volume of each cellular suspension was adjusted to 1 x 10° cells/ml in 5 ml polypropylene
round bottom tubes (Sarstedt). Fluorescent latex beads (d= 1,716 pun) (Polysciences, PA, USA)
were added to the cell suspensions in order to respect 100 : 1 (beads : cell) ratio. Tubes were
covered with paraffin and protected against light. Cells and beads were incubated at 15 °C for 18
h. Following incubation period, cellular suspensions were layered separately over 3 ml of RPMI
supplemented with 3% of bovine serum albumin (BSA) (Sigma Chemical Co.) and 10% of SVF.
Elimination of free beads was performed by centrifugation at 150 x g at 4°C for 8 minutes. Cell
pellets were then resuspended in 0.5 ml of 0.5% formaldehyde (Sigma Chemical Co.) diluted in
Hematall (Becton Dickinson, CA, USA). Cells were analysed by flux cytometry using a
FACScan (Becton Dickinson, CA, USA) and 5 000 events were recorded. Analyses were done
using two biomarkers defined as M1 and M2 that correspond respectively to the percentage of
phagocytes containing one bead or more and percent of phagocytes containing three beads or
more. These biomarkers represent the percentage of macrophages (M1) and active phagocytic

activity of macrophages (M2).

Natural cytotoxic cells (NCC) Assay

The first part of the assay consists in target cells labelling. Initial mortality of YAC-1 cells should
be less than 5%. An aliquot of 1 ml of 1 X 10’ YAC-1 tumor cells were vigorously thrown into
10 pul of 3 mM perchlorate 3,3-dioctadecyloxacarbocyanine (DIO) (Sigma Chemical Co.)
contained into 15 ml sterile polypropylene conical tube. Cellular suspension was agitated and
incubated at 37 °C with 5% of CO, for 20 minutes (tube was partially unscrew). After incubation,

cells were washed twice and adjusted to 1 x 10° cells/ml.

Contact between effector and target cells was done into 5 ml polypropylene round bottom tubes

with two different ratios corresponding to 20:1 (effector:target) and 80:1. Equal volumes of
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Alkylphenolic compounds are known to bind to estrogenic receptors and disrupt endocrine
system inducing histological or biochemical effets. The interactions between endocrine, nervous
and immune systems are not well understood but, it is known that binding activity of
alkylphenols can modulate a number of biological responses such as gene transcription or cell
growth (Whitte et al, 1994). The mechanism explaining the effects of nonylphenol or its
metabolites on immune system presented into this study could be related to particular interactions

between immune and endocrine systems reflecting such modulation.

The canadian "no observed effects level" (NOEL) suggested for the nonylphenol is 1 pg/L
(Environnement Canada, Santé Canada, 1999). Unfortunately, the immune system in rainbow
trout seem to be impacted at a lower concentration. Our results suggest that biological systems
have different sensitivity level and they also indicate that some biological functions can be
modulated unlike other function at the same concentration. In regard to this study, the Canadian

environmental law will benefit from reviewing this NOEL concentration.

Environmental risk related to nonylphenol is coming principally from sewage treatment plant
(STP). It is estimated that 60% of the APEOs are evacuated by STP also that more than 40% of
STP exceed the concentration of 1 ug/L. (Naylor et al, 1992 ; Environnment Canada, Santé
Canada, 1999). During treatment process, NPE are readily degraded to relatively stable
metabolites such as NP that tend to accumulate in sewage sludge or suspended matter, whereas
others, such as short chain APEOs and carboxylic derivatives (APECs) are more soluble (White
et al., 1994).These soluble metabolites are estrogenic and can impact aquatic wildlife. Moreover,
extensive researche should be done concerning STP to document the actual concentration and to
compare them to the NOEL concentration established. Future experiments should integrate other
biomarker (immune, endocrine, etc) at nonylphenol concentration below and above NOEL level.
In conclusion, specific and non specific immune system of juvenile rainbow trout seem to be
impaired by short time exposure to environmental nonylphenol, however for longer exposures

recovery or reverse effects are seen.
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Table 1. Measures of weights, lengths and cellular concentrations at 54 and 90 days exposure in
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) exposed to nonylphenol (0.85 ng/L) and appropriate
dilution vehicle (n = 15). (means = S.E.)

Measures Control DMSO Nonylphenol

54 Days 90 Days 54 Days 90 Days 54 Days 90 Days
Weight 213+1.8 294+22 19.0+1.7 297+£28 188%1.1 347+3.0

(8
Length (cm) 122+38 134+33 11.7+32 13145 119+22 140+29

Cell. Conc. 1.8+02 1.8+02 24+04 16+02 1702 1.6+02
(10%cells/ml)

Table 2. Mortality percentage of cancerous cells YAC-1 at 54 and 90 days exposure in rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) exposed to nonylphenol (0.85 pg/L) and appropriate dilution

vehicle (n = 15). Highly significant differences betwwen exposure time for each group. (mean +
S.E.)

Ratios Control DMSO Nonylphenol
54 Days 90 Days 54 Days 90 Days 54 Days 90 Days
20:1 528+26 133+2.6 481+28 124+1.6 589+28* 11.1+1.1

80:1 569+£40 197+53 499+23 21.1+£50 599+32 173+1.9
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Phagocytic activity of pronephros macrophages in rainbow trouts exposed to
nonylphenol (0.85 ng/L), dilution vehicle and tap water. (a) 54 days exposure. * indicates
significant difference from tap water groups. (b) 90 days exposure. * indicates significant
difference from vehicle groups. Data (mean  S.E.) are express as percentage of phagocytes (M1)
and active macrophage activity (M2).

Figure 2. Mitogenic response of head kidney lymphocytes stimulated with LPS and PHA in
rainbow trout exposed to nonylphenol (0.85 pg/L) , dilution vehicle and tap water. (a) 54 days
exposure. * indicates significant difference from vehicle group. ** indicates highly significant
difference from vehicle group. ** indicates highly significant differences from tap water group.
(b) 90 days exposure. (stimulation index + S.E.)
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RESUME

Les effluents municipaux constituent un mélange complexe de contaminants reconnus pour
perturber le systéme immunitaire et endocrinien des vertébrés. Le but de cette étude consiste a
déterminer I’effet des effluents municipaux sur le systtme immunitaire de truites arc-en-ciel
juvéniles (Oncorliynchus mykiss). Les fractions soluble et insoluble de I’effluent ont aussi été
évaluées afin de différencier I’impact des polluants solubles et insolubles (riche en micro-
organismes). L’exposition aux fractions soluble et insoluble s’est déroulée sur une période de 28
jours. La conception expérimentale de I’exposition aux diverses concentrations d’effluent est la
suivante : un exposition de 54 et 90 jours aux concentrations 0.01%, 0.1%, 1% et 10% ainsi
qu’une exposition de 40 jours aux concentrations 1%, 10%, 25% et 50%. Chaque traitement
dénombre 15 truites. Les compétences immunitaires des truites ont été évaluées a 1’aide de trois
essais soient la phagocytose, la cytotoxicité induite par les cellules effectrices NCC et la
transformation lymphoblastique. La phagocytose a été effectuée en utilisant des billes de latex
fluorescentes tandis que I’essai de cytotoxicité a été effectué a I’aide de cellules cancéreuses
nommées YAC-1. Ces deux essais ont été analysés en cytométrie de flux. La stimulation de la
prolifération des lymphocytes a respectivement été réalisée a 1’aide du PHA et de LPS. L’indice
de prolifération des lymphocytes a été mesuré par 1’incorporation de thymidine tritié dans I’ADN
nouvellement synthétisé. Les truites exposées aux fractions soluble et insoluble ont démontré une
stimulation de la phagocytose par les deux fractions. Ce résultat indique que les contaminants
hydrophiles et hydrophobes (adhérent aux particules en suspension) peuvent perturber le systeme
immunitaire non spécifique. Les poissons exposés a une concentration d’effluent de 1% ont
démontré une diminution significative du pourcentage de phagocytose a 54 et 90 jours
d’exposition. Les truites exposées 40 jours (1%-50%) ont démontré une stimulation de ’activité
des phagocytes pour toutes les concentrations. Les truites exposées 54 jours ont démontré une
stimulation de la prolifération des lymphocytes stimulés par le PHA et le LPS pour toutes les
concentrations & I’exception de 0.1%. La prolifération des lymphocytes stimulés par le PHA de
s’avére significativement réduite pour chacune des concentrations aprés 90 jours d’exposition.
Aucun effet n’a été observé pour les lymphocytes stimulés par le LPS. Les expositions de type
courbe dose-réponse n’indique aucun effet pour I’essai de cytotoxicité. En général, la réponse
immunitaire de truites exposées aux eaux usées municipales est reliée a divers facteurs tels que la
composition de I’échantillon (nouveau a chaque deux jours), la concentration des contaminants et
le temps d’exposition.
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ABSTRACT

Municipal sewage effluents contain a complex mixture of contaminants known to disrupt
immune and endocrine functions. The present study was designed to determine the impact of
municipal effluent on the immune system of juvenile rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).
Soluble and insoluble fractions of the effluent were also tested to discriminate the effects between
soluble pollutants and the insoluble moiety rich in microorganisms. Trout were exposed to low
concentrations of sewage effluent (0.01% - 0.1% - 1% - 10%) for a period of either 54 or 90 days
and high concentration of sewage effluent (1% - 10% - 25% - 50%) during 40 days. Moreover,
trout (n=15/treatment) were exposed to soluble and insoluble portion of effluent for a period of
28 days. Three immune parameters were used to evaluate trout health status: phagocytosis,
Natural cytotoxic cells (corresponding to NK activity in mammal) and blastogenesis of
lymphocytes with mitogens. Immunological functions were assessed on 15 trout from each group
using the pronephros (head kidney). Phagocytosis by head kidney macrophages was measured by
flow cytometry using fluorescent latex beads. Natural cytotoxic cells (NCC) were assessed using
YAC-1 cells and measured by flow cytometry. Proliferative responses to PHA and LPS by head
kidney cells were determined by [*H]-thymidine incorporation into replicating DNA. Fish
exposed to 1% sewage effluent concentration for 54 and 90 days demonstrated a decreased of
phagocytosis activity, while fish exposed to high dose response demonstrated stimulation of
phagocytic activity for all concentrations. Cells stimulated by PHA and LPS in fish exposed 54
days to Montreal sewage effluent concentrations demonstrated stimulation for all concentrations
except 0.1% of sewage effluent. Cells stimulated by PHA were significantly lower for all
concentrations in fish exposed 90 days to sewage effluent. No effect was observed for cells
stimulated by LPS at 90 days exposure. No effect was found for NCC activity. Exposure to
(in)soluble fractions demonstrated an immunostimulation of phagocytosis activity by both
fractions. This result indicates that hydrophilic and hydrophobic (sorption on suspended particles)
contaminants could impair innate immune system of fish. These results indicate that the overall
immune response of rainbow trout is modulated by municipal sewage effluent and that the
soluble portion presents a certain level of biological activity.
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INTRODUCTION

The Montreal Urban Community Wastewater Treatment Plant (MUCWTP) is located at the
eastern end of Montreal Island in the province of Quebec, Canada. These wastewaters are
mixture of toxics and biologic colonies coming from several sources characterized as
commercial, institutional, industrial, sanitary discharge, underground infiltration and surface
runoff (White and Rasmussen, 1998). MUCWTP average flow is 2 500 000 m>*d however,
during raining period it can reach a maximal capacity of 7 600 000 m’/d (Purenne, 2002).
Montreal wastewaters are treated with a physicochemical process (primary treatment) (Purenne,
2002). This treatment consists in gate and grit removal and sedimentation assisted by coagulation
with alum and/or ferric chloride and anionic polyelectrolyte. MUCWTP does not disinfect
wastewater before discharging it into St-Lawrence River via a 4-Km underground tunnel
(Wagner, Brumelis and Gehr, 2002). Even if an important proportion of toxics are removed with
the elimination of suspended particles, the final effluent demonstrates a significant level of
suspended solid (SS), biochemical oxygen demand (BOD), chemical oxygen demand (COD) and
microorganisms (Wagner, Brumelis and Gehr, 2002 ; Payment et al, 2000). Montreal
wastewaters are considered to be genotoxic and toxicity is mainly associated to non industrial

sources (White and Rasmussen, 1998).

During the treatment process, some pollutants partially or totally resist to their biodegradation
and induce adverse effects on wildlife health (Desbrow et al., 1998). These toxics present into the
effluent might affect survival of exposed organisms via chronic exposure (White and Rasmussen,
1998). Chronic exposures to sublethal concentrations of pollutants are known to predispose fish
to several health diseases (Dunier and Siwicki 1993). Single chemical studies have been
frequently investigated in fish compared to complex mixture of pollutants. Consequently, there

are few studies concerning the effects of wastewater discharges on wildlife.

Nevertheless, in some case, field studies demonstrate a higher mortality or reduced growth in
exposed organisms (Burkhardt-Holm, Escher and Meier, 1997 ; Escher et al., 1999 ; Grizzle,
Horowitz and Strenght, 1988). External and internal organs as skin, fins, jaw, gills, lever and

kidney are impacted by sewage effluents. Those tissues show specific alterations or infection
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diseases, erosion, hyperplasia, hypertrophy, necrosis, inflammation, leukocytes infiltration, etc
(Burkhardt-Holm, Escher and Meier, 1997 ; Bucher and Hofer, 1993 ; Escher et al., 1999 ; Gagné
and Blaise, 1999 ; Grizzle, Horowitz and Strenght, 1988). Some organ alterations are related to
effluent concentrations (Bucher and Hofer, 1993 ; Carline, Benson and Rothenbacher, 1987). The
modulation of the concentration in serum parameters directly reflects damage in specific organs
(Casillas, Meyers and Ames, 1983). Several proteins (metallothionein, blood urea nitrogen,
bilirubin, creatinine, etc) or enzymes (alkaline phosphatase, lactate dehydrogenase, creatinine
kinase, etc) in fish have been found at an abnormal level following effluent exposure (Bernet et
al., 2000 et 2001 ; Burkhardt-Holm, Bernet and Hogstrand, 1999 ; Escher ef al., 1999 ; Gagné
and Blaise, 1999). In some case, modulations of serum parameters are related to the effluent

concentration (Kosmala et al., 1998).

In United States and United Kingdom, wastewaters from industrial and domestic origin are
known to be responsible for many estrogenic effects (Folmar et al., 1996 ; Purdom, Hardiman
and Bye, 1994 ; Vos et al, 2000). The principal estrogenic alterations are vitellogenin
modulation depending on the sex of the organisms, reduced gonad growth, testicular
abnormalities, inhibition of spawning, intersex, etc (Allen et al., 1999 ; Harries et al., 1996 ;

Jobling et al., 1998 ; Lye et al., 1997 ; Routledge et al., 1998 ; Waring et al., 1996).

Exposure to xenobiotic compounds present into the effluent can disrupt immune function of
young life stage and compromise survival of adults (Vos et al., 2000). Several contaminants are
associated with an increase of diseases in wild fish population (Vos et al., 1996). Trout exposed
to the effluent in the Alte Aare River experienced higher infeStation by parasites and infection by
bacteria (Escher er al, 1999). Moreover, prevalence of neoplastic diseases was observed in
teleost in sites contaminated by municipal and industrial wastewaters (Black and Baumann,

1991).

To our knowledge there are any studies evaluating (non)specific immune function of fish exposed
to sewage effluent. A field work done by our team (spring 2000) evaluated the impact of
Montreal sewage effluent on the immune system of the spottail shiner (Notropis hudsonius).

Using phagocytosis as biomarker, this study demonstrated a stimulation of phagocytosis
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percentage for all downstream sites (exposed fish). Moreover, active macrophage activity was
significantly higher for one downstream site (Bout de I'ile) and increased for tree other
downstream sites when compared to the reference sites (3) (Ménard ef al., submitted). Another
study done by our team indicates that trout exposed 15 days to Montreal sewage effluent under
controlled conditions demonstrated a significant increased of phagocytic activity to lower
dilution of effluent. Moreover, certain sub-population of T-lymphocytes demonstrated significant
adverse effects when trout were exposed to various concentrations of Montreal effluent. After 45
days exposure, phagocytic activity was significantly decreased at lower concentration of effluent
and the sub-population of T lymphocytes demonstrated adverse effect when compared to 15 days
exposure. These results indicate that modulation of immune system of trout exposed to Montreal

sewage effluent depends on effluent concentration and time exposure (Escarné ef al., submitted).

The aim of this study is to characterize the impact of wastewaters on the immune system of
juvenile rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Precisely, this study will evaluate the
immunotoxic effects of various sewage effluent concentrations with different exposure times.
Finally, establish the contribution of soluble and insoluble fraction of effluent xenobiotics to the

immunotoxicity of the wastewaters.

Rainbow trout have been choosen for this study because this species is considered to be more
sensitive to pollutants and is frequently used as a sentinel species in environmental challenges
(Katz, 1961). Immune system of rainbow trout is also well characterized. The head kidney or
pronephros is an important lymphoid organ in teleosts and exhibit high hematopoietic capacity
(Zapata, 1981). The kidney share structural and functional resemblances to the bone marrow of
higher vertebrates (Zapata, Chiba and Varas, 1996). Several types of cells such as macrophages,
B and T lymphocytes, non specific cytotoxic cells (NCC) or antigen-binding cells have been
found in this primary organ (Zapata and Cooper, 1990).

Rainbow trout can exhibit both innate and specific immune responses (Watts, Munday and Burke
; 2001). Innate immunity is performed principally by macrophages, granulocytes and NCC cells.
Phagocytosis by macrophages and granulocytes internalize, kill and digest foreign

microorganisms (Secombes, 1996). NCC cells have been shown to be capable of spontaneous
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cytotoxic action against fish and mammalian cancerous cell line, virus infected cells and
protozoan parasites (Evans and Jaso-Friedmann, 1994). NCC cells can induce both apoptic and
necrotic lesions in target cells (Greenlee, Brown and Ristow, 1991). Specific immune responses
are mediated principally by B and T lymphocytes (Maning and Nakanishi, 1996). This system is
unique because of the production of specific molecules, the antibodies. Globally, this response
consists to recognize foreign particles, produce intercellular messengers, divide and secrete

specific molecules (Maning and Nakanishi, 1996).
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MATERIAL AND METHOD

Animal care

Juvenile rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) (Aquipro, Qc, Can), with a body weight around
10 g, were acclimated at 15 °C and 16h/8h (day/night) for two weeks in 90L glass aquaria
containing chlorine free tap water (soluble and insoluble portion experiment and dose-response
concentrations between 0.01% and 10%). For experiments trout were transferred into 45L glass
aquaria. Fish were fed daily at a rate between 1 and 2 % body weight with commercial GO.7 or
G1 food (Aquipro) depending on the weight of trout. Half of water was renewed each two days

(static conditions).

Water parameters
During the experiment, water quality parameters such as temperature, dissolved oxygen, PH and
conductivity have been collected with Multi 340i set (Hoskin Scientific, Mtl, Qc). Also, data

concerning nitrite, nitrate and ammonia have been colleted with commercial kits (Haggen, Mtl,

Qc).

Experimental design

1. Dose-response exposure

In the first experiment, five groups of 30 juvenile rainbow trout were exposed to 0.01%, 0.1%,
1% and 10% to Montreal effluent concentrations for a period of either 54 or 90 days. In the
second experiment, five groups of 15 juvenile rainbow trout were exposed to 1%, 10%, 25 % and
50 % dilution of Montreal effluent for a period of 40 days. Each experiment had its appropriate

chlorine free tap water control group.

2. Exposure to soluble and insoluble fraction

Fish were exposed at 10% concentration to gross treated effluents (uncentrifuge), insoluble
fraction (15 mg/L) and soluble fraction of Montreal sewage effluents for a period of 28 days.
These fractions were separated by centrifugation of gross treated sewage effluents at 10 000 RPM
(15652 X g) for 10 minutes into 250 ml polypropylene bottles (Nalgene Brand Products,
Rochester, NY, USA) specific to the ultracentrifuge (LG-80) (Biotechnology instrumentation,
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Albertville, Minnesota, USA). The pellet corresponds to the insoluble fraction and is composed
of microorganisms, particles and xenobiotics that adhered to suspended matter. The supernatant
corresponds to the soluble fraction and it is characterized as xenobiotics present into liquid
effluent. Moreover soluble fraction has been filtered on a 0.22 pum steritop filter (Millipore
Corporation, Bedford, MA, USA) to eliminate residual suspended matter. Pellet al.iquot were
distributed into 5 ml sterile polypropylene round bottom tubes (Ultident, St-Laurent, Qc, Can).
Uncentrifuged effluent and supernatant were separately distributed into 3 L polypropylene bottles
(Nalgene Brand Products). All aliquot were freeze at -20 °C. In order to reduce heterogeneity,

this operation was done on a 100 L of Montreal sewage effluent sample.

Preparation of cell suspensions

At sampling time, fish were killed by 0.1% of MS-222 (Boreal Laboratories, Ont., CAN.) and
measured for weight and length. Anterior kidney was removed aseptically and mashed with a 2
ml glass grinder (Wheaton Scientific, New Jersy, USA) containing 1 ml of sterile RPMI 1640
(Bio Media, Qc, CAN) supplemented with heparin (10 U/ml) (Organon Teknika, Ont. CAN.),
HEPES (10 mM) (Bio Media), penicillin (100 U/ml)/streptomycin (100mg/ml) (Bio media) and
10% (v/v) Fetal Bovine Serum (SVF) (Bio Media). The cellular suspension then was transferred
to a 15 ml sterile polypropylene conical tube (17- 120 mm) (Sarsted, NC, USA) and final volume
was completed to 5 ml total with RPMIc.

Leukocytes purification

Cellular suspension (5ml) was laid down over 5 ml of Lympholyte Poly (Cedarlane Laboratories,
Ont., CAN) contained into a 15 ml sterile polypropylene conical tube. Suspension was
centrifuged at 275 x g during 30 minutes. Leukocytes between the two layers were aspirated with
sterile polypropylene pipettes (Sarstedt) and transferred to a 15 ml sterile polypropylene conical
tube. The cells were washed twice and adjusted to 1 X 10° cells/ml using supplemented RPMI

(without heparin).
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Determination of viability

Viability was determined using trypan blue dye exclusion (0.4%) (Sigma Chemical Co., MO,
USA). Viable and dead cells were determined microscopically with an hemacytometer (Bright-
line, PA, USA).

Phagocytosis Assay

All assays were done using the protocol describes in Brousseau ef al.. (1998). A duplicate of 500
ul volume of each cellular suspension was adjusted to 1 x 10° cells/ml in S ml polypropylene
round bottom tubes (Sarstedt). Fluorescent latex beads (diameter between 1,716 pn and 1.87 un)
(Polysciences, PA, USA) were added to the cell suspensions in order to respect 100 : 1 (beads :
cell) ratio. Tubes were covered with paraffin and protected against light. Cells and beads were
incubated at room temperature for 18 h. Following incubation period, cellular suspensions were
layered separately over 3 ml of RPMI supplement with 3% of bovine serum albumin (BSA)
(Sigma Chemical Co.) and 10% of SVF. Elimination of free beads was performed by
centrifugation at 150 x g at 4°C for 8 minutes. Cell pellets were then resuspended in 0.5 ml of
0.5% formaldehyde (Sigma Chemical Co.) diluted in Hematall (Becton Dickinson, CA, USA).
Cells were analysed by flux cytometry using a FACScan (Becton Dickinson, CA, USA) and §
000 events were recorded. Analyses were done using two biomarkers defined as M1 and M2 that
correspond respectively to the percentage of phagocytes containing one bead or more and percent
of phagocytes containing three beads or more. These biomarkers represent the percentage of

macrophages (M1) and active phagocytic activity of macrophages (M2).

Natural cytotoxic cells (NCC) Assay

The first part of the assay consists in target cells labelling, Initial mortality of YAC-1 cells should
be less than 5%. An aliquot of 1 ml of 1 X 10’ YAC-1 tumor cells were vigorously thrown onto
10 pl of 3 mM perchlorate 3,3-dioctadecyloxacarbocyanine (DIO) (Sigma Chemical Co.)
contained into 15 ml sterile polypropylene conical tube. Cellular suspension was agitated and
incubated at 37 °C with 5% of CO, for 20 minutes (tube was partially unscrew). After incubation,

cells were washed twice and adjusted to 1 x 10° cells/ml.
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Contact between effector and target cells was done into 5 ml polypropylene round bottom tubes
with different ratios. The ratios utilized for (in)soluble portions, dose-response concentrations
between 0.01% and 10% and finally for dose-response concentrations between 1% and 50% were
respectively 10:1 (effector:target), 20:1 and 40:1; 20:1 and 80:1 and finally 20:1 and 40:1. Equal
volumes of cellular suspensions were centrifuged at 350 x g for 5 minutes. Cell pellets were then
resuspended in 150 pl propidium iodide (PI) (Sigma Chemical Co.) and 150 pl of supplemented
RPML. Cells were centrifuged at 350 x g for 5 minutes, covered with paraffin, protected from
light and incubated at 15 °C for 18 hours. Cells were analysed by flow cytometry using a
FACScan and 2 500 events were recorded. Analyses were done using a live gate on YAC-1 cells.

Data are expressed in percentage of mortality

Mitogenic Assay

Preliminary tests were done to determine optimal mitogens concentration for cells proliferation.
Mitogens were prepared with sterile L-15 (for dose-response concentrations between 0.01% and
10%) or RPMI-1640 (other) medium supplemented with HEPES (10 mM), penicillin (100
U/ml)/streptomycin (100mg/ml), 10% (v/v) SVF and 2-mercaptoethanol (5pl/1) (Sigma Chemical
Co.). In 96 wells round bottom microplates (Sarstedt), 100 pul of 1 x 10° cells/ml were incubated
with 20 pg/ml of phytohemagglutinin (PHA) (Sigma Chemical Co.) or 200 pg/ml de
lipopolysaccharide (LPS) (Sigma Chemical Co.). Unstimulated cells were incubated with
supplemented L-15 or RPMI-1640 medium only. Samples were tested in triplicate. After 72
hours incubation 0.5 pCi of [3H]-methyl thymidine (ICN Biomedicals, CA., USA) was added in
each well and incubated for 18 hours more. Cells were harvested with a semi-automatic cell
harvester (Skatron Instruments As, Lier, Norway) and transferred on fibreglass filter (Skatron
Instruments As). Radioactivity was determined with B-scintillation counter (LKB Wallac 1217

Rackbeta) (ChemGen Corp., MD, USA). Data were expressed as stimulation index (SD).

Statistical analysis

Significant differences between groups were determined by Tuckey test (ANOVA). Preceding
Tuckey test, normality and homogeneity of variance were assessed using respectively
Kolmogorov-Smirnov test and Levene test. If the event one of these two conditions were not

respected, Tuckey test was replaced by a non parametric test, variance of Mann-Withney.
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Significance was established at p<0.05. All analyses were done using Statistica computer

software.
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RESULTS

Water Parameters

All parameters were stable for the dose response exposure. However dissolved oxygen was
decreased for the 50% effluent group (between 65% and 75%). This diminution was directly
related to the concentration of effluent. Moreover, all parameters were stable for the exposure to
soluble and insoluble fractions. Nitrite was above the recommended concentration at the

beginning of the experiment but get down quickly.

Dose-response between 0.01% and 10%

Weights, lengths and cellular concentrations
There were no significant differences between the groups after 54 or 90 days exposure (Table 1
and 2).

Phagocytosis

Fish exposed to 1% sewage effluent concentration for 54 days demonstrated a decreased of
phagocytosis activity both M1 and M2 biomarkers when compared to the control group (figure
1). After 90 days exposure, percentage of active macrophages having engulfed three beads or
more (M2) was significantly lower for 1% sewage effluent concentration when compared to the

control group (Figure 2).

NCC Assay
NCC assay did not work after 54 days exposure (data not shown). Fish exposed 90 days to
sewage effluent concentrations did not show significant differences between the groups for all

ratios (20:1 — 80:1) (Table 3).

Mitogenic Assay
For this assay, data are expressed as a ratio obtained by dividing stimulated cells by unstimulated
cells for each treatment. Cells stimulated by PHA and LPS in fish exposed 54 days to Montreal

sewage effluent concentrations demonstrated high significant increased at 0.01% and 10%
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effluent concentrations. At 1% effluent concentration, cells stimulated by LPS and PHA
respectively showed significant and highly significant increase in cells proliferation. No effect

was observed in trout exposed to 0.1% effluent concentration at 54 days exposure (figure 3).

Cells stimulated by LPS in fish exposed to sewage effluent concentrations showed any significant
difference between the groups at 90 days exposure. Cells stimulated by PHA demonstrated
adverse effect at 90 days exposure compared to 54 days exposure for all sewage effluent
concentrations. Precisely, cells proliferation stimulated by PHA was significantly decreased in
trout exposed to 0.1 % and 10% sewage effluent concentrations. Trout exposed to 0.01 % and 1%
sewage effluent concentrations demonstrated a high significant decreased for cells stimulated by

PHA proliferation (Figure 4).

Dose-response between 1% and 50%

Weights, lengths and cellular concentrations
There were no significant differences between the groups for mass and length after 40 days
exposure (Table 4). Cellular concentrations of fish exposed to 1% concentration of sewage

effluents demonstrated a highly significant increase (Table 4).

Phagocytosis

Fish exposed to sewage effluent concentration for 40 days demonstrated an increased of
phagocytosis activity for both M1 and M2 biomarkers when compared to the control group
(figure 5). Precisely, percentage of phagocytosis (M1) demonstrated highly significant increased
for all concentrations when compared to the control group. The percentage of active macrophages
having engulfed three beads or more (M2) was significantly increased for lowest concentrations
(1% and 10%) and showed a highly significant increased for 25 and 50 % of sewage effluent

concentrations when compared to the control group.
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Soluble and insoluble fractions

Weights, lengths and cellular concentrations

There were no significant differences between the groups after 28 days exposure (Table 5).

Phagocytosis

Based on previous data base and pilot studies, we decided to use only phagocytosis as a
biomarker of immunotoxicity (Fournier et al., 2000). Fish exposed to gross treated effluents and
soluble and insoluble fractions show increased of phagocytosis activity for M1 and/or M2
biomarkers. Precisely, the percentage of phagocytosis (M1) and active macrophages having
engulfed three beads or more (M2) demonstrated a significant increase for raw effluent when
compared to the control group (chlorine free tap water). Moreover, fish exposed to the insoluble
fraction of effluent showed a high significant increase for both markers compared to soluble

fraction that demonstrated a stimulation only for M1 biomarker (figure 6).
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DISCUSSION

Effluent dose-response exposure

Phagocytosis Assay

Phagocytic activity was modulated independently of exposure conditions. Dose response between
0.01% and 10% indicated suppression at 1% concentration whereas dose response between 1%
and 50% demonstrated stimulation for all concentrations. Adverse effects noted between low
dose-response exposure (0.01%-10% / 54 and 90 days) and high dose-response exposure (1%-
50% / 40 days) suggest that longer exposure period to low effluent concentrations provoke a
suppression in phagocytosis while a shorter exposure period to higher concentrations stimulates
macrophages activity. A similar time effect was found by Escarné (personal communication)
when juvenile rainbow trout were exposed to various municipal sewage effluent concentrations.
There are several studies indicating a time modulation caused by pollutants in relation with
phagocytosis or the destruction of foreign particles in fish (Dunier et al., 1995 ; Lacroix et al.,
2001 ; Pegg and Iwama, 1996 ; Zelikoff et al., 1995). This discrepancy could also be explained
by significant differences in the composition and concentration of contaminants between samples
(new sample of effluent each two days). The important variations between the percentage of
phagocytosis might be due to the age of trout (trout were fourth months older for low dose-
response exposure) and to slight differences in exposure conditions (we moved between the

exposure).

NCC Assay

There were no significant differences between groups for all exposures independently on the
concentrations and time exposure. However, low dose response (0.01% - 10%) and high dose
response (1%-50%) respectively showed a slight increased for 80:1 ratio and slight decreased for
40:1 ratio. In such assay, modulation in mortality percentage could be attributable to receptor
expression in relation to estrogenic compounds (Vos et al., 2000) or the inability to recognize and

bind tumor target cells (Faisal ez al., 1991).
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Mitogenic Assay

Cells stimulated by LPS and PHA demonstrated significant and highly significant increases for
various concentrations except 0.1% at 54 days exposure to sewage effluent. Trout exposed 90
days to the same effluent concentrations showed adverse effect for cells stimulated by PHA and
any effect for cells stimulated by LPS. First of all, these data suggest that the effluent could
selectively target different populations of immune system (Arkoosh et al, 1996). This result
indicates that efficiency of cells stimulated by LPS and PHA are modulated by time exposure. /n
vitro exposure to cadmium shows that B and T lymphocytes were modulated by time exposure
(Thuvander, 1989). There were distinctive effects depending on the concentrations indicating that
cells stimulated by LPS and PHA are significantly modulated by the quantity of contaminants. n
vitro exposure to various pollutants demonstrated an immunomodulation of both B and T
proliferation related to the chemical and the concentration (Flory and Bayne, 1991 ; O’Halloran,
Ahokas and Wright, 1996). Depending on the dose of a contaminant, numerous activities such as
DNA replication and tissue repair might be enhanced or suppressed (Mehendale, 1994).
Moreover, adverse effects observed for cells stimulated by PHA indicate an influence resulting
on the fluctuation in the pollutants mixture (new sample of effluent each two days) and time
exposure. It was observed that various combinations and concentrations of metals induce
significant stimulation, suppression or any effect in rainbow trout (Sanchez-Dardon et al., 1999).
A similar pattern for cells stimulated by PHA was observed by Escarné (personnal

communication).

Exposure to soluble and insoluble fractions

Phagocytosis activity is disrupted by both soluble and insoluble fractions of effluents. Insoluble
fraction seems to have a stronger effect on fish compared to soluble fraction of effluent. This
finding is very interesting because dissolved organic matter (DOM) or suspended particulate
matter (SPM) are usually associated to a reduction of bioavailability of organic compounds for
uptake and bioconcentration by aquatic organisms (Day, 1991 ; Evans, 1988 ; Goodrich et al.,
1991 ; Haitzer et al., 1998 ; Leversee et al., 1983 ; McCarthy and Jlmenez, 1985). Precisely,

many DOM molecules are amphiphilic and amphoteric meaning that they have hydrophilic and
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hydrophobic binding sites (Leenheer and Croué, 2003). Interactions between DOM and
xenobiotics involve various modes of binding such as polyvalent cation interactions, hydrogen
bonding, charge transfert, ion exchange, non polar interaction, hydrophobic adsorption, etc
(Leenheer and Croué, 2003 ; Piccolo, 1994). There are many contaminants that bind on fin SPM
coming from STP such as polycyclic musk fragrances, polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH),
surfactants, polychlorinated biphenyl (PCB), sterol (cholesterol), metal ions, etc (Alberts, Filip
and Leversee, 1989 ; Hasset and Anderson, 1979 ; Paxéus, 1996 ; Rimkus, 1999 ; Weber, 1988).
Paxeus (1996) found up to 137 contaminants in the effluents of large wastewater treatment plants

in Sweden.

Usually (depending on the nature of the chemical and DOC origin/concentrations) these
interactions enhance the concentration of xenobiotics in water and modify the bioconcentration
into aquatic organisms (Carter and Suffet, 1982 ; Chiou et al., 1986 ; Haitzer et al., 1998 ; Lee et
al., 1993 ; Lorenz ef al., 1996). DOM reduces free organic chemicals uptake by the gills of fish
(Black et McCarthy, 1988) implicating different biochemical reaction into the biota (Haitzer et
al., 1998). There are many studies indicating that pollutants can bind to dissolved humic material,
however, it have been prove that organic contaminants, such as PAH, can completely dissociate
from dissolved humic material (DHM) and reach an equilibrium with the water column
(McCarthy and Jlmenez, 1985). Contact time seems to be controversial depending on the
contaminants in regard to the recovery of the pollutant or the reversibility of the binding
(Johnsen, 1987 ; McCarthy and Jlmenez, 1985). Nevertheless, field works demonstrated that
pollutants can be released into water column by sediments and/or SPM and disrupt immune
system or bioaccumulate into organisms (Lacroix et al., 2001 ; Lacorte and Eggens, 1993). Also,
it is recognized that contaminants could be uptaken by food and can impact aquatic organisms
(Kierkegaard et al, 1999 ; Lacorte and Eggen, 1993). It was demonstrated that low water
solubility PCB remain easily adsorbed to suspended particles resulting in higher bioconcentration

in flounder for less hydrophobic PCB (Lacorte and Eggens, 1993 ; Evans, 1988).

Such results could explain the modulation of phagocytosis activity by uncentrifuged effluent,
soluble and insoluble fractions. Inmunological effects involved by insoluble fraction of effluents

indicate an uptake by water column implicating dissociation between less hydrophobic
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contaminants to suspended particles and/or by fish food suggesting sorption with suspended
particles of food. The stronger effect observed for insoluble fraction of effluent could be explain
by a higher concentrations of pollutants adsorbed on suspended particles and a mixture of
pollutants more complex including both hydrophilic and hydrophobic contaminants (Leenheer
and Croué, 2003). Moreover, the concentration of biologic colonies is higher in the insoluble
fraction group. Bacteria and sub-lethal concentrations of pollutants may had stimulated
phagocytosis activity for these treatments (Karrow, Bols and Whyte. 2001 ; Thuvander, Norrgren

and Fossum, 1987 ; Zelikoff et al., 1995).

Also, difference between soluble and insoluble fraction of effluent could be explained in part by
the metabolism and depuration of hydrophilic and hydrophobic contaminants (McCarthy and
Jimenez, 1985 ; Muir, Hobden and Servos, 1994). Metabolism of sewage effluent hydrophobic
contaminants produces water-soluble metabolites that are excreted into the water column and
therefore bioconcentrate into fish and could possibly impact immune system (van Dijk, 1996 a,

b).

Environmental implications

Various contaminants demonstrated a high concentration in the effluent of STP indicating a poor
degradation or retention of some pollutants (Rimkus, 1999). In natural environment, when
contact time is long and the water contains biotic components, the possibility of biological
activities and thereby biotransformation may occur (Johnsen, 1987). In regard to the St-Lawrence
River, result concerning soluble and insoluble fractions should be considered as an important
warning sign because of the significant biomass of fine particles that are usually evacuated by
STP (Schetane, Doyon and Fournier, 2000). Moreover, dissolved humic matter generates
photoactive species when they are in the presence of sunlight such as singlet oxygen, derived
peroxy radicals, hydrogen peroxide, solvated electrons and superoxide anions (Lee ef al., 1993 ;
Zeep, Baughman and Schlotzhauer, 1981). The increased amount of contaminants because of the
Montreal STP and their transport by the suspended particles could also be a source of biological
concern considering ubiquitous distribution of pollutants. Finally, a widely accepted mechanism
by which environmental pollutants are thought to impact fish health is via the modulation of

immune system (Zelikoff, 1993).
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In conclusion, this study demonstrated that phagocytic activity and cells proliferation in rainbow
trout are altered by exposure to soluble and insoluble fraction of effluents and various
concentrations of municipal sewage effluents. These responses are modulated by both
concentration of sewage effluent and time exposure. Because humans and fishes share many
common elements of immune system, teleosts constitute a good model to evaluate
immunotoxicological impacts and risk assessment for human health. Moreover, additional studies

concerning the influence of various disinfection processes are needed.
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Table 1. Measures of weights, lengths and cellular concentrations at 54 days exposure in rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) exposed to Montreal sewage effluent concentrations between 0.01%
and 10% and control group (n=15). (means £ S.E.)

Measures Sewage effluent concentrations (%)

Control 0.01 0.1 1 10

Cell. Conc.  1.75+0.19 1.88+0.26 1.88+027 194+0.16 2.64+04
(10° cells/ml)
Weight 21.31£1.8 1801174 157+145 19.47+1.46 19.22+1.07
(®

Length  12.16+0.38 11.49£039 11.02+£035 11.84+0.30 11.93+0.26
(cm)

Table 2. Measures of weights, lengths and cellular concentrations at 90 days exposure in rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) exposed to control group and to Montreal sewage effluent
concentrations between 0.01% and 10% (n=15). (means + S.E.)

Measures Sewage effluent concentrations (%)

Control 0.01 0.1 1 10
Cell. Conc. 1.80+0.16 1.86+0.26 190+023 157+021 1.61+0.22
(108 cells/ml)
Weight  29.36+2.15 33.54+2.61 3525+2.50 32.04+2.31 30.73+2.12
(@

Length 13431033 13.55+041 13.81+041 13.77+£0.33 13.76+0.32
(cm)

Table 3. Mortality percentage of tumor YAC-1 cells at 90 days exposure in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) exposed to sewage effluent concentrations between 0.01% and 10% and
control group. (means * S.E.)

Ratios Sewage effluent concentrations (%)
Control 0.01 0.1 1 10
20:1 1331 £2.61 15.89+3.63 9.64+1.18 14.08+1.59 15.51+3.00

80:1 19.72£527 2943+7.03 19.11£541 30.23+6.85 22.65+6.34




88

Table 4. Measures of weights, lengths and cellular concentrations at 40 days exposure in rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) exposed to control group and to Montreal sewage effluent
concentrations between 1% and 50% (n=15). (means + S.E.)

Measures Sewage effluent concentrations (%)

Control 1 10 25 50
Cell. Conc.  1.17+0.21 211+ 1.09+£0.09 1.17+£0.11 1.22+0.15
(108 cells/ml) 0.16%*
Weight 269+028 235+022 264+021 231+0.14 2494026

(8
Length 6.02+0.19 5.76+0.15 6.08+0.15 583+0.12 594+0.16
(cm)

** indicates highly significant differences

Table 5. Measures of weights, lengths and cellular concentrations after 28 days exposure in
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) exposed to gross treated effluent, soluble and insoluble
portions of effluent and control group (n=15). (means + S.E.)

Measures Control Effluent Soluble portion Insoluble
portion
Cell. Conc. 2.45+0.29 3.03+£0.33 2.86+0.34 3.07£0.35
(10° cells/ml)
Weight 8.13£0.89 7.54 £ 0.67 8.27 £0.63 6.37+£0.37
(8)
Length 8.50+0.30 8.30%0.18 8.58+0.18 7.99+0.14

(cm)
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FIGURE LEGEND

Figure 1. Phagocytic activity of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) exposed to Montreal
sewage effluent concentrations between 0.01 % and 10%. Data (means * S.E.) are express as
percentage of phagocytes (M1) and active macrophage activity (M2). * indicates significant
difference from control group (p<0.05). (a) 54 days exposure. (b) 90 days exposure.

Figure 2. Mitogenic response of head kidney cells stimulated with LPS and PHA in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) exposed to sewage effluent concentrations between 0.01% and 10% and
control group. * indicates significant difference from control group (p<0.05). ** indicates highly
significant difference from control group (p<0.01). (stimulation index *+ S.E.). (a) 54 days
exposure. (b) 90 days exposure.

Figure 3. Phagocytic activity of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) exposed to Montreal
sewage effluent concentrations between 1 % and 50% for a period of 40 days. Data (means +
S.E.) are express as percentage of phagocytes (M1) and active macrophage activity (M2). *
indicates significant difference from control group (p<0.05). ** indicates highly significant
difference from control group (p<0.01).

Figure 4. Phagocytic activity of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) pronephros macrophages
after 28 days exposure to (in)soluble portions of effluent. Data (means + S.E.) are express as
percentage of phagocytes (M1) and active macrophage activity (M2). * indicates significant

difference from control group (p<0.05). ** indicates highly significant difference from control
group (p<0.01).
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RESUME

Les effluents municipaux constituent un mélange complexe de contaminants reconnus pour
moduler la réponse du systeme immunitaire et endocrinien des vertébrés. Le but de cette étude
consiste a évaluer I’'impact de divers procédés de désinfection au niveau du systéme immunitaire
de truites arc-en-ciel juvéniles (Oncorhynchus mykiss). Les truites ont été exposées a trois
procédés de désinfection soit par acide peracétique, radiation ultraviolet et ozone ainsi qu’a des
effluents non désinfectés. Une concentration de 10% a été employée pour chacun des traitements.
Les cellules du rein antérieur de 15 truites juvéniles par traitement ont été prélevées afin de
réaliser trois essais immunologiques soient la phagocytose, 1’essai de cytotoxicité et la
transformation lymphoblastique. La phagocytose a été effectuée en utilisant des billes de latex
fluorescentes tandis que I’essai de cytotoxicité a été effectué a 1’aide de cellules cancéreuses
nommeées YAC-1. Ces deux essais ont été analysés en cytométrie de flux. La stimulation de la
prolifération des lymphocytes a respectivement été réalisée a I’aide du PHA et du LPS. L’indice
de prolifération des lymphocytes a été mesuré par I’incorporation de thymidine tritié dans ’ADN
nouvellement synthétisé. La longueur des truites exposées aux effluents désinfectés et non
désinfectés s’aveére significativement plus élevée suggérant une présence résiduelle de
modulateurs endocriniens. Le ratio poids/taille des truites exposées aux effluents démontre une
diminution significative suggérant une prédisposition aux maladies. Les truites exposées au
groupe effluent non désinfecté ont démontré une stimulation du pourcentage de phagocytose
lorsque comparé au témoin eau douce. Ce résultat suggeére que la désinfection des effluents
améliore sensiblement la qualité d’eau. La prolifération des lymphocytes stimulés par le PHA
ainsi que des cellules non stimulées chez les poissons exposés au procédé de désinfection a
’0zone démontrent une immunosuppression tandis que les poissons exposés a I’acide peracétique
affichent une stimulation de la prolifération des lymphocytes stimulés par le PHA. Ces effets
défavorables pourraient étre causés par la genotoxicité ou cytotoxicité générée par les procédés
de désinfection. Aucun effet n’a été observé pour les lymphocytes stimulés par le LPS. Cette
étude constitue la premiére preuve d’une altération du systéme immunitaire chez des organismes
aquatiques entrainée par divers procédés de désinfection des eaux usées municipales.
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ABSTRACT

Municipal sewage effluents contain a complex mixture of contaminants known to disrupt
immune and endocrine functions. The aim of this study was to evaluate the impact of various
disinfection process of sewage effluent on the immune system of juvenile rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). Trout were exposed to undisinfected effluent and sewage effluent
disinfected by UV radiation, ozonation or peracetic acid for a period of 28 days. Current
concentration used for this exposure was 10 % for each treatment. Three immune parameters
were used to evaluate trout health state name as: phagocytosis Assay, NCC Assay (corresponding
to NK activity in mammal) and mitogenic Assay. Immunological functions were assessed on 15
trouts from each group using the pronephros (head kidney). Phagocytosis by head kidney
macrophages was measured by flow cytometry using fluorescent latex beads. Natural cytotoxic
cells (NCC) were assessed using YAC-1 cancerous cells and these assays were measured by flow
cytometry. Proliferative responses to PHA (T lymphocytes) and LPS (B lymphocytes) by head
kidney lymphocytes were determined by [*H]-thymidine incorporation into replicating DNA.
Length of exposed trout was stimulated suggesting the presence of endocrine disrupter. The ratio
mass/lengths demonstrated highly significant decreased for both three disinfection process and
undisinfected effluents indicating that trout could be predispose to diseases. Exposure to
undisinfected effluents showed an immunostimulation for active macrophage activity, but any
effect with disinfected treatment groups suggesting that disinfection of sewage effluent enhance
water quality. T lymphocytes proliferation and unstimulated cells in fish exposed to ozone
disinfection process showed an immunosuppression. Fish exposed to PAA (peracetic acid)
disinfection process demonstrated stimulation of T lymphocytes proliferation. This adverse effect
might be related to cytotoxicity or genotoxicity generated by the disinfection process. Any effect
was observed for B lymphocytes proliferation. This study is the first documented evidence of
alteration of immune function in fish caused by various disinfection processes of sewage
effluents.
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INTRODUCTION

The rainbow trout is considered to be more sensitive to pollutants and is frequently used as a
sentinel species in environmental challenges (Katz, 1961). Rainbow trout is commonly used in
immunotoxicological studies because it immune system is well known. The head kidney or
pronephros is the most important organ to assess immune function in teleosts and exhibit high
hematopoietic capacity (Zapata, 1981). The kidney share structural and functional similarities to
the bone marrow of higher vertebrates (Zapata, Chiba and Varas, 1996). This organ contains
many cell types such as macrophages, B and T lymphocytes, non specific cytotoxic cells (NCC)

or antigen-binding cells (Zapata and Cooper, 1990).

Immunocompetence can be readily assessed using a number of immunotoxicological parameters
as biomarkers of toxicity (Fournier et al., 2000 ; Brousseau et al, 1998). Rainbow trout can
exhibit both innate and specific immune responses (Watts, Munday and Burke ; 2001).
Phagocytosis is a key function to ensure immune defence and it is performed principally by
macrophages and granulocytes cells (Anderson and Zeeman, 1995 ; Fournier et al., 2000). This
innate immune function consists to internalize, kill and digest foreign microorganisms
(Secombes, 1996). Other innate function performed by Natural Killer (NK) cells are known to
combat tumor establishment or virus infected cells (Evans and Jaso-Friedmann, 1994 ; Faisal et
al., 1991). In teleosts, analogous cells named non-specific or natural cytotoxic cells (NCC)
demonstrated spontaneous cytotoxicity against fish and mammalian cancerous cell lines, virus
infected cells and protozoan parasites (Evans and Jaso-Friedmann, 1994). In fish, NCC cells
recognize, bind and kill target cells by apoptic and necrotic mechanism (Greenlee, Brown and
Ristow, 1991). Specific immune responses can be assessed by a number of assay (Brousseau et
al., 1998). Mitogenic assay is commonly used to evaluate the capability of B and T lymphocytes
to divide and replicate in order to protect the host against (a)biotic constituents (Maning and
Nakanishi, 1996).

There is a number of evidence demonstrating the potential of several xenobiotics to impact
aquatic organisms (Vos et al., 2000). Environmental discharge of sewage effluent coming from

sewage treatment work (STW) is actually a major concern for toxicologists. Insufficient water
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quality caused by wastewater is suspected to endanger 50% of all fish species in Switzerland
(Escher et al., 1999). In United States and United Kingdom, wastewaters from industrial and
domestic origin are known to be responsible for many estrogenic effects (Folmar et al., 1996 ;
Purdom, Hardiman and Bye, 1994 ; Vos et al., 2000). The principal estrogenic alterations are
vitellogenin modulation depending on the sex of the organisms, reduced gonad growth, testicular
abnormalities, inhibition of spawning, intersex, etc (Allen et al., 1999 ; Harries et al., 1996 ;
Jobling et al., 1998 ; Lye et al., 1997 ; Routledge et al., 1998 ; Waring et al., 1996). Little is

known concerning the effects of wastewater discharges on wildlife.

Nevertheless, sewage effluent can increase mortality or reduce growth in exposed organisms
(Burkhardt-Holm, Escher and Meier, 1997 ; Escher et al., 1999 ; Grizzle, Horowitz and Strenght,
1988). External and internal organs (skin, fins, jaw, gills, lever and kidney) demonstrated specific
alterations provoked by sewage effluent exposure such as infection diseases, erosion, hyperplasia,
hypertrophy, necrosis, inflammation, leukocytes infiltration, etc (Burkhardt-Holm, Escher and
Meier, 1997 ; Bucher and Hofer, 1993 ; Escher et al., 1999 ; Gagné and Blaise, 1999 ; Grizzle,
Horowitz and Strenght, 1988). The modulation in the serum parameters (proteins or enzymes)
directly reflects damage in specific organs and functions following effluent exposure (Bernet et
al., 2000 et 2001 ; Burkhardt-Holm, Bemet and Hogstrand, 1999 ; Casillas, Meyers and Ames,
1983 ; Escher et al., 1999 ; Gagné and Blaise, 1999). In some case, organs alteration and the
modulation of serum parameters are related to the effluent concentration (Bucher and Hofer,

1993 ; Carline, Benson and Rothenbacher, 1987 : Kosmala et al., 1998).

Exposure to the complex mixture of contaminants of sewage effluent can disrupt immune
function of young life stage and compromise survival of adults (Vos et al, 2000). Several
pollutants are associated with an increase of diseases in wildlife (Vos et al., 1996). Trout exposed
to the effluent in the Alte Aare River demonstrated higher rate of parasites and bacteria infections
(Escher et al., 1999). Moreover, prevalence of tumor establishment was noted in teleosts living in
wastewaters (municipal and industrial origin) contaminated site (Black and Baumann, 1991).

The Montreal Urban Community Wastewater Treatment Plant (MUCWTP) is located in the
province of Quebec (Canada) at the eastern side of the island. These wastewaters constitute a

complex mixture of contaminants and biologic colonies originating from commercial,
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institutional, industrial, sanitary discharge, underground infiltration and surface runoff (White
and Rasmussen, 1998). MUCWTP average flow is 2 500 000 m*/d and the maximal capacity of
the treatment plant is 7 600 000 m’d (Purenne, 2002). However, during raining weather and
melting snow period high inflow of runoff from street, roof and other surface exceed MUCWTP

capacity and the overflow is evacuated without treatment (Purenne, 2002).

Montreal wastewaters are treated with a physicochemical process (primary treatment) (Purenne,
2002). It consists in gate and grit removal and sedimentation assisted by coagulation with alum
and/or ferric chloride and anionic polyelectrolyte. MUCWTP does not disinfect wastewater
before discharging it into St-Lawrence River via a 4-Km underground tunnel (Wagner, Brumelis
and Gehr, 2002). The primary treatment remove an important proportion of suspended particles,
but the final effluent demonstrates a significant level of suspended solid (SS), biochemical
oxygen demand (BOD), chemical oxygen demand (COD) and microorganisms (Wagner,

Brumelis and Gehr, 2002 ; Payment et al., 2000).

Actually, MUCWTP investigates three disinfection process termed as ultraviolet (UV) radiation,
ozonation and peracetic acid (PAA). Chemical disinfectant like peracetic acid has been used
commonly in Europe for multiple wastewater applications (Baldry and French, 1989; Lefevre,
Audic and Ferrand, 1992 ; Liberti and Notarnicola, 1999 ; Sanchez-Ruiz, Martinez-Royano and
Tejero-Monzén, 1995). This process include major advantages such as low capital cost, simple
operation, ability to flow-pace and rapid start-up (Wagner, Brumelis and Gehr, 2002). However it
efficiency seems to be controversial and also, the storage and use of peracetic acid implicate high

security level (Cejka, 2002 ; Wagner, Brumelis and Gehr, 2002).

The mechanism of action of UV radiation consists to inhibit replication of bacteria by damaging
desoxyribonucleic acid (DNA) (Gehr and Nicell, 1996). However, bacteria are able to repair their
own DNA by various mechanisms and consequently, UV disinfection process may show a slight
bacterial regrowth (Gehr and Nicell, 1996). UV disinfection presents many advantages and
disadvantages such as low dose to reach disinfection criteria, any disinfectant by-product (DBP),
reliability, simple technology; unstable efficiency, a complex maintenance, lost of mercury by the

UV lamp, particular program for the storage of used lamp, etc (Tremblay, 2002).
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Ozone is a potent oxidizer damaging virus proteins and cellular membrane of bacteria (Tremblay,
2002). Disinfection process by ozonization greatly improves the quality of effluent by reducing
the color, smell, pesticides, organophosphates and detergents (Tremblay, 2002). Nevertheless,
ozone produce disinfectants by-product such as aldehydes, ketones and carboxylic acids (Gehr
and Nicell, 1996). This disinfection process require major and complex infrastructure with

specialized employees.

The aim of this study is to characterize the impact of wastewater disinfection on the immune
system of juvenile rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Finally, compare the tree disinfection

process (UV, Ozone, peracetic acid) between them.
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MATERIAL AND METHOD

Animal care

Juvenile rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) (Aquipro, Qc, Can), with a body weight around 7
g, were acclimated at 15 °C and 12h/12h (day/night) for two weeks in 90L glass aquaria
containing chlorine free tap water. Fish were fed daily at a rate between 1 and 2 % body weight
with commercial G1 food (Aquipro). Half of water was renewed each two days (static

conditions).

Water parameters
During the experiment, water quality parameters such as temperature, dissolved oxygen, ph and
conductivity have been collected with Multi 340i set (Hoskin Scientific, Mtl, Qc). Also, data

concerning nitrite, nitrate and ammonia have been colleted with commercial kits (Haggen, Mtl,

Qc).

Experimental design
Fish were exposed to control group (free chlorinated tap water) and 10% concentration of each
treatment corresponding to undisinfected Montreal sewage effluents, effluents disinfected by UV

radiation, ozonization and peracetic acid for a period of 28 days. Each group contains fifteen fish.

Effluent disinfection

In order to reduce heterogeneity, this operation was done with 150 L sample of Montreal sewage
effluents and subsequently separated to form each treatment. For each treatment, the level of total
coliforms and enterococci was measured before and after the disinfection process. UV
disinfection process was done by Trojan Technologies inc (London, Ont., CAN). Sewage
effluents were disinfected using medium pressure system with a dose of 30 mWs/cm® and a quick
contact time. Ozone disinfection was done by the laboratories of Robert Hausler (UQAM) (Mtl,
Qc, CAN). Wastewaters were disinfected using a dose of 18 mg/L and a contact time of 18
minutes. Peracetic acid was supplied by Solvay Interox Inc (Houston, Texas, USA) and the
disinfection was performed in INRS-IAF (Mtl, Qc, Can). The disinfection was done using the
protocol assessed by Wagner ef al.. (2002). Quickly, it consist to disinfect with a dose of 1,6



101

mg/L of peracetic acid using a contact time of two hours and finally quench residual
peroxycompounds. Each treatment was separately distributed into 1L and 4L polypropylene

bottles (Nalgene Brand Products, Rochester, N.Y., USA). All aliquot were freeze at -20 °C.

Preparation of cell suspensions

At sampling time, fish were killed by 0.1% of MS-222 (Boreal Laboratories, Ont., CAN.) and
measured for weight and length. Anterior kidney of each fish was removed aseptically and
mashed with a 2 ml glass grinder (Wheaton Scientific, New Jersy, USA) containing 1 ml of
sterile RPMI 1640 (Bio Media, Qc, CAN) supplemented with heparin (10 U/ml) (Organon
Teknika, Ont., CAN.), HEPES (10 mM) (Bio Media), penicillin (100 U/ml)/streptomycin (100
mg/ml) (Bio media) and 10% (v/v) Fetal Bovine Serum (FBS) (Bio Media). The cellular
suspension was then transferred to 15 ml sterile polypropylene conical tube (17-120 mm)

(Sarsted, NC, USA) and final volume was ajusted to 5 ml total with RPMIc.

Leukocytes purification

Cellular suspension (5ml) was laid down over 5 ml of Lympholyte Poly (Cedarlane Laboratories,
Ont., CAN) contained into a 15 ml sterile polypropylene conical tube. Suspension was
centrifuged at 275 x g during 30 minutes. Leukocytes between the two layers were aspirated with
sterile polypropylene pipettes (Sarstedt) and transferred to a 15 ml sterile polypropylene conical
tube. The cells were washed twice and adjusted to 1 X 10° cells/ml using supplemented RPMI

(without heparin).

Determination of viability
Viability was determined using trypan blue dye exclusion (0.4%) (Sigma Chemical Co., MO,
USA). Viable and dead cells were determined microscopically with an hemacytometer (Bright-

line, PA, USA).

Phagocytosis Assay
The three immunological assays were done using common protocol in our laboratory (Brousseau
et al., 1998). A duplicate of 500 ul volume of each cellular suspension was adjusted to 1 x 10°

cells/ml in 5 ml polypropylene round bottom tubes (Sarstedt). Fluorescent latex beads (d=1.87
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pn) (Polysciences, PA, USA) were added to the cell suspensions in order to respect 100 : 1
(beads : cell) ratio. Tubes were covered with paraffin and protected against light. Cells and beads
were incubated at 20 °C for 18 h. Following incubation period, cellular suspensions were layered
separately over 3 ml of RPMI supplement with 3% of bovine serum albumin (BSA) (Sigma
Chemical Co.) and 10% of SVF. Elimination of free beads was performed by centrifugation at
150 x g at 4°C for 8 minutes. Cell pellets were then resuspended in 0.5 ml of 0.5% formaldehyde
(Sigma Chemical Co.) diluted in Hematall (Becton Dickinson, CA, USA). Cells were analysed
by flux cytometry using a FACScan (Becton Dickinson, CA, USA) and 5 000 events were
recorded. Analyses were done using two biomarkers defined as M1 and M2 that correspond
respectively to the percentage of phagocytes containing one bead or more and percent of
phagocytes containing three beads or more. These biomarkers represent the percentage of

macrophages (M1) and active phagocytic activity of macrophages (M2).

Natural cytotoxic cells (NCC) Assay

The first part of the assay consists in target cells labelling. Initial mortality of YAC-1 cells should
be less than 5%. An aliquot of 1 ml of 1 X 10’ YAC-1 tumor cells were vigorously thrown onto
10 pl of 3 mM perchlorate 3,3-dioctadecyloxacarbocyanine (DIO) (Sigma Chemical Co.)
contained into 15 ml sterile polypropylene conical tube. Cellular suspension was agitated and
incubated at 37 °C with 5% of CO, for 20 minutes (tube was partially unscrew). After incubation,

cells were washed twice and adjusted to 2 x 10° cells/ml.

Contact between effectors and target cells were done into 5 ml polypropylene round bottom tubes
with different ratios. The ratios utilized were 10:1 (effectors:target), 20:1 and 40:1. Equal
volumes of cellular suspensions were centrifuged at 350 x g for 5 minutes. Cell pellets were then
resuspended in 150 pl propidium iodide (PI) (Sigma Chemical Co.) and 150 pl of supplemented
RPMI. Cells were centrifuged at 350 x g for 5 minutes, covered with paraffin, protected from
light and incubated at 20 °C for 18 hours. Cells were analysed by flow cytometry using a
FACScan and 3 000 events were recorded. Analyses were done using a live gate on YAC-1 cells

labelling. Data are expressed in percentage of mortality (apoptosis).
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Mitogenic Assay

Preliminary tests were done to determine optimal mitogens concentration for lymphocytes
proliferation. Mitogens were prepared with sterile RPMI-1640 medium supplemented with
HEPES (10 mM), penicillin (100 U/ml)/streptomycin (100mg/ml), 2.5% (v/v) Sea Grow (East
Coast Biologics Inc, North Berwick, Maine, USA) and 2-mercaptoethanol (5ul/l) (Sigma
Chemical Co.). In 96 wells round bottom microplates (Sarstedt), 100 pl of 1x 10° cells/ml were
incubated with 20 pg/ml of phytohemagglutinin (PHA) (Sigma Chemical Co.) or 200 pg/ml de
lipopolysaccharide (LPS) (Sigma Chemical Co.). Samples were tested in triplicate. After 78
hours incubation 0.5 pCi of [} H]-methyl thymidine (ICN Biomedicals, CA., USA) was added in
each well and incubated for 18 hours more. Cells were harvested with a semi-automatic cell
harvester (Skatron Instruments As, Lier, Norway) and transferred on fibreglass filter (Skatron
Instruments As). Radioactivity was determined with -scintillation counter (LKB Wallac 1217
Rackbeta) (ChemGen Corp., MD, USA). Data are expressed as disintegration per minutes
(DPM).

Statistical analysis

Significant differences between groups were determined by Tuckey test (ANOVA). Preceding
Tuckey test, normality and homogeneity of variance were assessed using respectively
Kolmogorov-Smimov test and Levene test. If the event one of these two conditions was not
respected, Tuckey test was replaced by a non parametric test, variance of Mann-Withney.
Significance was established at p<0.05. All analyses were done using Statistica computer

software.
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RESULTS

Cellular concentrations

There were no significant differences between the groups after 28 days exposure (Table 1).

Weights and lengths measures

There were no significant differences between the groups for weights parameter (Table 1). Fishes
exposed to disinfected or undisinfected effluent showed highly significant increased for length
measure (Figure 1). Consequently, the ratio mass/lengths demonstrated highly significant

decreased compared to the control group (Figure 2).

Phagocytosis
Fish exposed to undisinfected effluent showed a significant increased of active phagocytic
activity of macrophages (M2) when compared to the control group. There was no effect observed

for all three disinfection process (UV, PAA, Ozone) (figure 3).

NCC Assay

There were no significant differences between the groups for all three ratios (10:1 — 20:1 — 40:1)
after 28 days exposure. Nevertheless, the percentage of mortality of UV radiations disinfection
process was found to be slightly lower when compared to the control group for the three ratios
(Table 2).

Mitogenic Assay

Unstimulated (normal, natural division process) cells demonstrated a highly significant decreased
for ozone disinfection process when compared to the control group. T lymphocytes proliferation
(PHA) in fish exposed to PAA and ozone disinfection process showed respectively a significant
increased and decreased. B lymphocytes proliferation in fish exposed to the three disinfection
process and undisinfected sewage effluent demonstrated any immunomodulation. No effect was
observed in trout exposed to UV radiation and undisinfected effluent after 28 days exposure
(figure 4).
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Water parameters
Water quality parameters were stable with the exception of dissolved oxygen that fluctuated

between 70% and 100% for all group.

Bacteriological analysis

UV disinfection process reduced total coliforms by 4 or 5 log and fecal enterococci by 2 or 3 log
depending on the dose (20 or 40 mWs/cm2) (Table 3). Disinfection by ozone had decreased total
coliforms and fecal enterococci respectively by 4 and 3 log (table 3). Disinfection by PAA did
not decreased total coliforms and fecal enterococci (data not shown) (Patrick Cejka, personal

communication).
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DISCUSSION

Weight and length measures

Fish exposed to disinfected or undisinfected effluent demonstrated an increase of length
parameter. We make the assumption that residual concentration of endocrine disrupter could bind
to growth hormone receptor and thereby stimulate fish growth. It is known that endocrine
disrupter may interfere with the binding, secretion, synthesis, transport, action or elimination of
natural hormone that regulate reproduction, development, behaviour and/or homeostasis (Vos et
al., 2000). Refuse dump leach contains many endocrine disrupters and the exposure of immature
perch demonstrated an increase of somatic growth (g/years) when compared to the reference lake

(Noaksson et al., 2001).

Moreover, injection of growth hormones in fish demonstrated that body growth was accelerated
(Takagi et al., 1992). Growth hormone (GH) transgenic fish showed enhancement in food
conversion and efficiency of growth (Du et al., 1992 ; Krasnov et al., 1999 ; Martinez et al.,
1996; Martinez et al, 2000 ; Mori and Devlin, 1999). In natural environment, optimal
photoperiod also increase GH level stimulating highest growth rate (Bjornsson, Stefansson and
Hansen, 1995 ; Marchant and Peter, 1986).

Fish were longer but they still have the same weight implicating a significant decreased of
weight/length ratio. The percentage of adipose tissue was significantly reduced in exposed fish
indicating that exposure to effluent require more energy. Consequently, it may predispose trout to
diseases, health or reproductive problems (Bernet et al., 2000 et 2001 ; Escher et al., 1999). This

result suggests that disinfected effluent still contains endocrine disruptors.

Phagocytosis

There was stimulation for active macrophage activity for the undisinfected effluent group. This
result indicates that the three disinfection processes (PAA, UV, Ozone) enhance sufficiently
water quality to not modulate innate immunity. This result is in agreement with other phagocytic

activity assay done by our team respecting the same exposure conditions (Hébert, unpublished).
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Mitogenic Assay

T lymphocytes of fish exposed to PAA and ozone disinfection process indicate adverse effects
corresponding respectively to a stimulation and suppression of cells division. There was no
disruption of T lymphocytes proliferation for undisinfected effluent group indicating that the

modulation is due to the disinfection process itself.

Surface water disinfected by PAA (0.6 and 1 mg/L) also demonstrated a stimulation in
micronuclei division of Tradescantia (a plant) (Monarca et al., 2003). Stimulation of T
lymphocytes division suggests that PAA disinfection by-product or free disinfectant could be
genotoxic for exposed organisms. Residual peroxy compound, microbial presence and by
product such as carboxylic acid (Monarca et al, 2002) could also explain this

immunostimulation.

Disinfection by-product or residual free ozone suppresses T lymphocytes proliferation. However,
in vitro exposure of trout red blood cells upon ozone induce the synthesis of reactive oxygen
species inside the cell causing damage such as hemolysis, membrane lipid peroxidation
(Fukunaga et al., 1999). It seem reasonable to think that ozone or disinfection by-product impair
DNA replication or specific cellular mechanism. However, ozone is an unstable gas that is
rapidly degraded and contact time with aquatic organisms is fast or absent. To our knowledge
there is any evidence concerning genotoxicity or cell toxicity of ozone disinfectant by-products

upon aquatic wildlife.

There was no evidence that B lymphocytes proliferation was disrupted by the disinfection
processes or either undisinfected wastewater indicating that free disinfectant or by-product do not

induce similar cellular response.

In conclusion, disinfected or undisinfected wastewater seems to impact the regulation of
developmental processes in trout by unknown endocrine disruptor. Adverse effects occurs for T
lymphocytes proliferation depending on the disinfection process. Finally, innate immunity is not
modulated by the disinfection process compared to specific immunity in regard to the actual

exposure conditions.
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Table 1. Cellular concentrations and weights measure after 28 days exposure in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) exposed to three disinfection process (UV radiation, peracetic acid,
ozone) and undisinfected effluent (n=15). (means = S.E.)

Meas_uzg_s_ ~1 Control UV radiation PAA QOzone Undisinfected
Weight 7.85 7.78 7.18 7.81 7.09
€4)

Cell. Conc.  3.35%+0.39 283+03 3.61£0.48 4371045 4231+0.32
(10° cells/ml)

Table 2. Mortality percentage of cancerous cells YAC-1 at 28 days exposure in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) exposed to three disinfection process (UV radiation, peracetic acid,
ozone) and undisinfected effluent (n=15). (means £ S.E.)

Ratios Control UV radiation PAA Ozone Undisinfected
10:1 20.46+2.19 1938+1.31 29.20+3.61 28.55+396 30.92+3.82
20:1 30.82+4.16 26.75+2.7 37.16 £4.95 3585+4.6 37.94+4.44
40:1 40.22+523 3524+481 48371686 46.84%£5.86 44.20+4.97

Table 3. Quatification of coliforms and enterococci (per 100 ml) in Montreal sewage effluent
sample before and after the disinfection processes.

Disinfection processes Total coliforms/100ml Enterococci/100ml
Before After Before After
UV (20 mWs/cm?) 1 090 000 197 40 800 19
UV (40 mWs/cm?) 1 090 000 94 40 800 7
Ozone (18 mg/L - 18 min) 170 000 10 84 000 100

PAA (1.6 mg/L — 2h) N.A. N.A. N.A. N.A.
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FIGURE LEGEND

Figure 1. Lengths of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) after 28 days exposure to three
disinfection process and undisinfected effluent (n=15). ** indicates highly significant difference
from control group (p<0.01). (means £ S.E.)

Figure 2. Ratio mass/lengths of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) after 28 days exposure to
three disinfection process and undisinfected effluent (n=15). ** indicates highly significant
difference from control group (p<0.05). (means + S.E.)

Figure 3. Phagocytic activity of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) pronephros macrophages
after 28 days exposure to three disinfection process (UV, PAA, ozone) and undisinfected
effluent. Data (means * S.E.) are express as percentage of phagocytes (M1) and active
macrophage activity (M2). * indicates significant difference from control group (p<0.05).

Figure 4. Mitogenic response of head kidney lymphocytes stimulated with PHA (T lymphocytes)
and LPS (B lymphocytes) in rainbow trout (Oncorliynchus mykiss) exposed 28 days to three
disinfection process (UV, PAA, ozone) and undisinfected sewage effluent. * indicates significant
difference from control group (p<0.05). ** indicates highly significant difference from control

group (p<0.01). (DPM + S.E.)
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DISCUSSION ET CONCLUSION

Les effluents municipaux constituent un mélange complexe de produits chimiques et de colonies
biologiques reconnus pour perturber le systéme immunitaire et endocrinien des vertébrés. Le but
de cette étude consiste a déterminer I’effet des effluents municipaux ainsi que des substances
d’intérét prioritaire associées aux stations d’épuration (nonylphénol) sur le systéme immunitaire

de truites arc-en-ciel juvéniles.

L’exposition de truites au nonylphénol (0.85 ug/L) présente divers effets dont une diminution de
Pactivité phagocytaire des macrophages du pronéphros. Cetle baisse significative pourrait étre
attribuable & une migration des macrophages au niveau de la peau du poisson. En effet, des truites
exposées au nonylphénol ont démontré une densité plus élevée de macrophages au niveau de
I’épiderme de la peau (Burkhardt-Holm et al., 2000). De plus, de nombreuses études tendent a
démontrer une diminution de ’efficacité de macrophages suite 4 une exposition a des polluants

environnementaux (Fournier et al., 2000a).

De méme, une augmentation du pourcentage de mortalité des cellules cancéreuses a été notée
suite a 54 jours d’exposition au nonylphénol. Cette augmentation du pourcentage de mortalité
pourrait étre reliée a une expression plus importante du récepteur FAM impliqué notamment dans
le processus de reconnaissance et d’activation cellulaire (Harris et Kapur, 1996). Les composés
oestrogeénes,tel que le nonylphénol, sont reconnus pour moduler des fonctions reliées a la

synthése ainsi que les mécanismes d’action, de reconnaissance et de liaison (Vos et al., 2000).
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De plus, I’induction significative de la division des cellules stimulées par le PHA et le LPS suite
a 54 jours d’exposition au nonylphénol, constitue une réponse typique suite a une exposition a
une substance cestrogéne. Diverses études ont démontré une stimulation de la division de
lymphocytes B ou T murins ainsi que des cellules cancéreuses humaines suite a une exposition in
vitro au nonylphénol (Yamashita, Sugiura et Kuroda, 2002 ; White et al, 1994). Enfin, les
diverses composantes du systéme immunitaire présentent des réponses différentes selon le temps

d’exposition.

Cette étude présente un intérét certain puisqu’il a été possible de constater une modulation des
fonctions du systeme immunitaire en deca de la valeur estimée sans effet observé (VESEQ)
établie a 1 pg/L. (Environnement Canada, Santé Canada, 1999). En effet, les systémes
biologiques peuvent présenter une sensibilité variable et par conséquent, il pourrait étre justifié de
réviser cette norme canadienne. Les composés oestrogénes peuvent altérer diverses fonctions
biologiques telles que la transcription des génes ou encore la croissance cellulaire (White et al.,
1994). Ainsi, les effets observés au niveau du systétme immunitaire des truites arc-en-ciel
pourraient étre attribuables a une interaction entre les systémes biologiques entrainant la

modulation des parametres mesurés.

La contribution par les fractions solubles et insolubles de I’effluent ont aussi été évaluée afin de
différencier I’impact des polluants hydrophiles et hydrophobes (riche en micro-organismes). Les
truites exposées aux fractions solubles et insolubles ont démontré une stimulation de la
phagocytose par les deux fractions. Ce résultat indique que les polluants hydrophiles et
hydrophobes (adhérant aux particules en suspension) ou encore leurs métabolites sont

biologiquement actifs et peuvent perturber le syst¢tme immunitaire non-spécifique. L’effet
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prononcé observé pour la fraction insoluble pourrait s’expliquer par un mélange plus complexe
de toxiques relachés par les matiéres en suspension comportant notamment de polluants
hydrophiles et hydrophobes ainsi qu’une concentration de micro-organismes plus importante. A
cet effet, les alkylphénoles polyéthoxylates acheminés aux stations d’épuration sont raptdement
dégradés en composés plus simples et a caractere hydrophobe, tel que le nonylphénol, qui
adhérent aux particules en suspension (White ef al., 1994). A la lumiére de cette étude, il semble
que de tels composés oestrogenes pourraient se détacher et induire un effet toxique sur les
systémes biologiques d’organismes vivants. Enfin, les concentrations sub-létales de polluants
ainsi que les bactéries sont reconnus pour leurs effets stimulateurs (Karrow, Bols et Whyte, 2001;

Thuvander, Norrgren et Fossum, 1987 ; Zelikoff et al., 1995)

Les poissons exposés a une concentration d’effluent de 1% ont démontré une diminution
significative du pourcentage de phagocytose a 54 et 90 jours d’exposition. Les truites exposées
40 jours (1%-50%) ont démontré une stimulation de I’activité des phagocytes pour toutes les
concentrations. Ces résultats suggérent qu’une exposition de longue durée a de faibles
concentrations entrainent une diminution de la compétence immunitaire des phagocytes
contrairement aux expositions de courte durée a des concentrations d’effluents plus élevées. De
nombreuses études effectuées en utilisant divers toxiques semblent indiquer une modulation au
niveau de la phagocytose selon le temps d’exposition et la concentration employée (Dunier et al.,

1995 ; Lacroix et al., 2001 ; Pegg et Iwama, 1996 ; Zelikoff et al., 1995).

Les truites exposées 54 jours ont démontré une augmentation significative de la prolifération des
cellules stimulées par le PHA et le LPS pour toutes les concentrations a 1’exception de 0.1%. La

prolifération des cellules stimulées par le PHA s’avére significativement réduite pour chacune
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des concentrations aprés 90 jours d’exposition et aucun effet a été observé pour les cellules
stimulées par le LPS. Ces résultats suggérent que les effluents peuvent cibler des populations
cellulaires et exercer un effet sur eux (Arkoosh et al., 1996). De méme, la division cellulaire
s’avere modulée par le temps d’exposition. Ce type de résultat a été observé lors de I’exposition a
des métaux (Thuvander, 1989). Diverses études ont démontré une immunomodulation de la
division des lymphocytes B et T dépendamment du toxique et de la concentration employés
(Flory et Bayne, 1991 ; O’Halloran, Ahokas et Wright, 1996). Les effets variables observés dans
le cadre de cette étude peuvent s’expliquer notamment par des facteurs tels que le changement en
temps réel de la composition et de la concentration des toxiques (nouvel échantillon a tous les

deux jours) ainsi que le temps d’exposition.

De plus, 'impact de trois procédés de désinfection (UV, ozone et acide peracétique) a été évalué
au niveau du systeme immunitaire des truites. La longueur des truites exposées aux effluents
désinfectés et non-désinfectés s’avére significativement plus élevée suggérant la présence
résiduelle de modulateurs endocriniens. Ces derniers peuvent imiter les hormones naturelles et
créer des désordres au niveau de la reproduction, du développement, des comportements et/ou de
’homéostasie (Vos et al.,, 2000). Les modulateurs endocriniens provenant des écoulements des
sites sanitaires ont démontré une augmentation de I’indice somatique de croissance chez des
perches juvéniles (Noaksson et al., 2001). De plus, le ratio poids/taille des truites exposées aux
effluents a démontré une diminution significative suggérant ainsi une masse adipeuse plus faible
et en conséquence, une prédisposition aux maladies, aux problémes de santé et de reproduction

(Bemet et al., 2000 et 2001 ; Escher et al., 1999).
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Les truites exposées au groupe effluent non désinfecté ont démontré une stimulation du
pourcentage de phagocytose lorsqu’elle ont été comparées au témoin eau douce. Ce résultat
suggere que la désinfection des effluents améliore sensiblement la qualité de I’eau afin de ne pas
induire un effet au niveau de I'immunité innée. Les poissons exposés au procédé de désinfection
a ’ozone ont démontré une suppression de la prolifération des lymphocytes stimulés par le PHA
ainst que des cellules non-stimulées. La présence d’ozone libre résiduel ou de sous produits de
désinfection pourraient étre a ’origine de cette diminution de la division cellulaire. Une étude
réalisée a I’aide de globules rouges de truites exposés a 1’ozone a démontré la synthése d’espéces
d’oxygene a lPintérieur de la cellule entrainant des dommages tels que I’hémolyse et la
peroxydation des lipides de la membrane (Fukunaga et al., 1999). Les poissons exposés a I’acide
peracétique ont démontré une augmentation significative de la prolifération des lymphocytes
stimulés par le PHA. Un résultat similaire a été observé au niveau de la division des micronucléi

de la plante Tradescantia (Monarca et al., 2002).

En conclusion, exposition aux effluents municipaux engendre des effets immunitoxiques, tant a
la hausse qu’a la baisse, résultant notamment de la composition complexe des polluants, de leur
concentration ainsi que du temps d’exposition. Ces réponses équivoques originent de la
complexité du mélange que constitue les effluents municipaux. De plus, les effluents de la ville
de Montréal démontrent un niveau de complexité particuliérement élevé étant donné leur charge
industrielle, commerciale, résidentielle, sanitaire, des eaux de lixiviation d’anciens dépotoirs ainsi
que des eaux pluviales. Il s’avére donc possible que les effluents engendrent des réponses
fonctionnelles multidirectionnelles. A la lumiére de cette étude, on constate I’importance
d’évaluer plusieurs parametres reliés & différents systémes biologiques afin de cibler les effets

induits,
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