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Résumé

L’emploie généralisé de bioinsecticide a base de champignon peut induire des mycoses
chez les humains. Notre étude vise a rechercher des signes de I’inflammation chez les rats Wistar

femelles traitées avec Metarhizium anisopliae var. acridum (EVCH 077).

Deux lots traitées administrées de formulations a base de spores issues de culture et des
spores de Novacrid® a raison de 6 x 10% spores /mL /jours /250g de poids corporel pendant 20
jours. Le lot témoin recoit de 1’eau distillée stérile par gavage. L’étude porte sur 1’évaluation des
parametres de poids, le dosage de quelques parametres biochimiques et hématologiques et I’histo-
morphométrie du foie et des reins. Nous avons appliqué le test de I’cedéme de la patte gauche par

injection intra dermique a raison de 1.3 x 10° spores /mL /250g de poids corporel.

Les traitements n’ont pas d’effets significatifs sur 1’augmentation relative du poids
corporel, ni sur le poids des reins et du foie. La perturbation des parametres hématologiques et
biochimiques sont jaugées statistiquement non significatives a I’exception des leucocytes avec
une augmentions significative pour le lot du biopesticide. Concernant le lot de culture on observe
une augmentation significative en nombre de leucocyte et de la créatininémie, et une diminution
significative des parametres hématologique a I'exception des globules rouges, avec conservation
de la fonction hépatique. L’cedéme inflammatoire de la patte induit par les spores de culture est
trés hautement significatif que celui induit par les spores conditionnées.

Chez les rattes traitées, 1’histo-morphométrie du foie révele la dilatation des sinusoides,
des infiltrats inflammatoires et 1’hypertrophie discréte des hépatocytes avec augmentation
significative en nombre et en rapport nucléocytoplasmique enregistrés chez le lot culture
(0,71 pm= 0,15) comparé au témoin (0,55um=0,15). Le tissu rénal provenant des rats traités
montre par endroits des Iésions épithéliales tubulaires modérées, des infiltrations leucocytaires et
des congestions sanguines. En comparaison avec le témoin (59,03 um + 8,55), le lot culture
(50,96 um + 4,11) et le lot biopesticide (48,84 um + 6,65) montrent le rétrécissement trés
hautement significatif du diamétre des glomérules conduisant ainsi a la régression du diametre du

peloton glomérulaire.

Nos résultats suggerent les effets immunogene et inflammatoire de notre souche fongique,
jugés plus accentués avec les spores fraiches (a 100 % viables) comparé avec les spores seches

conditionnées en biopesticide.

Mots clés: Metarhizium anisopliae var. acridum, Novacrid®, rats Wistar femelles, histo-

morphométrie, spores germées, spores conditionnées, inflammation.



Abstract

The use of fungus-based bioinsecticide can induce fungal infections in humans. Our study aims to
look for signs of inflammation in female Wistar rats treated with Metarhizium anisopliae var.

acridum (EVCH 077).

Two batches of treated rats administered formulations based on spores from culture and
Novacrid® spores at a rate of 6 x 10% spores /ml /day /250g body weight for 20 days. A third
control batch receives sterile distilled water by gavage. The study focuses on the evaluation of
weight parameters, the determination of some biochemical and hematological parameters and the
histo-morphometry of the liver and kidneys. We applied the left leg edema test by intradermal
injection at a rate of 1.3 x 10° spores /mL /250g body weight.

The treatments have no significant effects on the relative increase in body weight, or on the
weight of the kidneys and liver. The disruption of hematological and biochemical parameters are
measured statistically non-significant with the exception of leukocytes a significant increase for
the batch of biopesticide. Concerning the culture batch there is a significant increase in the
number of leukocyte and serum creatinine, and a significant decrease in hematological
parameters with the exception of red blood cells, with preservation of liver function.
Inflammatory edema of the paw induced by culture spores is very highly significant than that

induced by conditioned spores.

In treated rats, liver histo-morphometry reveals sinusoid dilation, inflammatory infiltrates and
discrete hepatocyte hypertrophy with significant increase in number and nucleocytoplasmic ratio
recorded in the culture batch (0.71 um+ 0.15) compared to the control (0.55um=0.15). Renal
tissue from treated rats shows moderate tubular epithelial lesions, leukocyte infiltration and blood
congestion in places. In comparison with the control (59.03 um + 8.55), the culture batch (50.96
um = 4.11) and the biopesticide batch (48.84 um + 6.65) show the very highly significant
narrowing of the diameter of the glomeruli thus leading to the regression of the diameter of the

glomerular platoon.

Our results suggest the immunogenic and inflammatory effects of our fungal strain, considered
more accentuated with fresh spores (100% viable) compared with dry spores packaged in

biopesticide.

Keywords: Metarhizium anisopliae var. acridum, Novacrid®, female Wistar rats, histo-

morphometry, sprouted spores, conditioned spores, inflammation.
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Atrophie :

Congestion :

Hypertrophie :

La bioaccumulation :

Phéromones :

Glossaire

Diminution de volume d’une cellule, d’un tissu,
d’un organe, survenant aprés la naissance (Jeuge-

Maynart et al., 2010).

Accumulation anormale du sang dans les
vaisseaux d’un organe, d’une partie du corps

(Jeuge-Maynart et al., 2010).

Augmentation de volume d’un tissu, d’un organe,
due a une augmentation de volume de ses cellules

(Jeuge-Maynart et al., 2010).

Est le résultat des processus par lesquels le
contaminant entre dans [’organisme et des
processus de décontamination, une combinaison
des mécanismes d’excrétion vers 1’environnement
et de biotransformation endogéne. Les termes de
transfert et d’accumulation sont fortement liés. Le
premier représente un changement d’état du

second. (Casas, 2005).

Les phéromones se définissent ainsi comme des
molécules olfactives libérées par des glandes
exocrines vers 1’environnement pour agir en tant
que messagers chimiques au sein des membres

d’une espéce.(Giurfa, 2018).



MCSFR1 :

GLDH :

Cytokératine 18 :

Entomopathogéne :

C’est un autre marqueur de Il'activation du systéme
immunitaire. Il est fortement augmenté en cas
d'hépatotoxicité idiosyncrasique (Kullak-Ublick et al., 2017
; Barnhill et al., 2018 ; Church et al., 2019 ; (Meunier &
Larrey, 2019).

C’est une protéine intégrée a la matrice des mitochondries
qui participe a la désamination oxydative du glutamate. Le
foie est riche en mitochondries riches en matrice et est donc
trés riche en GLDH, tandis que des quantités beaucoup plus
faibles sont présentes dans les reins et le cerveau (Meunier

& Larrey, 2019).

C'est une protéine du cytosquelette qui est tres abondante
dans le foie. Mais non spécifique, elle est libérée en cas de
nécrose hépatocytaire. Son augmentation est précoce en cas
de toxicité¢ hépatique, avant celle des ALAT. Elle pourrait
¢galement étre un marqueur pronostique de l'atteinte
hépatique (Thulin et al., 2014 ; Church et Watkins, 2017 ;
Kullak-Ublick et al., 2017 ; Church et al., 2019)(Meunier &
Larrey, 2019).

Le mot « champignons entomopathogeénes » ou «
champignons qui provoquent des malades aux insectes » est
limit¢ aux genres ou aux espeéces qui peuvent étre des

agents pathogénes d'arthropodes (Benserradj, 2014).



Mésophile:

Isoenzymes :

épizootie :

Cytokines :

La chitine :

Les actinomycetes :

Est une forme de vie qui prospére au mieux dans des
conditions de température modérée (Jeuge-Maynart et al.,

2010).

Sont des formes alternatives de la méme activité
enzymatique qui existent dans des proportions différentes

dans différents tissus ( Pelley, 2011).

Désigne une maladie animale contagieuse (Samuel

Robin,2006).

Représentent un groupe diversifié de glycoprotéines qui
agissent comme des médiateurs et régulateurs des processus

immunitaires (Pflanz et al ,2004).

Est I'¢lément structural des parois cellulaires des
champignons, des levures, des algues, des exosquelettes des
crustacés et des arthropodes ainsi que les parois de

nombreux invertébrés (Wirth et Wolf',1990).

Ce sont des bactéries formant des filaments minces et

ramifiés, septées, bacilles a Gram positif (Dgigal, 2003).
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INTRODUCTION

Les pesticides a usage agroalimentaire sont avérés nocifs pour la santé humaine, nuisent
a ’environnement et a la biodiversité ; Et entrainent une accumulation rapide de résistance chez
les ravageurs cibles tout en décimant les ennemis naturels de ces ravageurs, ce qui entraine des
éclosions de ravageurs secondaires (Akutse et al., 2020). L’introduction de nouveaux produits,
pour une toxicit¢é moindre que les pesticides conventionnels, est devenus trés indispensable
(Thakore, 2006). Les biopesticides peuvent offrir une alternative essentielle. Ils n’affectent
souvent que le ravageur cible et ne présentent donc pas d’effets négatifs sur I’environnement. De
plus, leur utilisation ne méne pas a une accumulation de résistance chez les ravageurs ciblés
(Akutse et al., 2020). Les avancées biotechnologiques progressent 1’utilisation des agents de lutte
biologique. Le secteur des pesticides biologiques connait une croissance significative et de
nombreuses découvertes sont en développement ; ainsi de nouveaux biopesticides alimentent le

marché mondial (Ruiu, 2018).

Metarhizium anisopliae var. acridum (IMI: 300189), dont le nom commercial est le
GREEN MUSCLE®, s’est avéré le plus virulent comme agent biologique de la lutte
antiacridienne (Zakaria et al., 2003). De nombreuses recherches sont menées pour optimiser la
production et le stockage des conidies de Metarhizium spp (Moore et al., 1995; Leemon et
Jonsson, 2008). Un nouveau produit, NOVACRID®, a base de d’une nouvelle souche de
Metarhizium acridum (EVCH 077) est fabriqué par la société du groupe ELEPHANT VERT
(Nodirbek, 2019).

L'utilisation de mycoinsecticides a augmenté ces derni¢res années, les biopesticides les
plus commercialisés sont ceux a base de Beauveria spp. Et Metarhizium spp. (Thomas et
Kaliamorthy, 2013). Plusieurs tests de biosécurit¢ de ces produits tels que des tests de
pathogénicité, de toxicité et d'allergénicité ont été largement réalisés sur des modeles animals
pour certaines souches de Beauveria et Metarhizium mettant en évidence leur faible impact sur la
sant¢ animale et humaine (Meyling et Eilenberg., 2007, Ansari et al. 2013). Les essais
d’innocuité sur les mammiféres effectués avec M. anisopliae, n’a pas mis en évidence des effets

indésirables graves ou d’infections profondes chez les animaux, quelle que soit la voie



d’administration, Cependant, de rares réactions allergiques sont connues chez les humains

sensibilisés (Roberts et Leger., 2004 ; Nourrisson et al., 2017).

En raison de l'utilisation accrue des champignons entomopathogénes comme agents de
lutte biologique et de l'impact que cela peut avoir sur la santé humaine, il est important de
considérer les cas cliniques dans lesquels ces champignons sont impliqués. D’aprés Brunner-
Mendoza, et al., (2022), une revue de la littérature sur un total de 30 articles publiés de 1984 a
2021 a été analysés, 17 cas cliniques de kératite et un cas clinique de sclérokératite étaient liés a
une infection a Beauveria, tandis que Metarhizium était lié a 13 cas de kératite et deux cas
cliniques de sclérokératite. L'examen des cas cliniques liés a Beauveria et Metarhizium suggere la
nécessité de considérer les champignons entomopathogénes dans les pathologies oculaires et
allergiques et le risque qu'impliquent le mauvais usage des lentilles de contact lors des activités

agricoles / jardiniéres (Brunner-Mendoza, et al., 2022).

Dans le cadre de I’étude de la biosécurité de Metarhizium acridum, nous nous sommes
proposés de chercher les indices de 1’inflammation rénale et hépatique et nous avons explorer
I’cedéme inflammatoire de la patte chez les rats Wistar femelles. Nous avons choisi de mettre en
lumiére, les altérations provoquées par les conidies conditionnées du champignon (le biopesticide
Novacrid®) et les conidies fraiches de la méme souche et qui sont récupérés aprés mise en

culture.

Le présent travail comporte trois chapitres, dans le premier nous rapportons des rappels
bibliographiques sur Metarhizium et sa biosécurité chez les mammiféres. Le deuxiéme chapitre
comporte le matériel et les techniques utilisés. Le dernier, comporte les résultats et discussions et
on termine par une conclusion avec des perspectives qui apporteront un complément a notre

travail.
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I.1 GENERALITES SUR BIOPESTICIDES

Le terme biopesticide est utilisé pour désigner les préparations commerciales contenant
des organismes vivants (bactéries, virus, eucaryotes unicellulaires, champignons et nématodes)
et/ou des composés bioactifs (comme les métabolites). Ils sont produits pour contrdler les

populations de ravageurs (Ghosh., 2000 ;Cappa et al., 2022).

Les biopesticides sont utilisés depuis la fin du XIXe siécle ; Cependant, les avancées
biotechnologiques, ont permis d’accroitre 1’utilisation des biopesticides. Cette derni¢re est
encouragée par les organisations et institutions internationales avec une croissance de 10-15% par
an, contre 1- 2% pour les pesticides synthétiques. Cette croissance consolide la position des
biopesticides sur le marché mondial pour répondre a l'intérét et a la demande croissante pour ces

produits (Arthurs et Dara, 2019 ;Thakore,2006 ; Olson ,2015 ; Cappa et al., 2022).

I.1.1 Avantages et inconvénients des biopesticides

L’intérét apporté aux biopesticides est due a une large gamme de propriétés attrayantes
qui en font de bons éléments de la lutte intégrée. la plupart sont sélectifs, produisent peu ou pas
de résidus toxiques, et les colits de développement sont nettement inférieurs a ceux des pesticides

chimiques (Heap.,2010 ; Chandler et al., 2011).

D’apres Kumar et al. (2021), les biopesticides sont 1’avenir de 1’agriculture moderne saine et
permettent la valorisation des bioressources. Plusieurs avantages de leur utilisation et leur mise

sur le marché. Parmi les points positifs :

e IIs ne causent pas de dommages sur I’environnement.

e Utilisent des composés naturels dérivés d’organismes vivants pour la production.
e N’ont pas d’effet sur les organismes non ciblés.

e Economique et moins cher que les engrais chimiques.

e Les ravageurs ne développent pas de résistance.

e Ne peuvent contaminer les sources d’eau.

e Ne conduisent pas a la bioaccumulation.
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L’utilisation des biopesticides n’a pas été aussi répandue que prévu. Il s’est avéré avoir des
cotés qui ont freiné I’application des biopesticides au niveau mondial. Voice quelques points

inhibiteurs d’aprés Kumar et al., (2021) :

e Une conservation de courte durée des produits conditionnés.

e Une efficacité limitée due a sa sensibilité aux fluctuations de température et humidité.

e Enraison de la grande spécificité des biopesticides, qui ne peux se focaliser sur plusieurs
pathogénes et ravageurs a la fois, Il faut utiliser de multiples agents biologiques pour
lutter contre différents pathogenes et ravageurs sur le terrain.

e (es agents sont coliteux et encombrants, Ils ne sont pas rentables pour les agriculteurs.

I.1.2 Classification des biopesticides

Selon Chandler (2011), les biopesticides se répartissent en trois types différents de produits

en fonction de leurs substance active :

I.1.2.1 Produits biochimiques

Les pesticides biochimiques contiennent des substances d'origine naturelle qui luttent
contre les parasites. Les substances qui contrdlent les maladies comprennent le bicarbonate de
potassium, les acides phosphoriques, les extraits de plantes (Marrone, 2019) . Ces extraits
produisent une large variété de métabolites secondaires tel que pyréthrines, qui sont des

composés insecticides a action rapide (Chandler et al., 2011).

1.1.2.2  Produits sémiochimiques

C’est un signal ou produit chimique émie par un organisme qui provoque un changement
de comportement chez un individu de la méme espéce ou d’une espece différente. Ces produits
sont subdivisés en substances allélochimiques et phéromones. Les phéromones sexuelles des
insectes sont les plus utilisées pour la protection des cultures, dont certaines peuvent maintenant
étre synthétisées et sont utilisées pour la surveillance ou la lutte contre les ravageurs par le
piégeage de masse. Dans le monde, la confusion sexuelle est utilisée sur plus de 660 000 ha et
s'est avérée particulicrement utile dans les cultures fruiticres (Reddy et a/ .,2009; Witzgall et

al.,2008; Chandler et al., 2011).
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1.1.2.3 Produits microbiens

Les pesticides microbiens contiennent des micro-organismes (bactéries, virus d'insectes,
champignons, actinomycetes, protozoaires, etc.) qui fonctionnent comme des agents de lutte

biologique (Marrone, 2019).
> Les biopesticides fongiques

D’apreés Meyling et Eilenberg, (2007), il est de plus en plus reconnu que la biodiversité
des agroécosystémes fournit des services écosystémiques importants a la production agricole, tels
que la lutte biologique contre les ravageurs. Les champignons entomopathogenes , en particulier
les taxons anamorphiques Beauveria bassiana et Metarhizium anisopliae, sont parmi les ennemis
naturels des ravageurs dans les agroécosystémes. Ces champignons sont presque omniprésents et
sont responsables de la plupart des épizooties naturelles pour les arthropodes dans la nature. Ce
qui offrent des candidat efficaces pour le développement de biopesticide et la gestion des insectes

nuisibles (Lacey et a/ .,2017; Srinivasan et al., 2019).

1.2 GENERALITES SUR METHARIZIUM ANISOPILAE

Metarhizium anisopliae est un champignon entomopathogene largement utilisé comme agent
de lutte biologique dans le monde entier pour réguler les populations d'insectes qui affectent les
zones agricoles (Navarro-Barranco et al., 2019). Communément appelés« champignons
muscardins verts » (Driver et al., 2000) , selon la maladie induite aprés 1’incrustation de cadavres

d’insectes avec des conidies vertes (Roberts & St. Leger, 2004).

Metarhizium anisopliae permet de promouvoir la santé des plantes par la protection contre les
insectes ravageurs et les pathogeénes microbiens du sol, ainsi que la promotion de la croissance et

de la productivité des plantes par le transfert des dérivé d’azote (Stone & Bidochka, 2020).

L’identification des especes de Metarhizium et la diversité génétique permet de fournir une
plateforme pour une approche plus stratégique et basée sur les connaissances pour la lutte

biologique intégrée dans la région ( Castro-Vasquez et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/agroecosystems
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/entomopathogenic-fungi
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/beauveria-bassiana
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/metarhizium-anisopliae
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I.2.1 Classification et taxonomie de Metarhizium

La premicre classification du Metarhizium étaient basées sur des caractéristiques
morphologiques, notamment la taille et la forme des conidies. Initialement, trois principales
espéces ont ét¢ distinguées : M. album, M. anisopliae et M. flavoviride, chacune avec des
variétés correspondantes (Bidochka et al., 1994 ; Cobb & Clarkson, 1993 ; Curran et al., 1994 ;
Fungaro et al., 1996). La prise en compte des données moléculaires (analyse des isoenzymes)
I'analyse phylogénétique et des caractéristiques physiologiques et morphologiques a permis
I'¢lucidation d'espéces ou de variétés différentes au sein du genre. Jusqu'a ce qu'une révision
taxonomique de Metarhizium anisopliae ( Driver et al., 2000 ; Brunner-mendoza et al., 2019).
Pour le géne Metarhizium on a pu distinguer 30 espéces, en plus des formes sexuelles et asexuées

(Serna-Dominguez et al., 2019).

Une révision taxonomique récente basée sur des critéres phylogénétiques moléculaires a
révélé que M. anisopliae sl englobe un clade d'au moins quatre sous espéces phylogénétiques
cryptiques, qui comprend M.pingshaense , M.anisopliae, M.robertsii (Mayerhofer, et al., 2019)
(Figure I.1)

{Metarhizium pingshaense
' Metarhizium robertsii |
| Metarhizium aniscpias

Metarhizium brunneum |

M. anisopliae (ARSEF 7487)

M. brunneum [ARSEF 2107)

M. pingshaense (CB$257.90)
M. robertsii (ARSEF 2575)

Negative control

— — {Metarhizium majus
— L Metarhizium guizhousense
o e Metarhizium lepidiotae
oo Metarhizium globosum

Metarhizium acridum

Figure 1.1 : Test d'amplicon PCR multiplexé spécifique a I'espece pour faire la distinction entre
Metarhizium anisopliae, M. brunneum, M. pingshaense et M. Robertsii (Mayerhofer, et al., 2019)
(modifié).
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La classification de Metarhizium anisopliae est la suivante selon Bidochka, et Small, (2005) :
Régne : fungi

Embranchement : Dikarya

Sous-embranchement : Ascomycota

Classe : Pezizomycotina,

Ordre : Hypocreales

Famille : Clavicipitaceae

Genre : Metarhizium

Espéce : Metarhizium anisopliae

1.2.2 Morphologie de Metarhizium anisopliae var. acridum

Metarhizium anisopliae se caractérise par un schéma de ramification des conidiophores, et
un alignement de cellules conidiogeénes. Les conidies verts ou spores (phialospores) sont produit
a partir de cellule conidiogénes serrées et orientées parallelement, nées sur une masse d'hyphes
ressemblant a un sporodochium. Les conidies sont unicellulaires asexuée, cylindriques avec des

extrémités arrondies (Krutmuang & Mekchay,2005) (Figure 1.2).

Figure 1.2 : Micrographies de M. anisopliae var. acridum a germé sur du polystyréne pendant 24
h avec des extraits d'insectes (Wang et St. Leger, 2005).
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(Jeunes pousses cultivées avec des extraits de dichlorométhane (A), ou de méthanol (B) de
criquets présentant des gonflements terminaux des hyphes. (C), production d'appressoriums lobés
lorsque l'extrait de méthanol a ét¢ combiné avec 0,0125 % d'extrait de levure. (D) et (E),
ramification des germes dans la fraction hydrosoluble (1 mg/ml) de l'extrait méthanolique ; (F),
croissance hyphale étendue a 4 mg/ml qui peut démontrer une croissance directionnelle vers la
lamelle (G). Les panneaux A a F montrent une croissance sur la zone de la boite de Pétri

recouverte par la lamelle. CO, conidie ; AP, appressorium ; CS, lamelle. Barre 10m).

1.2.2 Associations d’habitats et aire de répartition de Metarhizium

Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin, est un champignon distribué dans le
monde entier de I’ Arctique aux tropiques et qui a été observé dans les sols agricoles et forestiers
(Zimmermann, 2007 ; Kernasa et al., 2016). Et associ¢ a plus de 200 especes hotes (Hajek et
Leger, 1994 ; R. M. Castro-Vasquez et a/ .,2020).

Metarhizium est un champignon mésophile qui pousse a des températures comprises entre
10 et 40 °C, avec une température optimale pour la germination et la croissance entre 25 et 30 °C
(Brunner-Mendoza et al., 2019). Sa diversité est liée a différents aspects tels que : habitat,
changement climatique, plantes et/ou insectes, mais (Bidochka et al., 2001 ; Roberts & St. Leger.,
2004) ont démontré que les groupes génétiques de M. anisopliae étaient associés au type d'habitat

plutdt qu’aux insectes hotes.

1.2.3 Enzymes et toxines produites par Metarhizium

Divers isolats de Metarhizium ont été rapportés pour produire de petites molécules, qui
sont soit toxiques pour les insectes soit ont un usage potentiel médical anti-tumoral et antiviral

(Roberts & St. Leger, 2004).

Afin de transposer la cuticule de 1'hote, les champignons entomopathogeénes sécretent des
protéases , des chitinases et des lipases qui dégradent leurs principaux constituants
(protéines, chitine et lipides) et permettent la pénétration des hyphes ( Wang et al., 2002 , Boldo
etal., 2009 ) (Figure L.3).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/entomopathogenic-fungus
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/proteinase
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/proteinase
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/chitinase
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/chitin
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004101011000108X#bib54
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004101011000108X#bib11
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004101011000108X#bib11

CHAPITRE I : Rappels Bibliographique

D’apres Roberts & St. Leger, (2004) , les champignons entomopathogénes produisent des
métabolites toxiques qui permettent de créer une réaction immunitaire dans 1’organisme infectée

parmi ces métabolites les destruxins les swainsonine et les novelles métabolites.
A. Les destruxines

Les destruxines sont les métabolites secondaires les plus répandus produits par M.
anisopliae lors de la fermentation. Ce sont les toxines les plus étudiées des champignons
entomopathogenes caractérisés comme d’importants facteurs de virulence accélérant la mort des
insectes infectés (Schrank & Vainstein, 2010). Au moins vingt-six destruxines différentes ont été

identifiées, parmi lesquelles les destruxines A, B et E prédominent (Wang et al., 2004).

La destruxine A (DA), une mycotoxine ayant une bonne activité insecticide et immuno-
inhibitrice chez la souris. C’est le principal facteur pathogeéne de M. anisopliae contre les insectes

hotes (Pedres et al., 2002 ; Yin et al., 2021).
B. Swainsonine

Dans le processus de recherche de nouveaux types de substances immunoactives

. ) . , . o o
provenant de micro-organismes, il y a eu la découverte de la "swainsoninee", métabolite isolée du
champignon Metarhizium sp. Cette molécule présente une action compétitive contre les facteurs
immunosuppresseurs produits dans le sérum de souris porteuses de tumeurs et a la capacité de
restaurer la dépression des réponses mitogéniques des lymphocytes de la rate de la souris par un

facteur immunosuppresseur (Hino et al., 1985).
C. Nouveaux métabolites a usages thérapeutique

A partir de Metarhizium sp prélever du sol au japon, (Kuboki et al. 1999 ;Roberts & St.
Leger, 2004) ont rapporté la découverte de la production d’une molécule 12-hydroxy-ovalicine.
Cette molécule est nommé Mer-f3. Différents tests ont démontré sa ressemblance avec
l'ovalicine, et indiquent que le Mer-f3 peut étre un immunosuppresseur a faible toxicité pour les
mammifeéres. Avec la capacité de Mer-f3 d'inhiber des cellules de leucémie de souris. L-1210,
aussi une nouvelle substance immunosuppressive isolée de Metarhizium, retrouvé au japon , qui

a été nommée métacytofiline (Iijima et al., 1992 ;Roberts & St. Leger, 2004).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/secondary-metabolite
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/entomopathogenic-fungus
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/entomopathogenic-fungus
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/virulence-factor
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Opistosoma of the mite

/'.. |

Figure 1.3: A) Microphotographie de Metarhizium anisopliae var. acridum infectant Brevipalpus
phoenicis 3 jours apres inoculation, par microscopie a fluorescence. (B, C et D) SEM du
processus d'infection et de colonisation. (E) témoin aspergé d'eau. (Cn = Conidie, Ap =
Appressorium, Hf = Hyphe) (Magalhaes et al., 2005).

1.2.4 Biotechnologies et développement de Biopesticides a base de Metarhizium anisopliae

D’aprés Benjamin et al., (2016), la manipulation génétique des champignons
entomopathogeénes peut améliorer leur efficacité dans la réduction de Ila compétence
vectorielle. Comme preuve de principe, une souche de M. anisopliae a été génétiquement
modifiée pour exprimer des transgénes qui inhibent le développement du parasite
chez An. Gambiae. Metarhizium anisopliae a été manipulé pour produire du SM1de la scorpine,
ou d’un anticorps anti- Plasmodium sous le contréle d’un promoteur exprimé au contact de
I’hémolymphe du moustique. L'infection par ces champignons transgéniques réduit
considérablement le nombre de sporozoites de Plasmodium dans la glande salivaire, réduisant

efficacement la probabilité de transmission.

Plusieurs lignées de M. anisopliae transgéniques peuvent étre créées pour produire
différentes molécules effectrices afin de réduire 1’évolution de la résistance. En outre, M.

anisopliae pourrait étre modifié pour produire des molécules effectrices antivirales afin

10



CHAPITRE I : Rappels Bibliographique

d’interrompre la transmission du virus de la dengue. En résumé, avec la génétique la
manipulation des champignons entomopathogénes est une stratégie hautement réalisable pour

diminuer la compétence des moustiques vecteurs pour les agents pathogenes.

1.3 BIOSECURITE DE METARHIZIUM ANISOPLIAE CHEZ LES MAMMIFERES

Les tests toxicologiques effectués avec Metarhizium anisopliae sur les mammiféres n’ont
révélé aucun risque de complication infectieuse, car le champignon est incapable de se
développer a la température du corps des mammiferes (Lomer et al., 2001 ; Sudakin, 2003). Bien
que des évaluations de la biosécurité a 1’échelle du genre n’ont pas été largement effectué, les
tests de I’innocuité par M. anisopliae ont conclu que cette espéce présente un risque minimal

pour I’environnement et la santé¢ des humains et d’autres vertébrés (Stone & Bidochka, 2020) .

I1 est rapporté que 16 pesticides de M. anisopliae sont enregistrés en Chine continentale
(China Pesticide Information Network, 2021). Les infections humaines au Metarhizium se sont
fait rares dans le début de leurs utilisations, mais un nombre croissant d’infection par celle-ci
durant ces dernieres années. De ce fait, 1’utilisation généralisée des biopesticides a base de
Metarhizium anisopliae peut accroitre le risque chez les mammiféres (Brunner-Mendoza, et al.,

2022).

I.3.1 Revue de la littérature, test de toxicité de Metarhizium sur des modéles animaux

Un grand nombre de recherches sur les caractéristiques biologiques des variétés de M.
anisopliae et les effets sur les organismes non cibles ont été conduites par plusieurs auteurs
(Shadduck et a/.,1982 ; El-Kadi et al., 1983 ; Siegel, 1997 ; Goettel et al. 2001 ; Vestergaard et
al., 2003 ; Toriello et al., 2006 ; Zimmerman, 2007). Ces recherches sont faites sur des modéles
de mammiferes et de vertébrés, oiseaux, poissons, cobayes, souris, lapins, rats et reptiles, par
exposition intra péritonéale, intraoculaire, par inhalation, ingestion et par injection sous-cutanée.
Les données de sécurité rapportées par ces auteurs considérent M. anisopliae comme non toxique
et non pathogéne avec des risques minimes et acceptable dans I'environnement comme une

alternative aux pesticides chimiques. M. anisopliae produit une série de métabolites/toxines,
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principalement les destruxines, qui ont des activités biologiques diverses. Aucun effet toxique di

a ces métabolites n'a été rapporté chez les organismes non cibles (Zimmermann, 1993, 2007).

Des traitements oculaires sur lapins présentant des spores seches et des suspensions de
spores n’ont pas eu d’effets graves. Aussi des test sur I’effet par ingestion par ’alimentation des
spores avec intubation chez les rats des conidies seches n’ont pas non plus produit de symptomes
chez les animaux (Roberts & St. Leger, 2004). Un cas d’infection chez les animaux a impliqué un

chat atteint de rhinite envahissante (Muir et al., 1998).

Des animaux traités avec Metarhizium avaient la rate et le foie dilatés, et de multiples
Iésions dans les cavités péritonéales (résumé par Goettel et Jaronski, 1997). Ils ont présumé que
les Iésions étaient dues a une réponse immunitaire accrue, et des tissus cicatriciels étaient présents

lors de I’encapsulation des spores (Roberts & St. Leger, 2004).

1.3.2 Revue de la littérature, cas cliniques infection humaines dues au Metarhizium

D’apres Roberts et St.Leger, (2004) Metarhizium est un champignon opportuniste
infectants les  personnes immunodéprimées comme ceux positive au VIH, transplantations
d’organes, de la chimiothérapie contre le cancer, des traitements aux stéroides.. etc. Ces patients
sont particuliérement vulnérables a l’infection par de nombreux champignons. Ils ont aussi
démontré un effet cytotoxique de la souche fongique pour la lignée cellulaire humaine

leucémique HL60. (Skrobek et Butt.,2005 ; Anand & Tiwary, 2010).

Quelques infections dues aux M. anisopliae sont rapportés chez les mammiféres et les
humains. Une fatalité¢ d'un enfant immunodéprimée (Burgner et al., 1998) et deux cas de sinusite
(Revankar et al., 1999). Pour la premiére fois M. anisopliae var. anisopliae est isolé a partir de
I'ceil d'un homme comme 1'agent étiologique de la kérato-mycose (Cepero de Garcia et al., 1997).
Des Iésions de la peau causée par M. anisopliae sont décrits chez un patient adulte avec une
leucémie aigu€ myéloide (Osorio et al., 2007). D’aprés Goettel et Jaronski (1997), la société
Mycotech a observé une toxicité¢ extréme chez la souris aprés une provocation pulmonaire

(intranasale) par un isolat de M. anisopliae var. anisopliae.
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En raison de l'utilisation généralisée de M. anisopliae au Brésil pour le contrdle biologique
de différents ravageurs de canne a sucre, plusieurs personnes ont développé des symptomes

asthmatiques (Barbieri et a/., 2005).

Deux cas d’infection cornéenne humaine (kératite fongique) ont été signalés (DeGarcia et
al., 1997; Jani et al., 2001). Et de nombreux champignons ont ét¢ impliqués dans la kératite

mycotique (Roberts & St. Leger, 2004).

Chez les humains, 19 cas d’infection impliquant Metarhizium spp. ont été signalés entre
1997 et 2015 (Nourrisson et al., 2017) les différentes infections peuvent étre oculaires ou
réparties entre les 1ésions nasales /sinusales et cutanées (Garcia et al.,1997 ; Burgner et al.,1998 ;
Revankar et al.,1999 ; Osorio et al.,2007 ; Marsh et al.,2008 ; Dorin et al.,2015 ; Eguchi et
al.,2015 ; Nourrisson et al., 2017).

I[.3.3 L’immunotoxicité de Metarhizium anisopliae chez les mammiféres

Plusieurs tests on démontrer 1’effet inflammatoire de ce champignon entomopathogéne

faisant agir les différents types d’immunité selon la voix de contact utilisée.

Des ¢tudes ont ét¢é mené sur D’effet cytotoxique et la capacité inflammatoire du
Metarhizium anisopliae par une dose de 108conidies sur les souris pas voix intrachéale ,les
résultats de ce test on démontrer une réaction pro-inflammatoire par une augmentation
significative des cytokine TNF- o, IL-6 sachant que 1’augmentation de cet derniére démontre la
sensibilité a I'agent pathogene et la gravité des maladies associées, et [FN- y démontre la présence
de pathologie aigué suite a un choc septique fongique (Romanie. 2008 ; Anand & Tiwary,2010),
on démontrer la production relativement plus faible de cytokines anti-inflammatoires, IL-4, IL-10

(Anand & Tiwary, 2010) .

Des hypothéses on était émise sur la relation des toxines comme la Destruxins et protéase
retrouver dans 1’espace fongique avec l’augmentation des cytokine pro-inflammatoire cité
sachant que toutes les souris sont mortes a cause de 1’infection dans les 60 heures qui ont suivie

I’expérimentation (Anand & Tiwary, 2010).
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D’autre essaie ont été fait pour évaluer le potentiel allergique de différents facteurs de M.
anisopliae (spore, mycélium ...) on démontrer la présence d’une réponse inflammatoire

allergique par la présence des IgE et éosinophile (Ward et al., 2009).

Afin d'évaluer le potentiel allergique de M. anisopliae, des extraits antigéniques bruts des
composants fongiques (mycélium, conidies et enzymes inductibles) ont été combinés en quantités
¢gales de protéines (MACA) pour les expositions des animaux dans des études antérieures (Ward

etal., 2009) .

Des expositions multiples a 1’un des extraits de composants de M. anisopliae ont induit
des réponses de type allergique/asthmatique chez les souris BALB/c, mais ’ampleur de la
réponse était différente pour chaque composant, et chacun semble contenir des protéines uniques
réagissant aux IgE. Par conséquent, 1'identification des dangers et/ou 1'évaluation des risques liés
aux moisissures doivent tester a la fois les mycéliums et les conidies (Ward et al., 2009). D’autre
études ont démontré que Metarhizium anisopliae permet de déséquilibrer le systéme immunitaire
des mammiferes, ce qui entraine des maladies telles que D’allergie (Halpin et al., 1994 ;

Konstantinovas et al., 2017).

1.4 Néphrotoxicité et Hépatotoxicité

La néphrotoxicité, peut étre définie comme l'effet indésirable des substances sur la
fonction rénale, d’origine iatrogéne ( Perazella, 2009 ; Barnett & Cummings, 2018). Elle
survient lorsque la détoxification et l'excrétion propres aux reins ne fonctionnent pas
correctement en raison de l'altération ou de la destruction de la fonction rénale par des substances

toxiques exogenes ou endogeénes (Kim & Moon 2012).

La défaillance du foie est appelée hépatotoxicité est principalement causée par des agents

chimiques telles que les toxines environnementales (Zimmerman & Lewis, 1995 ; Siimera et al.,
2019). Elle peut étre aussi définie comme le pouvoir d’une substance de provoquer des

dommages au niveau hépatique. Qui se manifeste sous forme d’inflammation (on parlera

d’hépatite) ou encore de nécrose (mort des cellules du foie) (Therrien., 2009).

Les caractéres général qui peuvent étre des déterminant clés d’une hépatotoxicité et

néphrontoxicité sont d’aprés Rusyn et al., (2021) :
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» La mort (apoptose et/ou nécrose) des cellules (hépatiques, rénales).

» Affecte la prolifération des cellules hépatiques et/ou la régénération des tissus.

* Induit un stress oxydatif et active les voies de signalisation du stress.

* Déclenche des réponses a médiation immunitaire.

* Provoque un dysfonctionnement mitochondrial.

* Peux Provoquer une fibrose et Perturbation du métabolisme hépatique, y compris celui

des lipides et des protéines.
1.4.1 Le rein

Le rein est constitué¢ de nombreux types de cellules organisées fonctionnellement dans le
néphron, qui est I'unité fonctionnelle de base du rein (Barnett & Cummings, 2018) ils a plusieurs

fonction d’aprés (Sherwood, 2006).

% Permet I’excrétion des déchets du métabolique tels que 1'urée, I’acide urique et la
créatinine. Si ces déchets s’accumulaient, ils seraient toxiques notamment pour le
systéme nerveux central.

*» Excrétion de nombreuses substances étrangers telles que des médicaments, des

additifs alimentaires, des pesticides...) ayant qu’il pénétre dans 1’organisme.

X/
X4

% Sécrétion d’érythropoiétine, une hormone qui stimule la production des globules

rouges.

Chaque rein contient environ un million de néphrons. Le néphron est I'unité fonctionnelle
du rein. Chacun de ces néphrons est composé de 2 parties, le corpuscule de Malpighi et le tubule
urinaire, qui vont assurer les opérations de filtration glomérulaires, de réabsorption tubulaire et de

Sécrétion qui conduisent a la formation de I'urine définitive (Lacour, 2013).
1.4.2 La néphrotoxicité

les atteintes rénales peuvent étre classées en fonction du type de structure touchée ou du
mécanisme mis en ceuvre, chaque molécule est susceptible d’induire une néphrotoxicité par un

mécanisme qui lui est propre (Gueguen et al., 2012).
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1.4.2.1 Les paramétres relatifs a la néphrotoxicité
A. Les Biomarqueurs de néphrotoxicité

Un biomarqueur est une substance trouvée dans le sang, les sécrétions ou les tissus et qui
fournit une mesure de I’état biologique normal, pathologique ou d’une réponse a une autre
substance étrangere. Il existe un vaste choix de biomarqueurs comprenant des ARN messagers,

des protéines, des peptides et des molécules lipidiques(Gueguen et al., 2012).

Ces biomarqueurs peuvent étre classe selon leurs fonction organique (marqueurs
d’intégrité tissulaire). Ces derniers peuvent encore étre subdivisés selon la structure touché : on
parlera de marqueurs glomérulaires et de marqueurs tubulaires (Gueguen et al., 2012). Voir le
(tableau L.2) qui illustre la grande variabilité des substances néphrotoxique ainsi que leur(s)

cible(s) respective(s) (Annexe I).

e Marqueurs classique

Les marqueurs traditionnels, de la néphrotoxicité et du dysfonctionnement rénal sont
l'urée sanguine et la créatinine sérique ce dernier permet de déterminer le taux de filtration
glomérulaire et la clairance rénal. ces deux parametre sont peu sensibles dans la détection des
Iésions rénales (Naimi et al., 2019). Leurs spécificités nécessitent une atteinte rénale avancée pour

que leurs valeurs soient significativement modifié¢es (Gueguen et al., 2012).

e Protéines de bas PM

Les protéines de faible poids moléculaire produites dans d'autres organes. Permet
d’indiquer un mauvais fonctionnement au niveau glomérulaire et dans le tube contourné
proximal, sachant que ces protéines dans un état normal sont filtrées et réabsorbées dans le
glomérule et ne sont pas libérées par le tubule proximal, donc 1’augmentation des protéines de
faible poids moléculaire filtrées indique que l'absorption dans le glomérule et le tubule proximal
n'est pas adéquate, ce qui signifie que qu'il peut y avoir des lésions ou une surcharge cellulaire.
Par conséquent, les 1ésions rénales dues a la toxicité peuvent étre détectées plus tot en utilisant les

mesures des protéines dans l'urine. (Bernard et al., 1987 ; Kim & Moon, 2012).

Nous pouvons citer : al-microglobulin, B2-microglobulin, Cystatin C (Cys C), rétinol-binding

protein, and kidney injury molecule-1 (KIM-1).
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e Enzymes

Peuvent étre utiliser comme marqueur prédictif et la détermination de la sévérité¢ des
dommages clinique ou expérimentalement, utiliser aussi comme un marqueur tubulaire. L’intérét
de ces marqueurs réside dans le fait qu’ils permettent la mise en évidence de dommages encore

1égers et réversibles (Gueguen et al., 2012).

Nous pouvons énumérées quelques enzymes : N-acétyl-b-glucosaminidase (NAG), phosphatse

alcaline g-glutamyl transpeptidase Alanine aminopeptidase Glutathion-S-transférase (GST).

e Marqueurs de I’inflammation

Le recours aux biomarqueurs inflammatoires est largement utilisé dans les démarches
diagnostiques pour des syndromes inflammatoires. Les réactions inflammatoires s’accompagnent

avec sévérité de la maladie sous-jacente,(Monti, 2013) .

Nous pouvons énoncer quelques parametres : NGAL : lipocaline associe a la gélatinise des
polynucléaires neutrophiles ; cytokine exemple: IL-18, L-FABP: liver fatty-acid-binding
protein, H-FABP : heart fatty-acid-binding.

» NGAL: La NGAL est une protéine de 25 kDa initialement identifiée dans les
neutrophiles actives. Elle est produite a une trés faible niveau par de nombreuses
cellules de 1’épithélium dont celui du tubule proximal rénal (Parikhet et Devarajan
.,2008 ; Gueguen et al., 2012) . L'expression de NGAL est augmentée dans les
cellules des tubules proximaux par la néphrotoxicité ou l'ischémie induite. Elle est
connue comme un biomarqueur sensible pour le diagnostic précoce des lésions
rénales aigués. La concentration de NGAL dans le sang augmente également en cas
d'infection et d'inflammation (Xu et al., 1995 ; Ohlsson et al., 2003 ; Kim & Moon,
2012).

1.4.3 Le foie

D’apres Kalra et al, 2022, le foie joue un rdle critique, responsable d'une série de
fonctions qui contribuent au métabolisme, a I'immunité, a la digestion, a la détoxification et au

stockage des vitamines, Le foie est un organe unique en raison de sa double irrigation sanguine

17



CHAPITRE I : Rappels Bibliographique

par la veine porte (environ 75 %) et l'artére hépatique (environ 25 %). Il joue un rdle crucial dans
la détoxification des substances qui sont nuisibles pour le corps, notamment 1’alcool, les drogues,

les solvants, les pesticides et les métaux lourds (Highleyman & Franciscus, 2004).

La description histologique classique du foie repose sur le concept d'un regroupement des
hépatocytes au sein d'unités anatomiques qui sont les lobules hépatiques. Elles correspondent a
I'unité structurelle du foie (Dadoune et al., 1990). Et qui a plusieurs cellules, parmi elle les
hépatocytes représentent le centre fonctionnel du foie (Gebhardt, 1992). Les hépatocytes
s'averent responsables de la biotransformation des composés potentiellement toxiques en
composés non toxiques, excrétés dans les sécrétions biliaires et 1'urine (Jones & Spring-Mills,

1984).
1.4.4 L'hépatotoxicité
1.4.4.1 Biomarqueurs d'hépatotoxicité

Un biomarqueur d’hépatotoxicité permet 1’identification d’une Iésion hépatique (Meunier &
Larrey, 2018). En effet, la caractérisation de I’atteinte hépatique est basée essentiellement sur des

critéres biologiques, et cliniques quand ils sont présents.

A.Pratique clinique actuelle
A.1 Biomarqueur traditionnel

Les biomarqueurs les plus courant dans la pratique clinique pour détecter les 1ésions

hépatiques sont soit en mesurant :
» L’altération de la fonction hépatique normale

Telle que des différences dans les taux sériques de bilirubine totale (Tbl) et d'acides biliaires
totaux, qui constitue un signe d'atteinte hépatique (Aubrecht et al., 2013). Utilisée comme un
critere de gravité. Cependant elles fournissent une information limitée pour la détection précoce

des 1ésions hépatiques, (Meunier & Larrey, 2019).

La bilirubine est assez spécifique des lésions hépatiques, mais n'est pas trés sensible étant
donné que les taux n'augmentent significativement qu'aprés que le foie a perdu environ la moitié

de sa capacité d'excrétion.(Schnackenberg et al., 2012).
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» Les modifications de l'intégrité des tissus et des cellules

Détectées par la fuite dans le sérum de composants spécifiques aux cellules, tels que
I'alanine aminotransférase (ALAT), l'aspartate amino-transférase (ASAT) et la phosphatase

alcaline (ALAP). (Aubrecht et al., 2013).

Ces biomarqueurs détectent les dommages apreés qu'ils se soit déclarée et ont donc une
valeur pronostique limitée. il faut souvent une lésion hépatique grave avant qu'une augmentation

significative soit observée.(Aubrecht et al., 2013).
A.2 Auto-anticorps spécifique

D'apres Larrey et al., (2017) ; Meunier & Larrey, (2018), I’hépatotoxicité de certain toxine
ou médicaments est associe a la présence d’anticorps spécifique ayant une trés bonne spécificité

et sensibilité comme marqueur de diagnostic.
A.3 Nouveaux marqueurs sériques

I1 est nécessaire de disposer d'autres marqueurs sériques qui peuvent étre mesurés seuls ou

conjointement avec ALAT pour mieux évaluer les lésions hépatiques et la fonction hépatique.

Des ¢tudes récentes ont suggéré que la mesure des isozymes ALAT c’est-a-dire I'ALAT]1 et
I'ALAT2, peut aider a différencier la source de la Iésion. Ils ont constaté que 'ALATI est
localisée dans les hépatocytes humains, les cellules épithéliales des tubules( Lindblomet al .,

2007 ; Schnackenberg et al., 2012).

Un autre exemple de biomarqueur sérique basé sur l'un des principaux mécanismes de
toxicité est la formation de métabolites réactifs toxiques (Larrey et al., 2017). Le complexe
métabolite réactif -protéine forme un adduit qui peut étre détectable dans le sang .comme la

détection d'un adduit du métabolite du paracétamol dans le sang (Meunier & Larrey, 2019).
B. Nouveaux biomarqueurs

Pour combler les lacunes des biomarqueurs traditionnelle, plusieurs nouveaux
biomarqueurs sont a I'é¢tude qui pourront présenter une spécificité et une sensibilité suffisamment

¢levées pour surpasser et devenir des BM recommander. Cependant. Les différents biomarqueurs
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candidats peuvent étre classés en fonction de leur utilité (diagnostic ou pronostic), comme le

montre le ( tableau 1.3 ) retrouvée dans I’annexe I .(Meunier & Larrey, 2019).
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CHAPITRE 11 : Matériel et Méthodes

Matériel et méthode
II.1 Matériel
I1.1.1 Matériel biologique

II.1.1.1 Souche Fongique

Le champignon entomopathogene utilis¢é dans notre expérimentation est Metarhizium
anisopliae var. acridum (EVCH 077). Cette souche fongique est développée en biopesticide dont
le nom commercial est NOVACRID®. Le produit est sous forme de poudre séche de spores de
couleur vert militaire sans odeur particuliére. Le biopesticide, conservé a 4°C, est fournis par

I'Institut National de Protection des Végétaux « INPV » d'El Harrach - Alger.

Avant toute utilisation, un test de germination est réalis¢ sur un échantillon de spores
conditionnées en biopesticide. Le test réalisé a I’'INPV, révele que la viabilité des spores prélevés

du biopesticide Novacrid® est a environ 90 % (voir annexe II).

11.1.1.2 Rats Wistar femelles

Dans le cadre de 1’étude de la biosécurité de Metarhizium acridum chez les mammifeéres,
nous avons choisi, comme mode¢le animal, les rats femelles de souche Rattus norvigicus Wistar.
Les animaux (n=15 individus) acquiérent aupres de l’institut Pasteur de Kouba- Alger.La salle
d’¢levage se trouve au niveau de la Station Expérimentale de la Faculté des Science de la Nature
et de la Vie a I’Université de Blida 1. Dés leur arrivé a ’animalerie, les animaux sont soumis a
une période d’acclimatation de 12 jours, a température ambiante réglée avec un bain d’huile
thermostaté a 25°C ; Et soumis a une photopériode alternée naturellement d’environ 12 heures
d’obscurité suivie de 12 heures de lumiére. Les rats sont gardés dans des cages en plastique

munis de biberon. La litiére est changée tous les deux jours jusqu’a la fin de I’expérimentation.

Tous les animaux recoivent de 1’cau et de la nourriture « ad-libitum ». La nourriture est sous
forme de bouchons alimentaires composée d’un concentré équilibré en protéines, glucides,

lipides, vitamines et sels minéraux (voir annexe II).
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I1.1.2 Matériel non biologique

Le matériel utilisé¢ dans cette ¢tude comporte les équipements, les appareillages et réactifs

(voir I’annexe II).

II.2 METHODES

Vu le manque des tests de toxicité chez les mammiféres avec la souche EVCH 077 de
Metarhizium acridum, nous avons établi, dans le présent travail, une étude comparative de 1’effet
des traitements avec deux formulations aqueuses titrées a la méme concentration. La premiére est
a base des spores conditionnées en biopesticide (conidies seches prélevés de Novacrid®), la
deuxieme formulation est a base des spores nouvellement germées (conidies fraiches récupérée

apres mise en culture).

Nous avons choisi comme premier test, la toxicité orale subaigué. L’étude cible de quelques
aspects morphologiques et fonctionnels de la toxicité rénal et hépatique chez les rattes Wistar.
D’autre part, nous avons exploité 1’effet inflammatoire local par le test cedéme de la pate suite a
une injection intradermique unique avec les deux formulations de spores du champignon
entomopathogene.

Les différentes manipulations avec la souche M. acridum (mise en culture, sporulation,
préparation des solutions de traitements ; observations microscopiques), sont faites au niveau du
laboratoire de projets de fin d’é¢tude (PFE) - Station expérimentale- FSNV.

La réalisation de la technique histologique est faite dans deux laboratoires : I’une est faite dans le
service d’Anatomie Pathologique, Laboratoire de Cytologie, Hopital Nafissa Hamoud - Hussein

Dey -Alger. L autre est faite dans ’Ecole Vétérinaire de Mostaganem.

La période expérimentale de notre travail a duré 4 mois de Mars a Juin 2022.

I1.2.1 Test de toxicité subaigué par voie orale

Les traitements par voie orale des rats avec les spores de Metarhizium anisopliae var.

acridum sont réalisés pendant 20 jours.
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¢ L’administration quotidienne des spores est faite avec les deux formulations aqueuses titrées a
la méme concentration a savoir 6 x 108 spores /mL / 250 g de poids corporel sous les mémes

conditions expérimentales pendant 20 jours.

Les rats femelles Wistar adultes sont reparties en 3 lots de 5 individus chacun. Les animaux ont

une moyenne de poids corporel de 112.99 g + 4,908 enregistrée le premier jour du traitement.

e Lot 1 (t¢émoin) : les rattes (113,6 g + 8,29) sont inoculées avec 1 mL d’eau distillée stérile.

eLot 2 (lot culture) : les rattes (117,56 g + 10,83) sont inoculées avec 1 mL de la solution de
spores issues de culture (fraiches) a raison de ( 6 X 108 Spores /mL / 250 g de poids corporel

/ jour).

e Lot 3 (lot biopesticide) : les rattes (107,8 g + 5,792) sont inoculées avec une solution de
conidies récupérées de Novacrid® 4 raison de ( 6 X 108 spores / mL / 250 g de poids

corporel / jour).

I1.2.2 Préparation des formulations de traitement

Le premier inoculum est a base de spores fraiches (100% viables) récupéré aprés germination et
repiquage sur des milieux de culture. Les spores de la premiére culture sont originaires du

biopesticide Novacrid® (la souche EVCH 077 de Metarhizium acridum).

Le deuxiéme inoculum est & base de spore seches prétes a I’emploi, prélevé directement a partir

du produit Novacrid®.

11.2.2.1 Préparation de la formulation de traitement a base de spores issues de culture

e Mise en culture du champignon
- Nous avons prélevé 0,1 g de la poudre de spores a partir du produit Novacrid®. Cette

quantité est diluée dans 100 mL de I’huile de gasoil. La solution mére est agitée pendant

10 min par le vortex pour une meilleure désagrégation des spores.
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- Nous avons préparé les milieux de culture PDA et MALT (voir annexe 2). Les milieux
sont stérilisés par autoclavage a 120°C. Les boites de pétri sont rempli a moitié¢ et
refroidis devant le bec de bunsen jusqu’a ce que le milieu se solidifie.

- Dans un environnement stérile, nous avons ensemencé quelques gouttes de la suspension
mere de spore par la méthode d’étalement sur 1’ensemble des milieux par un étaloir
stérile.

- Les boites sont fermées par le parafilm et incubées dans 1’étuve réglée a 28°C.

e Multiplication et purification de la souche fongique

- Le 4™ jours suivant I’ensemencement nous avons remarqué le début de la fructification
du champignon et apparition d’une couche blanchatre qui refléte la germination des
spores et le développement du mycélium.

- Au bout de 15 jours, la prolifération de Metarhizium acridum est bien développée sur
I’ensemble de la culture.

- Nous avons récupéré quelques colonies pures, et nous avons étalé sur une goutte d’eau
distillée stérile entre lame et lamelle. L’observation au microscope optique nous a permis
I’1identification de notre souche fongique, les spores sont de forme ovoide et de contours

verdatre (Figure 11.4- A).

- Nous avons réalisé plusieurs repiquages de colonies pures sur des milieux de culture frais
a fin d’obtenir une sporulation importante de notre souche. Les boites fermées par le

parafilm sont incubés a 28°C.
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Figure 11.4 : L.a souche EVCH 077 de Metarhizium acridum, A : aspect des spores sous
microscope optique au grossissement 100 ; B : aspect des spores en culture agée de 20 jours.

Récupération et dénombrement des spores

Sur des cultures agées de 15 a 20 jours ayant bien fructifiées (Figure 11.4 B), nous avons
récupéré 1’ensemble des spores par grattage de la surface via un étaloir stérile et avec
I’ajout de quelques gouttes d’eau distillée stérile dans chaque boite. Les manipulations
sont faites dans un environnement stérile devant deux becs Bunsen.

La solution meére est filtrée pour éliminer les débris de culture. Le filtrat, de volume 100
mL d’eau distillée stérile, est récupéré dans un flacon et il est conservée a 4°C.

Nous avons procédé par la suite a la détermination de la concentration de la solution mere
en nombre de spores /mL. Pour faciliter le dénombrement, nous avons préparé une
dilution a 1/10 (1 mL de la solution mére pour 9 mL d’eau stérile)

Aprés agitation pendant 10 minutes, pour une meilleure dispersion des spores, nous
avons prélevé une fine goutte déposée sur la cellule de malassez. Cette dernicre
recouverte par une lamelle, peut prendre un volume de lul dans ses rectangles (voir

annexe II).
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- A l’aide du microscope optique au grossissement 40, nous avons dénombr¢ les spores a
partir de 3 prélévements de la solution mére diluée, dont la moyenne est considérée (voir

annexe II ).

Pour le calcul des concentrations en spores, nous avons utilisé la formule décrite par Chaouch et

al. (2009 ; 2015) :

spores moyenne des spores comptés par 10 réctangles X100

la concentration en = (Equation 1)
ulL (2 mmx2.5mmx0.2mm)=1 uL

On peut utiliser la formule simplifiée suivante
100 spores — 10° spores/mL

nombre de spores comptés dans 10 rectangles X facteur de dilution —
concentration en spores/ml
(Equation 2)

11.2.2.2 Préparation de la formulation de traitement a base de prélevées de Novacrid®

La concentration en spores conditionnées prétes a I’emploie, prélevées directement a partir du

biopesticide est choisie a 6 x 108 spores / mL.
e Calcul de la quantité a prélevé en spores séches de Novacrid®

Nous avons cherché le poids en spores correspondant a la dose 6 x 108 spores
Selon la fiche technique du produit Novacrid® (voir annexe II) :

1 g de la poudre seche de spores prélevées du biopesticide Novacrid® (N) correspond a
environ 5x 10'" spores : 1g =5 x 10'° spores

Ainsi le poids de spores correspondant a 6 x 108 = 0,012 g = 12 mg.
e Préparation de ’inoculum de traitement avec les spores conditionnées de Novacrid®

Nous avons pesé avec la balance de précision 1,2 g de poudre du biopesticide. Cette quantité
est mélangé dans 100 mL d’eau distillée stérile. Ainsi la formulation de traitement avec

Novacrid® est concentrée a 6 < 108 spores /mL et conservée a 4°C.
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I1.1.3. Expérimentation animale et réalisation des traitements par voie orale

La dose de traitement des rats avec M. acridum est choisie a 6 < 108 spores / mL /250 g de
poids corporel par la méthode de gavage intragastrique (Figure IL.5 - A). L’administration orale

est faite entre 11h et 12h durant les 20 jours.

Le volume prélevé a partir des deux formulations de traitement est ajusté selon 1’évolution
du poids corporel. Ainsi les animaux sont pesés chaque 5 jours a compter du premier jour du
traitement afin de recalculer le volume a prélevé de chaque inoculum et qui est adapté en fonction

du poids corporels moyen des 5 rats de chaque lot.

Ce volume calculé est complété avec de I’eau distillée stérile jusqu'a 1 mL (le volume de

gavage quotidien pour chaque rat) (voir tableaux + exemples dans annexe II).
I1.2.3 Test de toxicité aigiie par injection intradermique
I1.2.3.1 Préparation de la solution de spores issues de culture et du biopesticide

Nous avons évalué I’'importance de I’activité inflammatoire induite apres injection unique
intradermique des deux types de formulations de spores au niveau de la patte postérieure gauche
de ’animal (Figure ILS - B).

Nous avons appliqué le test de Levy cité par Berkan et al. (1991) et par Halouane (2008)
Pour les animaux témoins, au temps To une injection intradermique d’un volume 25uL d’eau

physiologique stérile est appliquée au niveau de la patte gauche de chacun des 5 rats.

- Pour les animaux traités avec les spores de culture, au temps To, une injection intradermique
d’un volume de 0,025 mL d’une solution en spores de Metarhizium acridum a raison de 1.3 x
109 spores /mL est appliquée au niveau de la patte gauche.

- Pour les animaux traités avec les spores du biopesticide, au temps To, une injection
intradermique d’un volume de 0,025 mL d’une solution en spores de Metarhizium acridum a
raison de 1.3 x 10% spores /mL est appliquée au niveau de la patte gauche.

La préparation des solutions de traitement a base de spores fraiches (nouvellement germées et
dénombrés) et a base des spores séche (conditionnées, prélevés du biopesticide) est réalisé

comme décrit précédemment dans de I’eau physiologique stérile (annexe II).
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Les solutions de traitement sont administrées a tous les rats expérimentés, a raison du méme

volume, par injection sous 1’aponévrose plantaire de la patte arriere gauche (Figure IL5 - B).

Figure I1.5 :M¢éthodes de traitements des rats Wistar avec Metarhizium acridum
A : gavage intragastrique ; B : injection intradermique.

11.2.4 Traitement des données
11.2.4.1 Suivis des rats

Les rats Wistar ont était surveiller durant la période de I'expérimentation dans le but de
noter tous changement de comportement ou symptomes cliniques suite aux différents traitements

avec le champignon entomopathogene.

I1.2.4.2 Sacrifice des animaux et prélevement des échantillons

- A la fin de I’expérimentation J 21, les animaux sont pesés. Aprés une légere anesthésie
au chloroforme, les rats sont sacrifiés par une décapitions rapide de la téte.

- Le sang a été prélever dans des tubes de prélévement avec anticoagulant (EDTA et
hépariné), pour dosage de certains parametres : la formule de numération sanguine
(FNS), urémie, créatinémie phosphatase alcaline et les transaminases (l’alanine

aminotransférase ou ALAT et I’aspartate aminotransférase ou ASAT)
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- Au temps Ty + 4h les animaux sont sacrifié€s, les pattes postérieures sont coupées au
niveau de I’articulation et pesées sur une balance de précision. Pour chaque animal,
I’augmentation du poids de la patte gauche traitées au Metarhizium acridum par rapport a
la patte droite correspond a I’intensité de 1’inflammation ou I’cedéme.

- Par dissection des animaux, nous avons prélevé le foie et les reins. Sur un lit de glace,
nous avons ¢liminé soigneusement le tissu adipeux adhéré. Les organes sont pesés avec
précision ; puis immédiatement immergé dans des flacons étiquetés contenant le formol

dilué a 10 %.

Nous avons calculé 1’augmentation relatives du poids corporel ainsi que le poids relatif des

organes avec les formules suivantes :

pc finde lrexp(g)*x100

augmentation relative du PC = — 100 (Equation 3)

pc au debut de 'exp

. . poids absolu de lrorgane(g)x100 P .
oids relatifs % = Equation 4
p f % poids final du rats (g) (Eq )

I1.2.5 Etude histopathologique et morphométrique

La confection des coupes histologiques du tissu rénal et hépatique est réalisé selon des

étapes successives selon Martoja & Martoja (1967) et Gabe (1968).
I1.2.5.1 La technique histologique
e Fixation et rincage

La fixation permet de maintenir la structure aussi proche que possible de son état
vivant et d’arréter toute activité mitotique et enzymatique. Et durcissement des pieces
anatomiques. Le liquide utilisé est le formol. Les organes sont coupés longitudinalement en

deux fragment,

Placée dans des cassettes étiquetées et déposer dans 1’eau pendant 24 a 48h, dans le but

de rincer et d’enlever 1’excés du formol.
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e Déshydratation et Imprégnation

Le but de cette étape est d’¢liminé I’eau intracellulaire, pour pouvoir réaliser une coupe
fine par la suite sans perdre la structure cellulaire initiale au moment de la rupture de la

membrane plasmique (sortie d’eau brutale).

Par passage dans un automate composé de plusieurs bacs ; par des bains successifs
d’alcools de concentration croissante 70°C, 90°C, 100°C. Temps respectives de 10 min, 45

min, 1h30 cela permet de déshydrater I’organe sachant que la paraffine est trés hydrophobe.

L’éclaircissement est effectué¢ dans deux bains de xyléne pendant 20 minutes chacun.
Cette étape permet d’¢éliminer 1’alcool a partir du tissu et le remplacer par le réactif de

compensation (le xyléne). Puis I'imprégnation dans un bain de (xyleéne-paraffine).
e Inclusion et mise en bloc

L’inclusion a pour but de permettre la réalisation de coupes fines (d’une épaisseur de 2
a 5 um) et régulieres. Le milieu d’inclusion utilisé est la paraffine (résine blanche opaque).
Le prélevement baigne dans de la paraffine fondue (chauffée a 56°C pendant 4h dans une

étuve) qui permet d’infiltrer toutes les cellules.

La mise en bloc par écoulement de la paraffine dans des moules métalliques, puis
I’orientation des fragments dans la paraffine, placement des cassettes, les blocs obtenus sont

refroidis rapidement sur une plaque métallique réfrigérée pendant environ 15 min.
e Confection des coupes histologiques

Le passage du bloc de paraffine dans un microtome permet de réaliser des sections de
(5 wm) disposées en séries régulieres sous forme d’un ruban, les coupes sont étalées apres
passage au microtome dans un bain d’eau thermo statée (37°C) récupérées et coller sur les
lames gélatinées et identifiés selon la nature de I’échantillon grace a un crayon a visse, les

lames sont ensuite séchées dans une étuve au moins 24h avant la coloration.
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e Déparaffinage et réhydratation

Le Déparaffinage par un bain de xyléne pendant 10 min. puis la réhydratation qui
permet I’élimination de la paraffine intracellulaire, en immergeant les lames dans des bains
d’alcool de degrés décroissant d*éthanol (96°C, 70°C) par un automate ou en mode manuel 5 min
chacune.

e Coloration

Le but de la coloration est d’accentué¢ les contrastes afin de différencier les différents

constituants tissulaires (noyau, membrane plasmique et cytoplasme). Colorant utilisée est HE

(hématoxyline €osine) permet de déterminer la répartition et structure de notre organe.

On commence par un bain d’hématoxyline €¢osine 25 min. Puis dans I’eau 10 min

ensuite dans un bain d’¢osine 10 min.
e Montage & Observation microscopique

Les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec un fixateur, tout en
nettoyant leurs faces par xyleéne. Prétent a étre observées au microscope optique a différents

grossissement (Gx 40, G x400, G x100, Gx1000).

Les photos des images histologiques sont prises a 1’aide d’un photomicroscope

OPTIKA.

I1.2.5.2 Etude morphométrique

A fin d’estimer 1’état physiologique des cellules rénales et hépatiques (hypertrophie vs
hypotrophie) en comparaison avec le lots témoin et entre les lots traités, nous avons congu des
paramétres morphométriques évalués grace a un logiciel d’analyse et de traitement d’images

ImageView et SXView OPTIKA (Figure I1.6).

Ce systéeme d’analyse d’image est étalonné a 1’aide d’une lame micrométrique graduée au

micromeétre a fin d’obtenir des micromesures concernant :

- Le glomérule (contour cellulaire du peloton, diamétre glomérulaire, chambre

glomérulaire).
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- Le tissus hépatique (dénombrement des hépatocytes dans une superficie bien déterminée,

hauteur cellulaire, diameétre du noyau, rapport nucléocytoplasmique).

Volume du noyeau

Rapport nucléocytoplasmique = (Equation 5)

V du cytoplasme-V du noyau

@ ImageView = x
Fichier Edition Vue Parcourir Opérations Capturer Image Filtres Calques Mesures Options Fenétre  Aide
| = 8 pae [Mona [ 00 Moz /P25 L-0-0-0-@- P BamA k- |k a= B @,
Mesures 2HE|¢ - cloes | 610@pg
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|E] Feville de mesures |

C:\Users\HP\Desktop\AQUANEZ\LIVER BIOPESTICIDE\ 1024 = 768 2, Zoom: 100% ™, Pixel BPP: 24, Résolution: NA

Figure I1.6 : Photo d’un écran ordinateur montrant un exemple de mesures morphométriques
réalisées par le logiciel de traitement d’image ImageView.

II.3 Analyse statistique des résultats

Les résultats sont représentés sous forme de moyennes avec écart-type (Moyenne = SEM).
L’analyse des données a été effectuée par le test de ’ANOVA, a un facteur et qui est basé sur
la comparaison des différences entre les groupes expérimentaux (comparaison des moyennes
inter et intra groupes).

Les différences sont considérées comme :

- Significatives : lorsque (P <0,05).

- Hautement significatives : lorsque (P <0,01).

- Trés hautement significatives : lorsque (P <0,001).
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Résultat et discussion

Notre travail vise a la recherche d’éventuels indices de I’inflammation chez les rattes Wistar
traitées avec deux formulations aqueuses préparées a la méme concentration de Metarhizium
acridum (6 x 108 spores /mL /250g de poids corporel /jours pendant 20 jours) a savoir
I’inoculum de spores germées (de culture), et I’inoculum a base de conidies conditionnées en
biopesticide (Novacrid®).

Nous allons explorer les effets des traitements, par voie orale pendant 20 jours, au niveau des
reins et du foie. Les indices de I’inflammation sont recherchés sur le plan tissulaire (étude
histopathologique et morphométrique), sur le plan systémique (dosage de quelques parametres
rénaux, hépatiques et hématologiques). Nous avons cherché I’effet des traitements sur les poids
absolus et relatifs des organes étudiés ainsi que sur I’évolution du poids corporel des animaux
traités en comparaison avec les individus témoins.

Un autre test par injection intradermique unique est réalis¢ au niveau de la patte a fin
d’estimer I’importance de I’cedéme inflammatoire induit par les deux types de formulation en

spores concentré a 1.3 x 10° spores /mL.

III.1 RESULTATS

IT1.1.1 Effets des traitements sur le comportement des rattes Wistar

Durant notre expérimentation, les rattes sont minutieusement observées de manicre a déceler
toutes les manifestations éventuelles de toxicité ou d’allergie consécutives a I’accumulation de

spores dans 1’organisme de ces rongeurs.

Les traitements a base de Metarhizium acridum n’ont pas altéré la prise d’aliment des rattes.
Leurs comportements sont le méme par rapport aux individus non traités (lot témoin) sans

changement avant et apres le gavage.
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I11.1.2 Effets des traitements sur les parametres de poids
I1I.1.2.1  Effets des traitements sur I’évolution du poids corporel des rattes

Les résultats relatifs aux variations de la croissance pondérale des rats femelles entre le
début et la fin de I’expérimentation sont illustrés sur les (Figures IIL.8 et IIL7). Les

significations statistiques des résultats sont présentées est détaillées sur (les tableaux III.16, et
II1.17) de I’annexe III.
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Figure III. 7 : Evolution du poids corporel au cours de I’expérimentation chez les rattes
Wistar témoins et traités avec Metarhizium acridum.

Non significatives (). Significatives (*) : lorsque (P <0,05). Hautement significatives (**) :

lorsque (P <0,01). Tres hautement significatives (***) : lorsque (P <0,001).

D’aprés les résultats obtenus (Figure I11.7), tous les animaux ont gagné du poids durant la
période de traitement. L’évolution du poids corporel entre le premier jour du traitement (J1) et le

jour du sacrifice (J21) est jugé statistiquement trés hautement significatives (P< 0,001) pour les

trois lots.

Les variations des gains relatifs en poids corporel entre le début etla fin de
I’expérimentation (Figure IIL.8) révelent que la meilleure croissance est notée chez les individus

témoins de 1’ordre de (61,9 % + 12,408). Suivis par celle enregistré chez les rattes traitées avec la
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formulation en spores conditionnées (54,15 % =+ 12,052). La croissance la plus faible est
enregistrée chez les individus traités par les spores issues de culture (51,32 % + 13,198).
Cependant en comparaison avec le lot témoin, les variations de 1’augmentation relative de poids
corporel sont statistiquement non significatives (P > 0,05). Ces résultats suggerent que les rattes
traitées avec les deux formulations de Metarhizium acridum, a raison de (6 x 10® spores /mL
/250 g de PC par jr pendant 20 jours), ont préservé leurs poids et ont montré une croissance

normale.
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Figure I11.8 : Variations de I’augmentation relative du poids corporel (%) chez les rats
Wistar témoins et traitées avec Metarhizium acridum.

Non significatives (). Significatives (*) : lorsque (P <0,05). Hautement significatives (**) :

lorsque (P <0,01). Trés hautement significatives (***) : lorsque (P <0,001).

I11.1.2.2 Effets des traitements sur le poids relatif des organes étudiés

Les résultats sur les variations des poids absolus et relatif des foie et reins, sont illustrés sur
la (Figure IIL1.9. Figure II1.10, Figure II1.11) Les détail avec les significations statistiques sont
reportés sur les tableaux I11.18, II1.19, I11.20, de I’annexe III.
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I11.1.2.2.1 Effets des traitements sur le poids relatif du foie

Le poids relatifs moyen du foie des rattes traitées avec les spores de culture (4,273 + 0,347)
comparé¢ avec celui des rattes témoins (4,206 £ 0,338) montre une treés légere augmentation
statiquement non significative (P = 0,767) > 0,05. Concernant le lot biopesticide (4,157 + 0,270)
montre une trés 1égére diminution comparée au lot témoin avec (P = 0,803). La différence en
poids relatifs moyens de foie entre les deux lots traités est jugée non significative (P = 0,572)
(Figurelll.10). Cela indique que I’administration, pendant 20 jours, des formulations de
traitement a bases des conidies germées et conditionnées de M. anisopliae n’a pas interagit avec

le poids absolus et relatif du foie.
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Figure I11.9 : Variations du poids absolu moyens du foie chez les rattes Wistar témoins et traités
avec Metarhizium anisopliae.

Non significatives (). Significatives (*) : lorsque (P <0,05). Hautement significatives (**) :
lorsque (P <0,01). Treés hautement significatives (***) : lorsque (P <0,001).
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Figure II1.10 : Variations du poids relatif du foie chez les rattes Wistar témoins et traités avec
Metarhizium anisopliae.
Non significatives (). Significatives (*) : lorsque (P <0,05). Hautement significatives (**) :

lorsque (P <0,01). Trés hautement significatives (***) : lorsque (P <0,001).

I11.1.2.2.2 Effets des traitements sur le poids relatif des reins

Les calculs des poids relatifs des reins droits et gauches pour les individus du méme lot
montrent des variations individuelles chez tous les animaux expérimentés.

En comparaison avec les individus témoins, nos résultats révelent une légere augmentation
des poids relatifs moyens des reins droits et gauches des deux lots traités par M. acridum a raison
de 6 x 10% spores /mL /250g de poids corporel /jours pendant 20 jours. L augmentation du
poids relatif rénal la plus importante est notée chez les individus traitées avec les spores de
culture. Cependant, les différences des moyennes en poids relatif rénal (droit et gauche) révelent
des différences statistiquement non significatives pour les trois lots (P>0,05) (Figure II1.11 A et

B).
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Figure IIL. 11 : Variations du poids moyens des reins chez les rattes Wistar témoins et traités avec
Metarhizium anisopliae. A : le poids absolu du rein. B : le poids relatif du rein.

Non significatives (). Significatives (*) : lorsque (P <0,05). Hautement significatives (**) :

lorsque (P <0,01). Trés hautement significatives (***) : lorsque (P <0,001).

Les résultats illustrés ci-dessus suggerent que les traitements par gavage pendant 20 jours avec
les deux formulations en spores du champignon entomopathogeéne n’ont pas d’effet significatives

sur les variations moyennes des poids absolus et relatifs des reins.
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II1.1.3 Effet des traitements par injection

Nous avons cherché I’importance de I’cedéme inflammatoire, induit par les spores de
culture et les spores de biopesticide de Metarhizium acridum, suite a une injection intradermique
1.3 x 10% spores /mL sur la surface plantaire de la patte arriére gauche des rattes. Les individus

témoins ont recu le méme volume (0.25ull) d’eau physiologique stérile.

Quatre heures apres I’application de ce test de toxicité aigilie, nous avons remarqué, chez
les individus traités avec le champignon, que I’intensité de I’cedéme inflammatoire est évidente par
I’observation macroscopique des pattes. L’animal présente des difficultés de marche et ne peut pas

déposer sa patte gauche enflammée sur le sol (Figure I11.12 -B, C).

Figure II1.12 : Aspect macroscopique des pattes gauches 4h apres le traitement par injection de
Metarhizium acridum ; (A) : Patte normale d’un rat témoin. (B) et (C) : Patte enflammée des rats
traité avec les spores issues de leurs mises en culture.

Cependant 1’aspect des deux pattes est le méme chez les rattes témoins, traduit par la
régression rapide de I’cedéme induit au moment de I’injection ; L’eau physiologique n’a entrainé

aucun signe inflammatoire (Figure I11.12—-A).
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La différence en poids entre la patte droite et gauche pour chaque animal refléte I’intensité
de l’activité¢ inflammatoire. Les résultats sont rapportés sur la (Figure II11.13 A et B) et dans les

tableaux II1.21, I11.22, 111.23.111.24 de 1’annexe I1I.

3 RORS
Fekk

W patte gauche

H patte droite

poids patte (g)

A témoin culture biopesticide

L
- N e o))

differences de poids des
pates (g)

ek
0.4 1
0.2 0.37
. 08,
B témoin culture biopesticide

Figure II1.13 : Evaluation de I’activité inflammatoire de Metarhizium acridum : (A) : les
variations de poids moyen des pattes gauches et droites ; (B) : la différence relative entre le poids
des pattes.

Non significatives (). Significatives (*) : lorsque (P <0,05). Hautement significatives (**) :

lorsque (P <0,01). Trés hautement significatives (***) : lorsque (P <0,001).
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Nous avons comparé dans le méme lot la différence moyenne en poids des pattes droites
et gauches (Figure III.13 -A). Pour le lot témoin la différence en poids entre la patte gauche
(1,585 g + 0,08) injectée par I’eau physiologique stérile et la patte droite non traitée (1,504 g +

0,06), est statistiquement non significative (P = 0,178) > «.

Toutes les rattes du lot culture montre I’apparition d’cedéme inflammatoire au niveau de
la patte gauche (2,670 g+ 0,05) comparé avec la patte droite (1,36 g + 0,06). La comparaison des

moyennes est jugée statistiquement trés hautement significatives (P = 4,29E-10).

Par ailleurs, le lot traité avec la souche sa forme conditionnée montre une réaction
inflammatoire traduite par I’apparition d’cedéme et 1’¢lévation du poids de la patte gauche. La
comparaison des moyennes des pattes gauches (1,724 g +0,21) avec les pattes droites (1,352 g

+0,14) est considérée comme une différence significative (P = 0,012).

Pour faire ressortir I’influence des traitements par Metarhizium acridum, sur le poids de la
patte gauche (traitée par injection) comparativement au poids de la patte droite (non traitée) nous

avons fait appel a I’analyse de la variance a un critére de classification (Figure I11.13- B).

L’analyse de variance a un facteur dévoile que la moyenne des différences en poids des
pattes pour le lot culture (1,31 g = 0,03) montre une augmentation du poids de la patte gauche
Tres hautement significatives (P = 5,25E-10) comparé avec le lot témoin (0,081 g + 0,07). De
méme nous avons noté une différence trés hautement significative (P=0,0005) pour le lot

biopesticide (0,37 g £+ 0,09) comparé avec le lot témoin.

Nous avons compar¢ I’'importance de I’effet inflammatoire induit par injection a raison de
la méme concentration en spores pour les lots culture et biopesticides. Les différences de

moyenne sont jugées statistiquement trés hautement significatives (P = 2,76702E-08).

Nous résultats sont en faveur d’un effet inflammatoire (cedéme de la patte) plus important
lorsque la formulation de traitement est a bases de spores fraiches (germées par mise en culture),

comparé avec la formulation a base des spores prélevé directement de Novacrid®.

I11.1.4 Effet des traitements sur quelques paramétres sanguins
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I1I.1.4.1 Effet de Metarhizium acridum sur quelques parameétres hématologiques

Les résultats des variations des paramétres de la formule de numération sanguine (FNS)
chez les rats femelles témoins et traitées avec le champignon sont illustrés sur le tableau III.1 et
la Figure III.14. Les résultats sont détaillés avec leurs significations statistiques et rassemblés

dans les tableaux II1.26, I11.25 de I’annexe I11.

En comparaison avec le témoin, nous remarquons une augmentation significative (P =
0,0109) en nombre de leucocytes chez les rattes provenant du lot culture. De méme le lot
biopesticide, une augmentation significative (P =0,012) en nombre de globules blancs est notée.
La comparaison entre les moyennes des leucocytes des deux lots traités révele une différence

statistiquement non significative (P = 0,324).

Concernant le nombre des globules rouges, et en comparaison avec les individus témoins,
il semble que I’administration répétée de M. acridum a entrainé chez le lot culture une diminution
jugée statistiquement comme non significatives (P = 0,0586). Egalement le lot biopesticide
enregistre une légere diminution considérée statistiquement comme non significatives (P
=0,2956). La comparaison entre les deux lots traités illustre une différence non significatives (P

=0,443).

Les traitements a raison de 6 x 10® spores /mL /250g de poids corporel /jours pendant
20 jours. On induit des régressions en taux d’hématocrite et en concentration d’hémoglobine.
Ces régressions sont considérées non significatives pour le lot biopesticide (P >0,05) et

significative pour le lot culture (P <0,05).

En comparaison avec le témoin, le taux de plaquettes montre une faible augmentation non
significative chez les rattes traitées avec Novacrid® (P = 0,8848). Et nous avons noté¢ une
régression significative en nombre de thrombocytes (P = 0,0326) chez les individus traités avec

la formulation a base des spores de culture.

Les comparaisons des moyennes entre les deux lots traités a raison de la méme

concentration en spores dévoilent des différences jugées statistiquement comme non
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significatives pour le nombre de plaquettes (P = 0,392). Des différences non significatives pour le

taux de I’hématocrite (P = 0,4849). Et pour la concentration de I’hémoglobine (P = 0,4905)

Tableau I11.1 : Effet de Metarhizium anisopliae sur quelques parametres hématologiques.

Paramétres hématologiques Témoin Culture Biopesticide
Globules Blancs 10%/ul 8,1 0,74 10, 733 + 3,32 (*) 9,8 +0,45(*)
Globules rouges 10%/ul 7,102 £0,41 5,68+ 1,32 6,51+1,06

Plaquettes 10°/ul 704,4 + 127,41 490,66 + 34,23 (*) 734,66 + 439,754
Hématocrite % 42,46 £ 0,610 33,8+ 8,118 (*) 38,63 £ 7,261
Hémoglobine g/dl 14,34 +£ 0,531 11,6 2,193 (*) 12,866 + 1,887

e Valeurs en moyennes =+ écart type.

Non significatives () \Significatives (*): lorsque (P<0,05) \. Hautement significatives (**) :

lorsque (P<0,01). Tres hautement significatives (***) : lorsque (P<0,001).
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Figure I11.14: Effets du Metarhizium anisopliae sur les parameétres hématologiques :(A) Hb ; (B)
GR ; (C) PLQ ; (D) Ht ;(E) GB chez les rats Wistar.

Non significatives () \Significatives (*): lorsque (P<0,05) \. Hautement significatives (**) :

lorsque (P<0,01). Tres hautement significatives (***) : lorsque (P<0,001).
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111.1.4.2 Effet de Metarhizium acridum sur quelques parametres biochimiques

111.1.4.2.1 Effet de Metarhizium acridum sur des parameétres rénaux chez les rats Wistar

Les résultats des variations, ['urémie et de la créatinine chez les rats femelles traitées au
M. acridum et témoins sont illustrées sur les figures III.15 et II1.16 et leur signification

statistique sont rassemblés sur les tableaux I11.27, I11.29 et 111.30 de I’annexe III.
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Figure II1.15 :Variations des taux moyens de I’'urémie chez les rats Wistar témoins
et traitées avec les formulations germinative et conditionnée de Metarhizium acridum

Non significatives () \Significatives (*): lorsque (P<0,05) \. Hautement significatives (**) :

lorsque (P <0,01). Trés hautement significatives (***) : lorsque (P <0,001).

La comparaison avec la valeur moyenne de I’urée plasmatique du lot témoins (0,37 +
0,10), montre une faible diminution de 1'urémie chez les rats des deux lots traités avec les
formulations germinative (0,32 £+ 0,05) et conditionnée (0,31 £+ 0,07), du champignon. Cette

régression est considérée comme non significative (P >0,05) par rapport au lot témoin.
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e La créatinine plasmatique

Selon les résultats obtenus par comparaison avec le lots témoin (5,2+1,48) avec le lot
la souche mis en culture (8,4+ 1,94) une augmentation considérée comme significatives (P =
0,019). Contrairement au lot traité avec la forme conditionnée de la souche fongique (5,25+1,70)
une trés légeére augmentation considérée comme non significatives (P = 0,963). La comparaison

entre les deux lots traités illustre une différence significatives (P= 0,0387).
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Figure II1.16 : Variations des taux moyens de la créatinine chez les rats Wistar témoins
et traitées avec les formulations germinative et conditionnée de Metarhizium acridum

Non significatives () \Significatives (*): lorsque (P <0,05) \. Hautement significatives (**) :

lorsque (P <0,01). Trés hautement significatives (***) : lorsque (P <0,001).

Ces résultats suggerent que la fonction rénale est bien conservée chez les rattes Wistar
traitées avec du Metarhizium anisopliae avec ses deux formes de formulations sporales a raison

de 6 x 108 spores /mL /250g de poids corporel /jours pendant 20 jours.
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111.1.4.2.2Effet de Metarhizium acridum sur des paramétres hépatiques chez les rats

Les résultats des variations des taux plasmatiques des transaminases et de la phosphatase
alcaline chez les rats femelles témoins et traitées au M. acridum sont illustrées sur les figures
I11.17, I11.18, II1.19. Le détail des résultats avec leurs significations statistiques sont rassemblés

sur les tableaux I11.28, I11.29, I11.30 de I’annexe II1.

e Les transaminases plasmatiques

Par comparaison avec la valeur plasmatique moyenne de I’Aspartate Amino Transférase
enregistrée chez les individus témoins (216,4 £25,19). Les taux plasmatiques révelent une faible
augmentation non considérable pour le lot culture (217,6 = 48,87) considéré comme non
significative (P = 0,962).

Par rapport au lot traité avec la souche fongique sous sa forme conditionnée on remarque

une légere diminution (202,6 £ 43,49) considérée comme non significatives (P = 0,556).

Les variations moyennes des taux plasmatiques des transaminases de type Alanine amino
transférase réveélent de faibles augmentations chez les individus traités avec les spores
conditionnées (95,6 + 15,61) et chez les individus traités avec les spores de culture (97 + 17,16).

Les différences sont jugées non significatives par rapport au témoin (92,2 + 13,14) (P >0,05).
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Figure II1.17 : Variations des taux moyens de 1’ Aspartate aminotransférase chez les rats Wistar
témoins et traitées avec les formulations germinative et conditionnée de Metarhizium acridum.
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Figure I11.18 : Variations des taux moyens de 1’ Alanine-Amino-Transférase chez les rats Wistar
témoins et traitées avec les formulations germinative et conditionnée de Metarhizium acridum.

Non significatives () \Significatives (*): lorsque (P<0,05) \. Hautement significatives (**) :

lorsque (P<0,01). Tres hautement significatives (***) : lorsque (P<0,001).

e La phosphatase alcaline plasmatique

Les variations du taux enzymatique de ce paramétre hépatique sont jugées non significatives par
rapport au témoin (507+ 38,43) pour les deux lots traités avec le Metarhizium anisopliae a savoir

le lot culture (505,66 = 5,131) et le lot biopesticide (483+ 31,65) avec P > 0.05.
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Figure I11.19 : Variations des taux moyens de la phosphatase alcaline chez les rats Wistar

témoins et traitées avec les formulations germinative et conditionnée de Metarhizium acridum.

Non significatives () \Significatives (*): lorsque (P<0,05) \. Hautement significatives (**) :

lorsque (P<0,01). Tres hautement significatives (***) : lorsque (P<0,001).

Ces résultats suggerent que la fonction hépatique des rats Wistar femelles n’est pas altérée
suite aux traitements avec du Metarhizium anisopliae avec ses deux formes de formulations

sporales a raison de 6 x 10% spores /mL /250g de poids corporel /jours pendant 20 jours.
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111.1.5 Etude histo-pathologique du parenchyme rénal

» Chez les rats témoins

La microscopie optique du parenchyme rénal des rats témoins révele une architecture
normale, Le rein est enveloppé d’une fine capsule conjonctive externe au-dessus d’un cortex dense

et une médullaire centrale plus claire (Figure 111.20 -A).

Le cortex rénal est composé de plusieurs formes glomérulaires et tubulaires. Les glomérules
sont entourés par des coupes transversales de tubes contournés proximaux et de tubes contournés
distaux (Figure 111.20 -B, C, D et E).

- Les glomérules rénaux sont denses et arrondis. Ils sont entourés par la capsule de Bowman, formé
de deux feuillets, le feuillet interne ou viscérale et feuillet externe ou pariétale. Le pelotonne est
inclus dans une chambre glomeérulaire ou espace de Bowman, il est formé de tissus conjonctif, le
mésangium et de podocyte, de cellule mésangiale, de fin sinusoides (Figure 111.20 - C et D).

- Les tubes contournés proximaux sont plus denses, plus haut et plus nombreux que les distaux
Les proximaux présente un epithélium haut a bordure en brosse, les distaux montrent un épithélium

cubique avec une lumiére réguliere (Figure 111.20- D et E).

La médulla présente une structure tubulaire nette. Les principaux tubules observés sont les tubes
collecteurs et ’anse de Henlé disposés d’une maniére radiaire (Figure 111.20- F, G).

- Les tubes collecteurs sont reconnaissables par leurs cellules cubiques et leur diamétre important
avec un cytoplasme moins dense. Les tubes de ’anse de Henlé ont un diamétre réduit et possédent
un épithélium pavimenteux (Figure 111.20 - G).

- Les vaisseaux droits se trouvent entre les différentes structures tubulaires et sont identifiables grace

a la présence du sang dans leur lumiére (Figure 111.20 - G).
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Figure 111.20: Photomicrographie du parenchyme rénal chez les rats Wistar témoins.

G: glomérule ; TCD : tube contourné distal ; TCP : tube contourné proximal ; ZM: Zone medulaire ; EB :
espace de Bowman ; TCo : tube collecteur ; ZC : zone cortical ; CC : Capsule conjonctive; CB: corpuscule
glomérulaire (Bowman) ; P : podocyte ; M : mésangium ; CM : cellule mésangiale ; h : hématie ; Fe :
feuillet externe ; L : Lumiere ; BB : Bordure en brosse ; N : Noyaux ; C : capillaires.

> Chez les rattes traitées par les spores conditionnées de M. anisopliae

Nous avons étudié la structure du parenchyme rénale chez les individus traités par les spores de
M. anisopliae var. acridum, prélevées directement a partir de Novacrid®, a raison de 6 x 10° spores

/mL /250 g de poids corporel pendant 20 jours.

En comparaison avec les coupes histologiques provenant des rats témoins, I’observation au
microscope photonique du tissu rénal des rattes traitées avec le biopesticide montre une structure

conservée en générale (Figure 111.21- A a G).

Les principales lésions tissulaires, observéees par endroits, sont illustrées comme suit :
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4+ Au niveau de la zone corticale

- Altération de I’assise épithéliale de quelques tubes contournés proximaux et des tubes
contournés distales (Figure 111.21 - A, B et C).

- La dégénérescence et I’atrophie et de quelques glomérules qui montrent une chambre
glomérulaire plus large (Figure 111.21 — A, B, C et D).

- Congestions sanguines modérées & proximité des tubules endommagés (Figure 111.21-B, C et
D).

- Dilatation des capillaires glomérulaires et inter-tubulaires avec infiltration cellulaire
(Figurelll.21-C et D).

+ Au niveau de la zone médullaire :

- Nous notons I’altération de I’épithélium de quelques tubules médullaires droits et hémorragie

moderée avec infiltration leucocytaire locale (Figure 111.21 E).

- Les tubes collecteurs et ’anse de Henlé montrent une architecture plus au moins conservée
(Figurelll.21 F et G).
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Figure 111.21 : Photomicrographie du parenchyme rénal chez les rats traités avec les spores

du biopesticide a raison de 6 x 102 spores /ml /2509 de poids corporel

G: glomérule ; TCD: tube contourné distal ; TCP: tube contourné proximal ; ZM: Zone medulaire ; EB :
espace de Bowman ; TCo : tube collecteur ; ZC: zone cortical ; TD: Tube médullaire droit CB: corpuscule
glomerulaire ; P: podocyte ; IF : Infiltration leucocytaire ; dC: dilatation des capillaires ; V : vacuolisation
cellulaire ; M : mésangium ; CM : cellule mésangiale ; H : hématie ; H : hémorragie. FI : feuillet interne ;

Fe : feuillet externe ; L : Lumiére ; BB : Bordure en brosse ; EPV : espaces périvasculaire ; N : Noyaux ;
Deb : dilatation de I’espace de bowman ; dG: dégéneresance glomérulaire ; Deb : Dilatation de I’espace de
bowman ; (dT,DT) :dilatation tubulaire ; dc : dilatation des capillaire ; TC : tube contourné ; AH : Anse de

Henlé .
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» Chez les rats traités par les spores germées de M. anisopliae

Le parenchyme rénal chez les rattes traitées avec des spores germées, a raison de 6 x 108 spores
/ml /250 g de poids corporel pendant 20 jours, présente une structure générale plus au moins
conservée Cependant, nous notons quelques désorganisations de I’architecture tissulaire au niveau

cortical et médullaire, dont le degré vari d’un animal a Iautre.

En général, I’aspect cyto-architecturale du tissu rénal est plus altéré par rapport a celui observé

sur les coupes rénales provenant des rats traités avec la formulation de spores conditionnées.

4 Les altérations corticales sont illustrées comme suit :

e Dégénérescence de 1’épithélium tubulaire et glomérulaire, signes des debuts de néecrose (Figure
111.22-B, C).

e Dilatation de la chambre glomérulaire et des espaces périvasculaire (Figure 111.22-B, C et D).

e Des congestions sanguines par endroits accompagnées d’infiltrats inflammatoires (Figure
111.22 -B et C).

e Dilatation des capillaires inter-tubulaires et intra glomérulaire et hémorragies modérées
(Figurelll.22-B, C et D).

4+ AU niveau de la médullaire, nous notons :

e La formation de tissus conjonctif fibreux, signe de régénération cellulaire (Figure 111.22-E).

e La dilatation des capillaires inter-tubulaires et des espaces périvasculaires (Figure 111.22-F et
G).

e Lésions de I’épithélium tubulaire, quelques cellules montrent un aspect vacuolisé a noyaux

pycnotiques, signe de nécrose (Figure 111.22-G et H).
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Figure 111.22: Photomicrographie du parenchyme rénal chez les rats traités avec les spores de culture

a raison de 6 x 108 spores /mL /250g de poids corporel
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G: glomérule ; TCD: tube contourné distal ; TCP : tube contourné proximal ; ZM: Zone médullaire ; EB :
espace de Bowman TCo : tube collecteur ; ZC: zone cortical ; TD: Tube médullaire droit ; CB: corpuscule
glomérulaire ; P: podocyte ; IF : Infiltration leucocytaire ; Dc : dilatation des cappilaires CS : congestion
sanguine ; V : vacuolisation cellulaire ; M : mésangium ; CM : cellule mésangiale ; TCFD : Tissus conjonctif
fibreux diffus ; h : hématie ; H : hémorragie. FI : feuillet interne ; Fe : feuillet externe ; L : Lumiére ; BB :

Bordure en brosse ; dEPV : dilatation des espaces périvasculaire ; N : Noyaux.

111.1.6 Etude histo-pathologique du parenchyme hépatique

> Chez les rats témoins

Les observations microscopiques des coupes histologiques du parenchyme hépatique des rats

témoins présentent une organisation structurale normale (Figure 111.23-A, B, C et D).

Sur le plan structurel, le parenchyme hépatique est constitué de lobules, ces derniers sont centres

par une veine centrolobulaire (Figure 111.23-A, B, C et D).

- Les lobules contiennent des travées d’hépatocytes bien agencées autour de la veine centro-

lobulaire. Nous observons des artéres et des canal biliaire (Figure 111.23 A).

- Les travées sont separées par des sinusoides bordés par des cellules endothéliales et les cellules
de kupffer (Figure 111.23 B, C et D).

- Les hépatocytes sont des cellules volumineuses granulaires, avec un noyau rond clair et parfois

avec deux noyaux (Figurelll.23-B, C et D).
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Figure 111.23: Photomicrographie du parenchyme hépatique chez les rats témoins.

H : Hépatocyte ; S : sinusoide ; Vp : veine porte ; VLC : veine Centrolobulaire ; HbN : hépatocyte binucléé
; dS : dilatation des sinusoides ; CS : congestion sanguine ; IL : infiltration leucocytaire ; CK : cellule de
Kupfer ; Ce: cellule endothéliale ; CE: cellule de Eto ; CB: canal biliere ; A: artére/ artériole ; TH: travée

hépatocytaire ; V : vacuolisation cytoplasmique ; DC: division cellulaire ; PN: polynucléaire ; L:
lymphocyte ; n: Nucléole ; N: Noyau, h: hématie ; Fléche : canalicule biliaire ; NP : noyau pycnotique
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» Chez les rats traités par les spores conditionnées de M. anisopliae

Les coupes du foie chez les rattes traitées avec des spores de M. acridum récupérées de
Novacrid®, a raison de 6 x 10° spores /mL /250 g de poids corporel pendant 20 jours, présente

une organisation cyto-architecturale conservée en comparaison avec le témoin.
Quelgues anomalies structurales sont observées par endroits et illustrées comme suit :

- Nous observons le développement de tissu conjonctif fibreux diffus au tour des veines et qui
est riche en capillaires dilatés (Figure 111.24 C, D et E).

- Quelques infiltrations leucocytaires sont observées, par endroits au niveau des dilatations
sinusoidales développés a proximité des veines Centro-lobulaires et des veines portes (Figure
111.24 A, B et C).

- Vacuolisations cytoplasmiques de quelques hépatocytes, signe d’hypertrophie tissulaire
(Figure 111.24 E et F).

- Dilatation des capillaires sinusoides qui sont riche en leucocytes et en cellules de Kupfer
(Figure 111.24 D, E et F).
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Figure 111.24:_Photomicrographie du parenchyme hépatique chez les rats traités avec les spores

du biopesticide a raison de 6 x 102 spores /ml /2509 de poids corporel pendant 20 jrs.

H : Hépatocyte ; S : sinusoide; Vp : veine porte ; VLC : veine centrolobulaire; HbN : hépatocyte binuclée ;
dS : dilatation des sinusoids ; CS : congestion sanguine ; IL : infiltration leucocytaire ; CK: cellule de
Kupfer; Ce: cellule endothéliale ; CI: cellule de Eto; TCFD: Tissu conjonctif fibreux diffus; CB: canal

biliere; A: artére/ artériole; TH: travée hépatocytaire, V : vacuolisation cytoplasmique; DC: division
cellulaire. PN: polynucléaire, L: lymphocyte; n: Nucléole, N: Noyau, h: hématie, Fleche : canalicule

biliaire ; VL: vacuolisation.
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» Chez Les rats Wistar femelles traitées par les spores fraiches de M acridum

Les observations microscopiques des coupes hépatiques provenant des rattes traitées
avec les spores de culture révelent un aspect structurel du parenchyme comparable a celui des

individus traités par le biopesticide.

Quelques altérations structurales s’accentuent, illustrées comme suit :

- Les espaces portes, situés aux angles du lobule, sont normaux et présentent des infiltrations
inflammatoires (Figure 111.25 -A, C et D).

- Dilatation sinusoidales a proximité du tissu conjonctif fibreux diffus développé autours des

veines Centro-lobulaires et des veines portes (Figure 111.25-A, C et D).

- Vacuolisation cellulaire des hépatocytes a noyaux volumineux, signe d’hypertrophie
tissulaire (Figure 111.25 -A, C et D).

- Dilatation importante des capillaires sinusoides riche en cellules phagocytaires, polynucléaire

neutrophile et cellule de Kupfer (Figure 111.25 -C et D).

- Margination remarquable des polynucléaires, lymphocytes et macrophage au niveau des veines
Centro-lobulaire accompagné de diapedése leucocytaire, signe d’inflammation tissulaire (Figure
25-D,EetF).
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Figurelll.25: Photomicrographie du parenchyme hépatique chez les rats traités avec les spores
issus de culture a raison de 6 x 108 spores /ml /250g de PC pendant 20 jours

H : Hépatocyte ; S : sinusoide; Vp : veine porte ; VLC : veine centrolobulaire; HbN : hépatocyte binuclée ;
dS : dilatation des sinusoids ; CS : congestion sanguine ; IL : infiltration leucocytaire; CK: cellule de
Kupfer; Ce: cellule endothéliale ; CI: cellule de Eto; TCFD: Tissu conjonctif fibreux diffus; CB: canal
biliaire ; A: artere/ artériole; TH: travée hépatocytaire, V : vacuolisation cytoplasmique; DC: division
cellulaire ; PN: polynucléaire, L: lymphocyte; n: Nucléole, N: Noyau, h: hématie, Fléche : canalicule

biliaire
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I11.1.7 Etude histo-morphométrique

Nous avons réalisé¢ une analyse histo-morphométrique au niveau du foie et des reins.
L’¢tude a pour objectif la détermination de 1’état physiologique des cellules hépatiques et
glomérulaires rénales, et d’estimer quantitativement une éventuelle hypertrophie des tissus chez

les animaux traités en comparaison avec les témoins.

L’analyse morphométrique concerne les rois lots (5 animaux par catégorie).
Les mesures sont réalisées sur des coupes histologiques des animaux expérimentés, grace a un

logiciel d’analyse et de traitement d’image SXView et le logiciel ImageView.

I11.1.7.1 Morphométrie du tissu hépatique
Au niveau du foie, nous avons choisi deux paramétres morphométriques, a savoir le

dénombrement des hépatocytes et le rapport nucléocytoplasmique
e Dénombrement des hépatocytes

Nous avons compté le nombre des hépatocytes mononuclés présentes dans des rectangles
a superficies égales (800X 540 um) pour toutes les coupes étudiées. Les dénombrements sont
faits sur un effectif de 20 images obtenues a partir des lames histologiques au grossissement
x400. Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. (Figure II1.26). Le détail des avec

les significations statistiques, voir les tableaux I11.31, II1.32 -Annexe III.

En comparaison avec le lot témoin (96,13 9,70), nous constatons la diminution du
nombre des hépatocytes au niveau des coupes du foie provenant des individus du lot culture
(78,23 £4,92) et du lot biopesticide (84,8+ 4,36). Ces diminutions sont considérées statiquement
trés hautement significatives, (P = 1,27045E-12) (P = 2,54724E-07) <0,001 respectivement.

Nos résultats révelent que le nombre d’hépatocytes sur les coupes du foie des rats traités
avec les spores germées et plus faible celui des rats traités avec Novacrid®. La différence entre
les moyennes pour les deux lots traités est statistiquement trés hautement significative (P =

1,01938E-06) < 0,05.
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Figure II1.26 : Nombre moyen des hépatocytes sur les coupes du parenchyme hépatique des
individus témoins et traités avec M. acridum.

¢ Rapport nucléocytoplasmique des hépatocytes

Le rapport noyau - cytoplasme (NC) se définie par le rapport entre le volume du noyau et
celui de la cellule. C’est un parametre qui permet d’évaluer 1’état physiologique de la cellule et

d’estimer 1’hypertrophie tissulaire sur le plan quantitatif.

Ce paramétre est étudié sur les coupes hépatiques contenues dans des rectangles de
superficie égale. Deux mesures de diameétre pour le noyau et pour la cellule entiere sont faites
pour chaque hépatocyte mononuclé. Nous avons utilisé le logiciel de traitement ImageView,
calibré par I’échelle de I’image observé au grossissement 1000 (scale bar = 10um), pour obtenir

les mesures en micrométres (Figure I1.6).

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. (Figure II1.27). Le détail des avec

les significations statistiques sont illustrés sur les tableaux I11.32, I11.37, 111.38, II1.39, I11.40-
Annexe I11.

En comparaison avec le lot témoin (0,55um=0,15), nous notons une augmentation du
rapport nucléocytoplasmique du lots culture (0,71 um= 0,15) considérée comme hautement

significatives ( P = 0,0025)< 0,05.
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Le lot biopesticide (0,51 um +0,08) montre une diminution non significative comparer au

témoin (0,551m£0,15) (P = 0,29) >0,05

Le rapport nucléocytoplasmique du lots culture (0,71um=0,15) montre une différence tres

hautement significative comparée au lot biopesticide (0,51 um+0,08) (P = 1,40337E-05) <0,001.
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Figure II1.27 :Rapport nucléo-cytoplasmique des hépatocytes chez les rats témoins et traitées
avec les spores de M. acridum issus de culture et du biopesticide.

Hautement significatives (**) : lorsque (P <0,01).

I11.1.7.2 Morphométrie du tissu rénale

Pour estimer 1’état physiologique des cellules rénales, nous avons opter pour la mesure de
paramétres concernant les différents compartiments du glomérule a savoir, le glomérule, le
peloton et la chambre glomérulaire. Pour chaque paramétre nous avons pris la moyenne de deux
mesures en diagonale observées sur des coupes rénales au grossissement x 400 voir figure 111.41
annexe 11

Le détail des calculs est illustré sur les tableaux I11.33, 111,34, 111.36, 111.36 de I’annexe II1.
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e Diametre du corpuscule glomérulaire

Les mesures du diamétre glomérulaire sont illustrées sur la figure IIL.28 et les tableaux

111.33, 111.34, 111.35, I11.36  de I’annexe I11.
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Figure II1.28 : Diametre du corpuscule glomérulaire chez les rats témoins et traitées avec les
spores de M. acridum issus de culture et du biopesticide.

Hautement significatives (**) : lorsque (P<0,01).

En comparaison avec le lot témoin (59,03 um =+ 8,55), le lot culture (50,96 um + 4,11) et le
lot biopesticide (48,84 um + 6,65) montrent des diminutions du diamétres des corpuscules

glomérulaires. Les différences sont trés hautement significatives (P < 0,001).

La comparaison du lot biopesticide (48,84 um =+ 6,65) avec le lot culture (50,96 um + 4,11),

montre une diminution non significatives ( P =0,23).

e Diametre de I’espace glomérulaire

Sur la figure II1.29 et les tableaux II1.33, II1.34, I1.35, 111.36 de I’annexe III sont

mentionnées les mesures du diametre de I’espace de Bowman.
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Figure II1.29 : Diametre de I’espace glomérulaire chez les rats témoins et traitées avec
les spores de M. acridum issus de culture et du biopesticide.

Nous avons enregistré une augmentation non significative (P = 0,183) de ’espace de
Bowman pour le lot culture (6,17 um +£1,89) comparé au lot témoin (5,47 um =+ 1,34).
De méme pour le lot biopesticide (5,49 um =+ 0,78). Aucune différence significative entre les

deux lots traités (P = 0,143).

e Diametre du peloton

Les mesures du diametre du peloton sont illustrées sur la figure II1.30 et des tableaux

I11.33, 111.34, 111.35, 111.36 dans I’annexe III.

En comparaison avec le lot témoin (49,55 um £8,86), Le diamétre moyen des pelotons sur
les coupes rénales chez le lot culture (41,36 um =+ 3,63) et chez le lot biopesticide (38,1 um +
6,44) montrent des différences statistiquement trés hautement significative (P < 0,001). Aucune

différence significative entre les deux lots traités (P = 0,055).
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Figure II1.30 :Diameétre du peloton chez les rats témoins et traitées avec les spores de M.
acridum issus de culture et du biopesticide.
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II1.2 Discussion

Notre étude vise a étudier la biosécurité de la souche Metarhizium anisopliae var acridum par

I’administration oral subaigué des deux forme (germer et conditionner) des rats Wistar femelles.

Tout d’abord, nous avons observé que cette souche fongique n’a affecter en aucun cas un
changement comportemental, ceci concorde avec les résultats de Arkam, (2019) ; Toriello et al,
(2009), et de Mier et al, (2005) des souris traitées avec Paecilomyces fumosoroseus.
Contrairement a Shadduck et al, (1982) les souris sont exposées a 1 g de poussicre de spores de
Metarhizium anisopliae introduite chaque jour, et ont montré des signes de détresse, tels que
courir et grimper sur le toit des cages et grillages. De méme le travail de Zulfiana, (2014) les
souris sont traitées avec le biolarvicide Metarhizium anisopliae a la dose maximal (5000mg/ kg
PC) présente des symptomes cliniques d’hyper-lacrimation, d’hypersalivation, faiblesse et perte

de poils.

De plus, cette souche n’a eu aucun effet sur la variation de la croissance pondérale relative
des rats wistar ; avec une augmentation considérée révéler hautement significative (P < 0.01)
pour les 3 lots. Ce qui comfirme les résultats de Arkam, (2019) suite aux traitements des rattes
Wistar avec le biopesticide Green muscle® (M. anisopliae var acridum). Les mémes résultats
sont retrouvés dans le travail de Mier et al,( 2005 ) par le traitement des souris males et femelles
avec Paecilomyces fumosoroseus inoculé avec 108 conidie/animal avec des conidies viables et

non viables montre aussi une augmentation progressive du poids corporel.

Des résultats similaires d’augmentation du poids est rapportés par d’autre travaux ; nous citons
Toriello et al, (2009) par I’inoculation intragastrique de 72 souris avec des spores viables et 24
avec des spores non viables a raison de 108conidies par animal testés ; nous rajoutons le travail
de Khaldoun et al ,(2014) des rats males traités avec Emamectin benzoate (Proclaim®) qui est un
pesticide biologique produit par fermentation dans le sol est produit a partir de Streptomyces
avermitilis (Roberts et Hutson 1999 ; Temiz, 2020). Une augmentation de poids a été
enregistrer pour le lot traité avec une faible dose.

Cette augmentation peut étre attribuée a l'enrichissement de leur régime alimentaire durant

I’expérimentation et I’acces ad libitum a la nourriture et a I’eau.
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Sachant que la diminution de poids est considérée comme un signe de toxicité et de

détérioration de I’état général des souris traitées (Suriyavadhana et Tpakutharivu., 2011).

Concernant le poids relatif et absolu du foie et rein prélevé a la fin des deux différents
traitements leurs variations sont considérées statistiquement comme non significatives (P > 0,05)

pour les 2 lots.

Le travail de Farag et al, (2022) et Sayed Ali et al, (2022) démontre une trés légere
augmentation non significative du poids (%) du foie et aucun changement du poids des reins
des rats male albinos et femelles respectivement, traitées avec Beauveria bassiana a raison de la

méme concentration de 1,1 X 10'%conidie \100g de poids corporels .

Par ailleurs, dans le cadre de 1’é¢tude de la toxicité aigiie par injection intradermique en spores
de Metarhizium acridum a raison de 1.3 x 10° spores /mL. Les résultats obtenus sont en faveurs
de formation d’cedémes inflammatoires au niveau de la patte gauche trés hautement significative
des rats traités avec la souche mise en culture et sous sa forme conditionnée comparer au témoin.

Cependant nous observons un cedéme plus important dans le cas du lot culture.

L’effet par injection, permet d’éviter le processus d'absorption présent dans d'autres voies, ce
qui permet a I'ensemble du produit administré d'atteindre la circulation systémique, créant ainsi
les conditions idéales pour que le micro-organisme infecte certains organes et y induise des

altérations pathogeénes Mancebo et al, (2009).

Dans la littérature, aucune étude approfondie n’a été faite sur le sujet, a par le travail de
(halouane,2008) qui a démontré ’apparition d’cedémes de la patte gauche traitées avec la souche
Beauveria bassiana issus d’une réaction inflammatoire. Cet cedéme est défini par un gonflement
de volume des tissus mous di a une augmentation du liquide interstitiel constitué d’eau et de
protéines plasmatiques. L apparition d’cedémes peut résulter d’une augmentation de la pression
hydrostatique, due a la vasodilatation et surtout d’'une augmentation de la perméabilité de la paroi
des petits vaisseaux sous I’effet de médiateurs chimiques (immunoglobulines, facteurs de la
coagulation) et d’une diapédese leucocytaire au niveau de la patte. On peut rajouter a cet

explication la limitation du foyer inflammatoire par une barricre de fibrine (provenant du
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fibrinogeéne plasmatique), ce qui évite la diffusion de micro-organismes infectieux qui est un

moyen de défense.

A la différence, des tests de toxicité¢ cutanée (dermique). Nous avons le travail de Zulfiana,
(2014) qui a utilisé une dose maximale de 2000 mg/kg de Metarhizium anisopliae chez les Rats
blanc. Et I’étude de Acosta-Quintero et al., (2011) qui a travaillé sur des rats traitées avec une
dose10° conidie/mL de Beauveria bassiana , ces doses ont été appliquer au niveau dorsal des
cobayes. Aucun déces et absence d’altération ou réaction inflammatoire n’a été observées pour

les deux études.

Sur le plan hématologique, les numérations-Formules-sanguines (hémoglobine, globules
rouges, hématocrite, et plaquette) n’ont pas révélé de modifications significatives entre le groupe
témoin et lot biopesticide, ces résultats sont en accord avec ceux de Arkam (2019) chez les rats

traités a faible dose.

Cependant on enregistre chez le lot culture et biopesticide une augmentation leucocytaire
significatives qui est en faveur d’une activation des mécanismes de défense du systéme
immunitaire de l'animal, ainsi qu'une mobilisation du systéme immunitaire et/ou un transfert du
pool leucocytaire de la rate vers le sang périphérique ( Lamfon ,2013; Farag et al., 2022). qui est
similaires a 1’étude de Sayed et al., (2022) et Farag et al., (2022) qui on montrée une
augmentation significative des valeurs de leucocyte chez les animaux traités avec Beauveria

bassiana.

On observe une diminution significative de (hémoglobine, hématocrite, et plaquette). La
réduction de la teneur en hémoglobine peut étre liée a la diminution de la taille des globules
rouges, (El-gendy et al., 2015), la diminution en GR peux étre signe d’anémie et d’une mauvaise
distribution de 1’oxygene. Des résultats différent sont observés dans I’étude de Sayed et al, (2022)

en montrent une augmentation des GR et aucun changement significatif pour les autres.

La fonction rénal est appréciée par le dosage de ces parametres rénaux [’urée et créatinines,
le dosage de I’'urée montre une diminution non significative pour les 2 lots traitées comparer au
témoin, cela corrobore avec le travail de Khaldoun-oularbi et al, (2014), Le traitement par 'EMB

qui n'a pas eu d'incidence sur l'urée plasmatique, a 1’opposé des résultats de Arkam (2019) ;
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révelent une augmentation non significatives, le travail d’El-gendy et al, (2015) révele une

augmentation significatives de I'urée .

Le dosage de la créatinines montre une augmentation non significative pour le lot biopesticide
comparer au témoin, nos résultats correspondent aux résultats de Arkam 2019 ; et de Farag et al.,

(2022) des rats males traités avec Beauveria bassiana n'étaient pas significatives.

Le lot culture montre une augmentation significative comparer au témoin qui est en accord

avec les résultats de Sayed et al, (2022), Khaldoun-oularbi et al, (2014),El-gendy et al, (2015).

Il en résulte de cette ¢tude que I’augmentation de la créatinine peut étre attribuer a la

détérioration de la fonction rénale au niveau de la filtration glomérulaire.

L’étude hépatique est effectuée par le dosage de quelques paramétres (ASAT ; ALAT ; PAL).
Nos résultats révelent une différence non significative de ces parametres pour les deux lots traités
avec le Metarhizium anisopliae comparer au témoin, qui corrobore avec les résultats de Arkam

(2019). Ces résultats sont donc en faveur d’une fonction hépatique normal.

Contrairement, 1’é¢tude de Sayed et al, (2022) montre une diminution significatives de ASAT,
ALAT, et PAL plus une augmentation du ratio ASAT/ALAT des rats femelles traitées avec
Beauveria bassiana. Ces résultats concordent avec les résultats de El-gendy et al, (2015), Larki et

al, (2019).

L’¢étude histologique permet d’étudier la structure des tissus et dépister toute anomalie

structurale au niveau de I’organe ou du tissu.

Nous avons noté la présence d’altérations structurels, d’atrophie, et diapédése leucocytaire,
des congestions sanguines, dans les deux organe (rein et foie).et nous pouvons apprécier la
présence d’une dilation sinusoidale hépatique, et une dilation des TCD et TCP au niveau du rein.
On remarque aussi une altération plus €élevée du parenchyme rénal et hépatique du lot culture par

rapport au lot biopesticide.

Nos résultats rejoignent ceux de Arkam (2019), au niveau des altérations rénales et

hépatiques avec la méme souche, ainsi que pour 1’étude de Larki et al, (2019) des rats traitées
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avec Bacillus thuringiensis. et Lemos et al, (2013) rats enceinte avec Bacillus thuringiensis

subsp. Aizawai.

L’analyse des parametres de la morphométrie du tissu hépatique, a savoir le dénombrement
des hépatocytes révelent des différences trés hautement significatives pour les deux lots traités en
comparaison avec le lot témoin. Le rapport nucléo-cytoplasmique montre une régression
hautement significative chez les rattes traitées avec les spores de culture et non significative pour
le biopesticide. Les résultats de I’étude histopathologique et morphométrique sont en faveur de
I’hypertrophie du parenchyme, observées sur les coupes hépatiques, avec augmentation du
volume des hépatocytes et dilatations des capillaires sinusoides, considérés comme signes de

I’inflammation.

L’hypertrophie hépatique est plus marquée chez les individus traités avec les spores de
culture, ce qui accentue les indices de I’inflammation observée précédemment sur les coupes

histologiques.

Le rapport noyau-cytoplasme définit la proportionnalité plus ou moins constante entre le
volume du noyau et le cytoplasme caractéristique d'un type de cellule donné dans un état
physiologique normal. La taille relative du noyau par rapport au cytoplasme, est un bon
prédicateur de D’activité¢ cellulaire, le rapport tend a augmenter par la hausse du volume

cytoplasmique dus a la vacuolisation des hépatocytes.

Le rapport nucléocytoplasmique entre le volume du noyau et celui de la cellule tend a
augmenter par hypertrophie nucléaire, cela suggére que 1’activité de division cellulaire puisse
remplacer les cellules altérées ou bien ce rapport devient un indicateur d’une activité mitotique de
cellules tumorales. L’étude de Fabre & Patriarche., (1995) homologue notre interprétation dans le
sens ou cette ¢tude démontre que plus 1’apport nucléocytoplasmique est €levé plus il se rapporte a

une Iésion précancéreuse.

En comparaison avec le témoin, la morphométrie des glomérules rénaux chez les rattes traitées
avec les deux formulations a bases de spores du champignon révele le rétrécissement trés

hautement significatif des glomérules conduisant ainsi a la régression du diamétre du peloton
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glomérulaire avec une légere augmentation non significative de I’espace de Bowman. Cela

suggere I’inflammation rénale.

Nous constatons que les spores fraiches sont plus susceptibles d’induire 1’inflammation

tissulaire révélé qualitativement et quantitativement au niveau du foie et des reins.
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Conclusion et perspectives

Notre étude contribue partiellement a un projet de recherche sur la biosécurité de

Metarhizium anisopliae var. acridum chez les mammiféres. Nous avons cherché la toxicité

subaigué de cette souche par I’inoculation oral des rats femelles Wistar, et la toxicité aigiie par

I’injection intradermique de la patte gauche.

Au terme des résultats portant sur les traitements a base de spores germées et conditionnées a

raison de 6 x 10® spores/ml / 250 g de poids corporel nous pouvons conclure que :

\/

Aucun effet significatif sur 1’augmentation relative du poids corporel, et sur le poids
absolu et relatif des organes (foie et rien) pour les deux lots traités

Perturbation des parameétres hématologique (FNS) par augmentation de leucocytes pour
les deux lots traités, et diminution des autres parametres sanguins pour le lot de culture, et
différence non significatives pour le lot du biopesticide (forme conditionnée).

La fonction du foie n’est pas altérée suite au différents traitements, révélé par la non
signification des variations biochimiques hépatiques (ASAT. ALAT, PAL).

Une discréte augmentation de la créatinine des rattes traitées jugée significative pour le
lot de culture.

Des altérations cyto- architecturales du parenchyme hépatique, dilatation sinusoidales,
infiltrats inflammatoires, vacuolisation cytoplasmique, hémorragies diffuses.

Le nombre des hépatocytes sur les coupes du foie des rats traités avec les spores germées
est plus faible celui des rats traités avec Novacrid®. Avec augmentation significative du
rapport noyau-cytoplasme chez le lot de culture. Donc 1’hypertrophie hépatique est plus
marquée chez les individus traités avec les spores fraiches.

Le parenchyme rénal révéle des congestions sanguines modérée, 1ésions de quelques
tubes corticaux et médullaires et infiltration leucocytaire.

L’histo-morphométrie des glomérules rénaux chez les rattes traitées révele la
désorganisation de 1’architecture avec le rétrécissement trés hautement significatif des

glomérules conduisant ainsi a la régression du diametre du peloton glomérulaire.
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L’effet par injection intradermique de 1.3 x 10° spores /mL /individu, montre que les pattes
gauches sont trés significativement enflammées comparées aux pattes droites. L’cedéme
inflammatoire est tres hautement significatif comparé au témoin.

L’analyse combinée des résultats obtenus suggerent 1’absence d’effet toxique de Novacrid®
et I’installation de désordres inflammatoires sur le plans systémiques et tissulaires suites aux
différents traitements avec M. acridum. L’histo-morphométrie confirme qualitativement et
quantitativement les signes inflammatoires au niveau du parenchyme rénal et hépatique, dont les

effets sont plus remarquables chez les individus traités avec les spores issues de culture (viables a

100%).
En perspective, de ce travail nous recommandons les études suivantes :
e Prolonger la durée du traitement, et tester d’autres doses avec un effectif plus important.

e [Etablir d’autres études dans la recherche de la toxicité aux niveaux des différents organes
en particulier 1'appareil reproducteur, les ganglions lymphatiques et la rate.

e Approfondir les recherches, dans le but d’identifier 1’origine de 1’altération rénal et
hépatique par I’identification des biomarqueurs spécifiques.

e Déterminer quelles sont les métabolites de Metharizium acridum responsables de ces
désordres inflammatoires et caractériser la réponse immunitaire conséquente.

e Confirmer les altérations tissulaires par les paramétres du stress oxydatif et par
I’immunohistochimie en utilisant des marqueurs de 1’inflammation comme le COX-2 de

fibrose, le cytochrome C de I’apoptose, des cytokines: IL-18, L-FABP.
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Annexe I

Tableau I.1 : liste de quelque marqueur de néphrotoxicité selon leur structure rénale cible (Kim
& Moon, 2012)(modifié).

Segment du néphron Biomarqueur

Protéinurie Albumine,
Transferrine, Immunoglobuline G,
B2- microglobulin, al -microglobulin,
Glomérule Cystatin C, Rétinol binding protein Cytokines
Interférons, Interleukine, TNF, CSFs Type IV
collagene
Urinary proteins with enzymatic activity o-
GST, N-Acetyl-D-Glucosaminidase,
Protéinurie Albumine, Transferrine,
Immunoglobuline G,
Tube proximal 2-microglobulin, a1 -microglobulin,
Cystatin C
Rétinol binding protein Cytokines
Interférons, Interleukine, TNF, CSFs KIM-1,
NGAL, Clusterin, Osteopontin
Tube distal NGAL, Clusterin, Osteopontin



Tableau 1. 2 : Objectifs et limites des nouveaux biomarqueurs( Teschke et al ., 2017 ; Meunier &

Objectif du biomarqueur

Biomarqueurs

Annexe I

Larrey, 2018).

Détection

Limites du biomarqueur

Détection précoce

Cytokératine 18
Micro-ARN 122
Total HWGB1
GLDH

Cytokératine 18

Micro-ARN 122
Micro-ARN 192

HMGB1
MCSFR1

MNécrose hepatocytaire

Apoptose

— Manque dinformation concernant la spécifi-
cité et la sensibilité pour les hépatites idiosyn-
crasiques

— Mon hepato-spécifique sauf micro-ARN 122

- Mon hépato-spécifique
— Avantage non démontré

Lésion hépatique non spécifique - Micro-ARN 192

— Mon spécifique de la lésion hépatique

Activation systéme immunitaire — Nécessite une spectroscopie de masse

Pronostic/progression

HMGB1
MCSFR1
Ostéopontine
Cytokératine 18
Acides biliaires

Risque de progression

— Avantage indéterminé comparé a ALT et
bilirubinémie totale pour hépatite grave

Hépatite toxicité directe

Cytokeratine 18, HMGB1, Toxicité hépatique directe
Micra-ARN 122, GLDH

~ Les hépatites de mécanisme de toxicité
directe sont souvent détectées au cours de la
phase préclinique et donc rares dans les
essais cliniques




Annexe 11

La composition des milieux de cultures :

1. Milieu de culture PDA (Potatos Dextros Agar) :
200 g de pomme de terre (pour obtenir le jus).
20 g de Glucose
20 g de Gélose (Agar agar)
1000 ml d’eau distillée.
2. Milieu MALT :

20 g d’extrait de MALT
20 g de gélose
1000 ml d’eau distillé.

Tableau I1. 2 : les différents matériel utilise lors de notre expérimentation

réactifs

Colorants,

Eau distille

Appareillages

Etuve

Balance électronique

stérile Centrifugeuse

Eau Balance de précision
physiologique, Microtome

Alcool Microscope photonique
Chloroforme Bain marie

Xylene, éosine,

Platine de refroidissement

Agar agar, Plaque chauffante
PDA, Autoclave

Malt, Agitateur magnétique
Gasoil Microtome

HE

Formol

Autre matériel

- Sonde de gavage

- Biberons / Porte lame
- Cages en plastiques

- Lame lamelle

- Boite de petrie

- parafilm/ Micropipette
- Verreries de
laboratoire (bécher,
éprouvette gradue, cuillére
entonnoir passoire...)

- Moules en métal

- Portes lames casettes
- Tube héparines et
EDTA

- Parafilm / cassette

- Seringues / Flacons

- Trousse de dissection
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Figure I1.31 : quelques matériel utilisée lors de notre expérimentation.(original)

(1) Poudre agar agar, (2) auto-clave, (3) microscope optique, (4) poudre PDA, (5) cage, (6)
sonde de gavage.

Figure I1.32 : les différent étapes de préparation de notre solution a partir de poudre du
biopesticide
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;g

Figure 11.34 : les différentes étapes de récupération de spores a partir des souches incubée.

Figure II1.35 : les différente étapes de réalisation des coupes histologique du foie et du rein.
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Figure I1.36: répartition des 3 lots de rats Wistar

Composition du bouchon alimentaire :

Tableau II. 3 : composition du bouchon alimentaire

Constituant Quantité
Vitamine A 1000 w/kg
Vitamine E 6 mg/kg
Vitamine D3 120,0 wkg
Protéines brutes 15,00%
Matiére grasse brute 2,5%
Cendres brute 10%
Cellulose brutes 12%
Humidité 14%

Figure I1. 37 : information sur le bouchon alimentaire (original).
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» Description de cellule de malassez :

a) Définition :

Les cellules de Malassez et de Thoma sont des lames de verre présentant un quadrillage
permettant le comptage de cellules vivantes en suspension dans une solution a forte densité

cellulaire.

b) Principe:
On dépose, entre la cellule et lamelle, une goutte de I’échantillon, dilué ou non, puis on compte dans le

quadrillage (volume précis) les éléments voulus.

¢) Description:
e Le quadrillage total a un volume de 1 pl.
e Dimensions : L : 2,5 mm, 1 : 2 mm, H (ou profondeur) : 0,20 mm.

e Constitué de 100 rectangles d’égales surfaces.

Figure II. 38 : I’aspect microscopique des spores sur la cellule de malassez (Gx100) (avec
zoom)(original).

2mm

e S
020F

»

I

Schéma de la cellule de malassez



Annexe 11

Tableau II. 4 : Dénombrement des spores de M. anisopliae pour la détermination de la
concentration de la solution mere

Sporulation 1 ER Prélévement 2 éme prélévement
1 149 191
2 162 152
3 145 158
4 150 171
5 135 142
6 131 155
7 152 166
8 121 163
9 142 156
10 144 146
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Tableau IL.5 : Dénombrement des spores de M. anisopliae pour la détermination de la concentration de
la solution meére de 1’effet par injection.

Sporulation | Prélévement | Prélevement | Prélévement | Prélévement Prélévement | Prélévement
1 2 3 4 5 6
1 149 191 125 125 114 137
2 162 152 131 132 120 162
3 145 158 120 147 126 137
4 150 171 132 144 145 131
5 135 142 139 133 113 128
6 131 155 129 131 129 134
7 152 166 129 140 114 140
8 121 163 122 143 106 149
9 142 156 131 138 105 130
10 144 146 125 134 119 133

Exemple méthode de calcul des concentrations :

Soit la moyenne du poids corporel de 5 rats mis dans une méme cage (lot 2 traité avec le
champignon mis en culture) est égale 108,46 g.
1 ml de solution me¢re — 6 x 108 de spores
On ajuste notre volume a prélever selon la moyenne des poids corporelles des rattes traitées
1ml de solution meére — 250g de poid corporelle
...... ml— 118,46 g
Le volume prélevé de la solution de traitement = 0, 47 mL de solution meére
On compléte ce volume avec de 1’eau distillée stérile (+0, 53) jusqu'a 1 mL. Cela pour un rat
Pour préparer une solution de traitement suffisantes pour les 5 rats (de 10 ml : en exces) :
0,47 x 10 = 4,7 mL
On préléve 4.7 ml de la solution mere, ce volume est a compléter jusqu'a 10 ml avec de I’eau
distillée stérile.

Nous avons préparé les solutions de gavage a un volume suffisant pour une durée de 5 jours



4,x5=23, 5mL
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On préleve 23,5 mL de solution mére de spores germée, ce volume est a compléter jusqu'a 50

mL avec de 1’eau distillée stérile. La solution de traitement est conservée a 4°C

Tableau II. 6 : les doses requise pour I’inoculation orale des rats.

Pour une DOSE 1 DOSEZ2 Dose 3
concentration de
6 = 108 /ml/
250g de poids
corporel

4.7 mL de 5.44 mL de 6 ml de solution
Culture solution mére solution mére meére pour 10

pour 10 mL pour 10mL mL

0.52 g pour 100 | 0.61 g pour 100 | 0.68 pour 100

Biopesticide mL mlL mL

Fiche technique du test de germination :

- Peser 0,2g des spores en poussiére de Novacrid® formulé
- Ajouter 1 ml de Tween 80, mélanger jusqu'a I’obtention d’une pate

- diluer la pate dans 99 mL de pétrole (a). - Prélever 1 mL de (a) et diluer dans 9 mLde pétrole
(b). - Ensemencer avec trois gouttes de la solution (b) grace a une pipette la boite de pétri

renfermant le milieu PDA sous des conditions stériles.
- Etaler avec un étalleur préalablement stérilis¢ au bec benzéne.
- Refermer les boites de pétri, les étiqueter et les placer a 28°c pendant 24 heures.

- Couper un morceau d’agar (max. 2x2cm), le placer sur une lame, ajouter une goutte d’huile

d’immersion et poser une lamelle.
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- Observer au microscope, grossissement 100. Compter si possible avec deux compteurs
manuels, I’un pour les spores ayant germé et I’autre pour les spores n’ayant pas germé, jusqu'a
300 spore. Compter toutes les spores dans un champ de vue avant de faire bouger la lame. Evitez

de compter les spores qui se trouvent en agrégats.
- Répéter I’opération de comptage trois fois et calculer le taux de germination

(TG) avec la formule suivante :

ax100

= atb) (Equation 6)

a : nombre de spores ayant germé

b : nombre de spores n’ayant pas germée

FICHE TECHNIQUE NOVACRID® :

 Produit a utiliser NOVACRID® (5 x 10° conidies/g), une poudre fine de couleur verte

marine sans odeur particuliére, la durée de stockage est >5 ans a 4°C, il est incompatible

N

avec la plupart des fongicides.

' GROUPE

ELEPHANT VERT

Metarhizium acridum (souche EVCHO077)
AGENT BIOLOGIQUE CONTRE LES CRIQUETS

1 Information Générale :

e Nom et adresse du fabricant: Eléphant Vert Maroc SA, Agropolis GI5-GI6
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e Commune rurale : de Mejjate, 50122 Mekneés, Maroc.
e Nom commercial du produit: NOVACRID®
e No. CIPAC: Pas encore attribué
e Catégorie d’usage: Biopesticide (acridicide)
e Ravageurs cibles: Les criquets de I’infraordre Acrididea (Orthoptera)
e  Cultures: Toutes cultures attaquées par les criquets
e Type de formulation: TC
o Efficacité au champ: Une dose de 50 g/ha dans 1-4 L de gasoil (en fonction de la
Densité de la végétation) ou une autre huile appropriée réduit les populations par au moins 80%
dans 3 semaines (ou moins dans la présence d’ennemis naturels tels que des oiseaux).
2 Formulation et matiére active
e Matiere active : Matériel biologique
Essai avec le biopesticide NOVACRIDE® Metarhizium anisopliae var. acridum (souche
EVCHO077)
e Nom scientifique : Metarhizium acridum souche EVCHO077 (Ascomycota
Hypocreales : Clavicipitaceae)
e Stade de développement : Conidies (spores).
e Provenance : Le Bénin
e Nature de I’organisme : L’organisme est un champignon pathogene appartenant au
groupe des champignons mitosporiques, qui sont des anamorphes (stades asexués) de
champignons dans 1’embranchement Ascomycota. Il est trés spécifique aux
criquets.Parce que les criquets ont la capacité de détoxiquer les toxines des autres
champignons entomopathogenes, M. acridum a développé une autre stratégie pour tuer
son hote et dans le processus a perdu les génes pour la synthétisation de toxines.
e Apparence : Poudre a couleur vert marin.
3 Méthode d’analyse :
- Culture sur milieu artificiel et examen des structures sporogénes afin de vérifier

I’identité du champignon.

- Analyse d’ADN et/ou d’isozymes afin de vérifier la souche (marqueur disponible)
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Contenu en matiére active : 5x 1019 spores séches par g

Viabilité a I’issue de 1’usine : Au moins 90%

Impuretés : moins d’1%

Contenu en eau : moins de 6%

Taille des particules : moinf de 60 m

Liquide de mélange : Gasoil ou une autre huile appropriée, par ex. 70% pétrole
lampante plus 30% huile végétale.

Dose recommandée : 50 g/ha dans 1 L (application aérienne) ou 2 L (application
terrestre) de gasoil. 2.10. Compatibilité avec d’autres pesticides : Maticre active est tuée
Par la plupart des fongicides mais elle est compatible avec certains pesticides utilisés
dans la lutte antiacridienne, par ex. les pyréthrinoides.

Stabilité en stockage : Des données expérimentales montrent que des conidies séches
(<5% contenu en eau) peuvent étre stockées jusqu’a 2 ans a £20°C et pendant plus de 3
ans a <10°C. Des modeles de stockage, basés sur des données expérimentales
extensives (Hong et al., 1998, Annals of Botany, 81: 625-630), indiquent qu’une
viabilit¢ des conidies de >80% peut étre maintenue pendant >10 ans, si le matériel
technique est stocké dans des sachets imperméables sous réfrigération (<10° C). Sous
des conditions de stockage tropicales, une durée de vie de >2 ans peuvent étre attendue
a des températures de nuit/jour de 20 - 30°C et approximativement 6 mois sous un
régime de 30 - 40°C.

Formulation : Le produit n’est pas formulé (TC) donc doit étre mélangé avec de I’huile

avant épandage.
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Figure I1.39 : dissection du rats wistar

Dosage biochimique :

Tableau I1.7 : Les réactifs du dosage de ['urée

Réactif composition
R1 - Uréase 30000 U/L
-Tampon phosphates pH 6,7 50 mmol/L
-EDTA 2mmol/L
R2 - Salicylate de sodium 400 mmol/L

-Nitroprusiate de sodium 10 mmol/L
-Hypochlorite de sodium 7 mmol/L
-Hydroxyde de sodium 62 mmol/L

Etalon - Patron Primaire de détection d’urée 50 mg/dl

Tableau II .8 : Les réactifs du dosage de la créatinine

Réactif composition
R1 - Acide picrique 38,2 mmol/L
-Tampon non réactif
R2 - Hydroxyde de potassium 900 mmol/L
-Phosphate 135 mmol/L
-Conservateur
-Stabilisateur

Etalon Créatinine aqueuse 20mg/L
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Tableau I1.9 : Les réactifs du dosage de 'aspartate amino- transférase (A.S.A.T)

Réactifs Composition

R1 - TRIS Ph 7,880 mmol/I
- L-aspartate 200 mmol/l

- NADH 0,18 mmol/l

R2 - Lactate déshydrogéngse (LDH) 800
UI/L

- Malate déshydrogénase (MD 600
UI/L)

- a- Cetoglitarate 12 mmol/l

Tableau I1.10 : Les réactifs du dosage de I'alanine amino-transférase (A.L.A.T.)

Réactifs Composition

TRIS Ph 7,8100 mmol/l

R1 )
- L-alanine 500 mmol/I
- NADH 0,18 mmol/l
R2 - Lactate déshydrogénase (LDH) 1200

U/l
- a-Ceyoglutarate 15 mmol/l

Tableau I1.11 : Les réactifs du dosage de la Phosphatase alcaline

- Diéthanolamine 1 mmol/L
Réactif : Tampon (DEA) Ph 10,4
- Chlorure de 0,5 mmol/L

Magnésium

- P-
Réactif : Substrat Nitrophénylphosphate
(pnPP)

Bilan hématologique :

Formule Numération Sanguine(FNS) :
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L’hémogramme a été réalisé par un automate, C’est un appareil qui permet la numération des
¢léments figurés du sang par impédance, la mesure du taux d’hémoglobine par
spectrophotométrie et le calcul des constantes Erythrocytaires.

Hématocrite=volume globulaire moyen x nombre de globules rouges
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Tableau I1.12 : 1'évolution du poids corporel par intervalle de 5 jours chez les rats wistar

femelles.

Rat 1

Rat 2

Rat 3

Rat 4

Rat 5

Total\5

Lot témoin 1222 ¢ 1162 ¢ 110,7 g 117,7 ¢ 100,7 g 113,5¢
Lot culture 132 ¢ 119,7¢g 103,7 121,7 110,7 g 118,46 g
Lot 1042 g 115,7 ¢ 107,7 g 100,7 g 110,7 g 107,8 g
biopesticide

biopesticide

Lot témoin 141 g 136 g 119¢ 128 g 122 g 1292 g
Lot culture 131g 137 g 141 g 150 g 121 g 136 g
Lot 134 ¢ 116 g 138 ¢ 126 g 126 g 128 g

Lot Témoin 140 g 146 g 159 ¢ 139¢ 161 g 149 ¢
Lot culture 152 ¢ 163 g 152 ¢ 144 ¢ 140 g 150,2 g
Lot 135¢g 124 g 150 g 136 g 158 g 140,2 g
biopesticide

biopesticide

Lot témoin 205 ¢g 172 g 195¢g 177 g 169 ¢ 183,6 g
Lot culture 175 g 180 g 176 g 183 g 170 g 176,8¢g
Lot 159 ¢ 196 g 175 g 140 g 163 g 166,6g
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Tableau II1.13 : la différence de poids corporel ,organe(foie ,rein)et pattes représenter sous

forme de moyenne+ écart type.

Poids Témoin culture biopesticide
Début
expérimentation | 113,6+ 8,294 117,56 +10,832
107,8+ 5,792
(g
Fin
Corporel expérimentation| 183,6 + 15,646 176,8+ 4,969 166,6+ 20,695
(8)
Augmentation
Relative (%) 61,9 + 12,408 51,32+ 13,198 54,15+12,052
7,745+ 1,109 7,566+ 0,797 6,921+ 0,928
Poids (g)
Foie
Poids relatif 4,273+ 0,347 4,157+ 0,270
4,206+ 0,338
(%)
Poids (g) 0,706+0,066 0,723+ 0,091 0,664 +0,124
Reins droit
Poids relatif 0,408+ 0,045
0,384+ 0,010 0,398+ 0,058
(%)
) 0,734+0,072 0,673+0,077
Poids (g) 0,702+0,096
Reins . . 0,381+0,025 0,414+0,033 0,405+0,032
Poids relatif
gauche

(%)
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Patte droit | Poids (g) 1,507 £0,0905 1,360,061 1,352+0,1479
) ) 0,824 + 0,065 0,769+0,036 0,814 +£0,0543
Poids relatifs
(%)
Patte Poids (g) 1,581 £0,112 2,670 £0,055 1,724 £0,213
gauche
Poids relatifs 0,863 + 0,043 1,511 £0,057 1,035 +£0,030
(%)

Tableau II1.14 : résultats d'analyse de variance (ANOVA) de différence du poids corporels

dans le méme lot.

TEMOINJ1J20 CULTUREJ1J20 BIOPESTICIDEJ1J20
P 2,116E-05 3,83704E-06 0,00028378
Résultat P<a P<a P<a
Trés hautement Trés hautement Trés hautement
significative significative significative
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Tableau II1.15 : résultats d’analyse de variance a un facteur des différences relatives du poids

corporels entre les 3 different lots (a = 0,05).

Non significative

Témoin \Culture Témoin\Biopesticide | Culture\Biopesticide
p 0,227912383 0,345774772 0,732541552
Résultat P(0,227) > « P(0,345) > « P(0,732) > «a

Non significative

Non significative

Tableau II1.16 : résultats d’analyse de variance (ANOVA) sur la différence de poids absolu du

foie entre les 3 différent lots .

Non significative

Non significative

Témoin\Culture Témoin\Biopesticide | Biopesticide\Culture
P 0,77701759 0,23854913 0,27256468
Résultat P(0,777)> a P(0,238)> a P(0,272)> a

Non significative

Tableau II1.717 : résultats d’analyse de variance (ANOVA) sur la différence de poids relatifs du

foie entre les 3 différent lots (a = 0,05).

Témoin\Culture Témoin\Biopesticide | Biopesticide\Culture
P 0,7671893 0,8039793 0,572328
Résultat P(0,767)> « P(0,803)> « P(0,572)> «
Non significative Non significative Non significative
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Tableau II1.18 : résultats d’analyse de variance (ANOVA) sur la différence du poids relatifs du

rein droit et rein gauche entre les 3 différent lots .

Rein droit Témoin \Culture 0,28101485 Non significatives
Témoin \Biopesticide 0,604339 Non significatives
Culture\Biopesticide 0,7750982 Non significatives
Rein gauche Témoin \Culture 0,1120401 Non significatives
Témoin \Biopesticide 0,2271009 Non significatives
Culture\Biopesticide 0,6615042 Non significatives

Tableau II1.19 : résultats de différences relatives entre la patte gauche et droite des rats wistar

femelles .
Lot témoin(g) 0,071 0,106 0,192 0,02 0,017 0,0812 0,072
Lot culture(g) 1,294 1,275 1,31 1,31 1,363 1,310 0,032
Lot 0,31 0,527 0,344 0,29 0,388 0,3718 0,094
biopesticide(g)




Tableau II1.20 : résultats analyse de variance (ANOVA) sur la différence de poids des patte
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gauche et droite dans le méme lots.

Témoin P(GD) Culture P(GD) Biopesticide P(GD)
P 0,1784651 4,29E-10 0,01265971
Signification Non significatives Tres hautement significatives

significatives

Tableau II1.21 : résultats analyse de variance (ANOVA) sur la différence relatives de poids des
patte gauche et droite dans le méme lots.

Témoin / Témoin/Culture Culture
Biopesticide /Biopesticide
p 0,00059 5,25E-10 2,76702E-08

Tres hautement
significatives

Tres hautement
significatives

Trés hautement
significatives

Signification

Tableau II1.22 : Valeurs des poids de patte gauche et droite et leurs différences.

Poids patte droit Poids patte différence de poids
gauche
Témoin(g) 1,553 1,624 0,071
1,382 1,488 0,106
1,519 1,711 0,192
1,532 1,552 0,02
1,534 1,551 0,017
moyenne 1,504 1,5852 0,0812
écart type 0,0692 0,0852 0,0722
Culture (g) 1,353 2,647 1,294
1,46 2,735 1,275
1,294 2,604 1,31
1,336 2,646 1,31
1,357 2,72 1,363
moyenne 1,36 2,6704 1,3104
écart type 0,0612 0,0551 0,0327
Biopesticide (g) | 1,366 1,676 0,31
1,504 2,031 0,527
1,49 1,834 0,344
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1,191 1,481 0,29

1,213 1,601 0,388
moyenne 1,3528 1,7246 0,3718
écart type 0,1479 0,2137 0,0943

Tableau II1.23 : valeurs du dosage hématologiques chez les rattes traitées.

Témoin Culture | Biopesticide
Globules Blancs 103/mm? 9,2 9,8 9,7
7,2 10,1 9,4
8,2 12,3 10,3
8,2 / /
7,7 / /
moyenne 8,1 10,73 9.8
écart type 0,741 1,36 0,45
Témoin Culture | Biopesticide
Plaquettes 10°/mm? 840 / /
614 459 /
846 / 998
590 527 979
632 486 227
moyenne 704,4 490,666 734,666
écart type 127,415 34,239 439,754
Témoin Culture | Biopesticide
Hématocrite % 41,5 / /
42,8 27,3 /
42,3 / 43,6
42,6 31,2 42
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43,1 42,9 30,3
moyenne 42.46 33,8 38,63
écart type 0,610 8,118 7,261
Témoin Culture | Biopesticide
Hémoglobine g/100 ml 13,6 / /
14,3 9,7 /
14,3 / 14,5
15,1 11,1 13,3
14,4 14 10,8
moyenne 14,34 11,6 12,866
Ecart type
0,531 2,193 1,887
Témoin Culture | Biopesticide
Globules Rouges 104/mm? 7,05 / /
7,35 4,62 /
6,4 / 7,37
7,44 5,26 6,85
7,27 7,16 5,32
moyenne 7,102 5,68 6,51
Ecart type 0,41 1,32 1,06
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Tableau I11.24 : résultats d’analyse de variance (ANOVA) sur la différence du bilan

hématologiques chez les rats Wistar femelles.

Variable Comparaison P Signification de la
différence
Hématocrite % Témoin /culture 0,04555071 Significatives
Témoin /biopesticide 0,26086758 Non significatives
Culture/biopesticide 0,48499323 Non significatives
Globules Blancs Témoin / culture 0,010990371 Significatives
10°/mm?
Témoin / biopesticide 0,012477765 Significatives
Culture/ biopesticide 0,324396296 Non significatives
Plaquettes Témoin /culture 0,03269304 Significatives
10°/mm?
Témoin /biopesticide 0,88488906 Non significatives
Culture/biopesticide 0,39225222 Non significatives
Hémoglobine Témoin / culture 0,03105181 Significatives
g/100 ml
Témoin /biopesticide 0,13630356 Non significatives
Culture/biopesticide 0,49055765 Non significatives
Témoin / culture 0,058632489 Significatives
Globules Rouges
10%/mm?3 — ; — — :
Témoin /biopesticide 0,295609594 Non significatives
Culture/biopesticide 0,443014341 Non significatives

Tableau II1.25 : résultat des analyses biochimiques rénaux des rattes traitées.

Paramétres Témoin Culture Biopesticide
0,36 0,29 0,23
Urée (g/) 0,21 0,38
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0,43 0,24 0,39
0,4 0,36 0,27
0,48 0,33 0,38
oG 0,376 0,32 0,317
Ecart type 0,102 0,056 0,079
5 10 3
Créatinine (mg/l) 3 9
5 5 5
6 9 6
7 9 7
Moyenne
5,2 8,4 5,25
Ecart type 1,483 1,949 1,707
Tableau II1.26 : valeurs du dosage hépatique des rattes traitées.
Paramétres Témoin Culture Biopesticide
ASAT / GOT (UIND) 180 250 201
210 250 234
222 198 138
250 250 250
220 140 190
Moyenne 2164 217,6 202,6
Ecart type 25,195 48,875 43,494
107 103 98
ALAT /GPT (UI/NN) 77 83 &3
105 78 77
86 121 105
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86 100 115
Moyenne 92,2 97 95,6
Ecart type
13,141 17,161 15,614
490 510 481
480 508
PAL (Ul/ml) 551 507 504
/ /
/ 500 439
Moyenne
507 505,666 483
Ecart type
38,431 5,131 31,654

Tableau II1.27 : Effet du Novacrid® sur quelques parametres biochimiques rénaux et

hépatiques chez les rats Wistar femelles.

Paramétres Témoin Culture Biopesticide
Urée
(@) 0,376 + 0,102 0,32 £ 0,056 0,3175+ 0,079
Créatinine 5,2+ 1,483 8,4+ 1,949 5,25+ 1,707
(mg/l)
ASAT/ GOT (UIN) 216,4 +25,195 217,6 + 48,875 202,6 + 43,494
ALAT / GPT 92,2 + 13,145 97 £17,161 95,6 + 15,614
o)
moyenne PAL 507 + 38,431 505,667 + 5,131 483 +£31,654

(Ul/ml)
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Tableau II1.28 : résultats d’analyse de la variance (ANOVA) des 3 lots pour le bilan rénal et

hépatique chez les rats Wistar femelles.

Variable Comparaison P Signification de la
différence
Urée (/) Témoin /culture 0,315580132 Non significatives
Témoin /biopesticide 0,382021 Non significatives
Culture/biopesticide 0,95736643 Non significatives
Créatinine (mg/l) Témoin / culture 0,01925624 significatives
Témoin / biopesticide 0,96376969 Non significatives
Culture/ biopesticide 0,03874107 significatives
ASAT/ GOT Témoin /culture 0,96227639 Non significatives
o
Témoin /biopesticide 0,5563329 Non significatives
Culture/biopesticide 0,62204492 Non significatives
ALAT / GPT Témoin / culture 0,63285232 Non significatives
un
Témoin /biopesticide 0,71917704 Non significatives
Culture/biopesticide 0,89600212 Non significatives
moyenne PAL Témoin /culture 0,95536123 Non significatives
(Ul/ml)




Annexe 111

Témoin /biopesticide

0,40448113

Non significatives

Culture/biopesticide

0,28392351

Non significatives
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Tableau II1.29 : nombre des hépatocytes pour les 3 lots.

témoin culture biopesticide
1 101 77 81
2 89 76 75
3 99 83 85
4 85 78 81
5 88 70 83
6 91 77 85
7 101 73 82
8 89 74 80
9 87 73 83
10 81 76 81
11 81 71 89
12 94 71 82
13 93 73 90
14 86 79 86
15 91 75 87
16 87 79 89
17 99 83 85
18 92 78 81
19 94 90 90
20 115 85 93
21 109 77 89
22 99 75 82
23 107 87 80
24 101 81 90
25 107 79 90
26 122 83 80
27 94 80 82
28 105 81 83
29 97 78 90
30 100 85 90
moyenne | 96,133333 | 78,233333 84,8
écart type | 9,7015226 | 4,9248374 4,36601
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Tableau II1.30 : résultat d’analyse de variance (ANOVA) sur la différences de nombre
d’hépatocyte dans chaque lots

Témoin /culture

Témoin/Biopesticide

Culture /Biopesticide

P 1,2704E-12 2,5472E-07 1,0194E-06
Résultat Trés hautement Tres hautement Tres hautement
significatives significatives significatives
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Figure II1.40 : Photo d’un écran ordinateur montrant un exemple dénombrement des hépatocytes
par logiciel SXVIEW (OPTIKA )
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Figure II1.41 : Photo d’un écran ordinateur montrant un exemple de mesures morphométriques
réalisées par le logiciel de traitement d’image logiciel SXVIEW (OPTIKA ).

Tableau II1.31 : résultat d’analyse de variance ANOVA sur 1’étude morphométrique du rein
pour les 2 lots.

Variable Comparaison P Signification de la
différence
Corpuscule Témoin /culture 0,00050656 Tres hautement
lomérulaire(um ) Significatives
g KM ) ™ Témoin /biopesticide 0,0001518 Trés hautement
Significatives
Culture/biopesticide 0,231225 Non significatives
I’espace Témoin / culture 0,18309774 Non significatives
glomérulaire(um)
Témoin / biopesticide 0,95250879 Non significatives
Culture/ biopesticide 0,14367516 Non significatives
peloton( um ) Témoin /culture 0,0004783 Trés hautement
significatives
Témoin /biopesticide 3,6501E-05 Tres hautement
significatives
Culture/biopesticide 0,05565686 Non significatives
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Tableau II1.32 : mesure morphométrique du glomérule chez le lot témoin.

Corpuscule

alomérulaire.(um) Espace de Bowman (um) Peloton (um)

L1 L1 T/2 L1 L1 T/2 L1 L2 T/2
1 81,05 | 60,11 | 70,58 8,141 3,88 6,01 73,93 49,98 | 61,95
2 79,28 | 71,28 | 75,28 | 7,72 4,12 5,92 70,13 63,30 | 66,72
3 73,13 | 58,94 | 66,03 6,684 |24 4,54 66,86 | 51,36 | 59,11
4 81,84 | 52,35 | 67,10 | 5,441 2 3,72 72,28 | 44,97 | 58,63
5 84,68 | 58,45 | 71,57 | 7.4 3,39 5,39 47,6 47,071 | 47,33
6 78,97 | 69,16 | 74,06 | 6,512 3,00 4,75 71,419 | 64,61 | 68,01
7 63,86 | 47,72 | 55,79 | 7,214 |4,32 5,77 52,179 | 41,677 | 46,92
8 50,8 | 48,23 | 49,51 10,44 | 4,808 7,62 43,204 | 32,216 | 37,71
9 57,53 | 59,96 | 58,75 | 7,94 4,41 6,17 53,886 | 4591 |49,90
10 51,14 | 54,64 | 52,89 |5,404 |28 4,10 50,35 47,07 | 48,71
11 50,07 | 47,92 | 48,99 | 5,814 |26 4,20 43,136 | 42,32 | 42,73
12 59,82 | 47,48 | 53,65 | 6,2 3,16 4,68 53,97 48,72 |51,34
13 63,52 | 51,80 | 57,66 | 6,2 3,25 4,72 50,48 42,32 | 46,40
14 65,86 | 50,62 | 58,24 |6,986 |4 5,49 52,31 40,99 | 46,65
15 52,66 | 49,14 | 50,90 | 4,441 2,56 3,50 51,94 | 43,63 |47,78
16 55,31 | 53,82 | 54,572 | 12,322 | 5,38 8,85 41,11 38,60 | 39,85
17 62,01 | 48,30 | 55,16 8,421 2,68 5,55 52,79 38,48 | 45,63
18 58,39 | 41,52 | 49,95 | 6,905 2,43 4,66 47,78 31,49 | 39,64
19 59,95 | 46,04 | 53,001 | 11,628 |2 6,81 41,53 39,53 | 40,53
20 58,01 | 55,87 | 56,94 | 9,89 3,88 6,88 49,82 | 41,07 | 45,45
moyenne | 64,39 | 53,67 | 59,03 7,58 3,35 5,47 49,82 | 41,07 | 49,55
Ecart- 11,38 | 7,58 | 8,55 2,08 0,95 1,34 10,63 8,34 8,86
type
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Tableau II1.33 : mesure morphométrique du glomérule chez le lot culture.

Corpuscule Espace de Peloton (um)

glomérulaire (um) Bowman (um)

L1 L1 T/2 L1 L1 T/2 L1 L2 T/2
1 57,105 | 46,171 | 51,638 6,26 | 3,40 4,833 | 47,289 42,66 | 44,97
2 50,385 45,71 | 48,04 | 4,75 2,56 3,657 | 41,512 4148 | 41,49
3 61,114 | 41,114 | 51,11 9,67 3,04| 6,3605 | 50,806 26,22 | 38,51
4 66,20 | 47,815 57| 1842 4| 11,211 | 55,801 28,84 | 42,32
5 65,98 412 | 53,59 | 11,36| 291 7,13 | 52,002 25,03 38,52
6 56,54 | 58,832 | 57,687 | 7,443 | 3,60 5,52 | 48,778 46,05 47,41
7 50,731 43,23 | 46,98 13,6 | 2,56 8,08 | 41,694 34,79 | 38,24
8 40,804 48,2 | 44,50 | 9,202 3 6,10 | 39,401 36,00 | 37,70
9 54,6 48,79 | 51,69 | 8,693 5,4 7,04 | 46,169 40,23 43,20
10 68,23 41,73 | 54,98 | 11,73 | 3,84 7,79 | 52,602 35,24 | 43,92
11 47,61 46,69 | 47,15| 7,532 | 2,84 5,18 | 41,268 37,19 | 39,23
12 59,908 | 44903 | 52,40 | 1493 | 4,56 9,74 | 43,423 2941 36,42
13 63,611 45,6 | 54,60 | 9,091 | 4,02 6,55 | 51,257 36,39 | 43,82
14 48,041 | 43,041 | 45,54 | 6,515| 2,80 4,661 | 36,383 34,60 | 35,49
15 57,447 | 58,363 | 57,90 7,2 24 4,8 | 50,729 45,64 | 48,18
16 59,264 | 45,609 | 52,43 | 6,325 2,41 4,3625 | 48,261 45,25 46,76
17 46,495 | 46,689 | 46,59 | 7,225 | 2,26 4,744 | 41,932 36,70 | 39,318
18 56,57 | 42312 | 49,44 | 7,803 | 2,53 5,166 | 48,261 33,46 | 40,862
19 62,393 | 35,038 | 48,71 832 | 3,23 5,77 | 50,27 31,48 | 40,87
20 4797 | 46,67 | 47,32 7] 2,56 4,78 | 42,57 37,48 | 40,029
moyenn 3,19
e 56,03 45,88 | 50,96 | 9,155 7 6,17 | 46,52 | 36,2125 | 41,366
Ecart- 0,83
type 7,57 5,38 4,11 3,35 7 1,89 5,19 6,14 3,63

Tableau II1.34 : mesure morphométrique du glomérule pour le lot biopesticide

Corpuscule
slomérulaire.(um) Espace de Bowman (um) Peloton (um)
L1 L1 T/2 L1 L1 T/2 L1 L2 T/2
1 48,37 | 46,533 | 4745 5,441 2,417 3,929 | 41,44 | 39,93 | 40,686
2 51,35 49,94 50,64 7,79 2,403 | 5,0965 | 40,6 | 40,41 | 40,507




Annexe 111

3 27,026
4421 | 39,844 | 42,03 | 12259 | 2,561 7,41 | 3043 | 23,62 5

4 58,535 | 45,115 | 51,825 | 9,097 3,4 6,2485 | 48,48 | 31,98 | 40,231

5 61,241 | 56,88 | 59,06 | 8,881 | 2,608 5,74 | 4932 | 48,43 | 48,87

6 62,93 | 58,175 | 60,55 | 3,945 | 7,992 | 59685 | 50,19 | 4526 | 47,730

7 47868 | 47.476 | 47,672 | 7,077 | 2,163 4,62 | 43.84 | 36,92 | 40,382

8 38,006 | 35,706 | 36,856 | 11,044 | 2,126 | 6,585 | 2591 | 24,13 | 25,023

9 54,035 | 49,01 | 51,52 | 6,515 | 5,016 | 5,765 | 41,28 | 38,79 | 40,038

10 62,365 | 52,083 | 57,224 | 7.411 | 3,105 | 5,258 | 52,21 | 37.75 | 44,984

11 39,746 | 36,805 | 3827 | 6,657 | 3,394 | 5,0255 | 27,72 | 26,02 | 26,871

12 54,855 40 47,42 6,8 3,677 | 5,2385 | 45,45 | 27,69 | 36,57

13 51,6 | 41,723 | 46,66 | 8,287 | 2.884 | 5,5855 | 47,68 | 32,45 | 40,06

14 53,961 | 57,838 | 55,89 | 7.424 | 3225 | 53245 | 48,11 | 28,12 | 38,11

15 57,005 | 47,823 | 52,414 | 6,119 2,72 | 4,4195 | 49.63 | 34,26 | 41,952

16 47369 | 41,257 | 44,313 | 7,871 | 2,973 | 5,422 | 37,00 | 31,80 | 34,405

17 52,228 | 50,294 | 51,261 | 9,069 | 3,027 | 6,048 | 43,36 | 39.44 | 41,404

18 41,40 | 27,37 | 34,390

47153 | 32,737 | 39,945 | 6,768 2,8 4,784 4 7 5

19 52,492 | 35815 | 44,153 | 8,955 | 2,561 | 5,758 | 41,71 | 24,59 | 33,157

20 55,517 | 47,737 | 51,627 | 7,211 | 3,985 | 5,598 | 45,73 | 33.46 | 39,596
moyenn

e 55,517 | 45,639 | 48,841 | 7,7310 | 3,2518 | 549 | 42,57 | 33,62 | 38,10
Ecart-

type 6,84 7,53 6,65 1,86 1,30 0,78 | 7,413 | 7,147 | 6,44

Tableau II1.35 : diamétre des hépatocytes du lot biopesticide.
Rapport
Hépatocyte.(um) Noyau (um) nucléocytoplasmiq
ue (pm)
L1 L2 T/2 L1 L2 T/2

1 20,999 19,4 20,199 3,324 15,991 5,6575 0,38904552

2 20,319 | 21,042 | 20,680 6,236 | 6,847 | 6,5415 0,46265648

3 18,919 15,254 | 17,086 7,506 | 7,102 7,304 0,74663941

4 14,705 15,587 | 15,146 5,701 6,09 | 5,8955 0,6373169

5 18,006 | 20,508 | 19,257 6,201 | 6,021 6,111 0,46485623

6 18,837 | 24,123 | 21,48 7,134 | 7,068 7,101 0,49384519

7 18,45 15,451 | 16,950 6,981 6,22 | 6,6005 0,63772947

8 17,103 13,528 | 15,315 5,771 | 4,245 5,008 0,48585981

9 19,785 15,726 | 17,755 5438 | 5243 | 5,3405 0,43016512

10 18,423 17,019 | 17,721 58| 6325| 6,0625 0,52000686
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1 18,523 | 13,577 | 16,05 6,294 | 5,155 | 57245 0,55440415
2 240421 19389 ] o115 T8 TT9 1 7,757 0,55571874
13 23427 | 16,115 | 1977y 7122| 6378 s 0.51839336
14 18,484 | 21,581 | 20,032 645| 6201| 63255 0,46147954
15
21,473 | 16,669 | 19 o711 35,5011 4,876 | 54885 0,37374392
16 23,093 | 22,459 | 22,776 6,701 | 6,903 | 6,802 0,42581695
17 17,053 | 17,651 | 17,352 6,022 | 6011| 6,0165 0,53076618
18 184 | 14207 | 16313 6,351 | 5,646
’ ’ 5 : : 5,9985 0,58153175
19
1997 21,208 | 54 554 7,006 | 69121 ¢ 959 0,51187937
15,004
20 16,026 | 13,983 s 5.59 | 4808 | 09 053001264
Moyenn
€
19,29835 | 17,72485 6,3457 6’0882 6’21712
18,511
6 0,51560338
Ecart | 2,4111768 | 3,242657 0,7238497 | 6,0885 | 0,75678
type 5 0 3 5 4
2,3563
6 0,08950763
Tableau II1.36 : diamétre des hépatocytes pour le lot témoin.
Rapport
Hepatocyte.(um) Noyau(pum) nucléocytoplasmiqu
e(um)
L1 L2 T2 L1 L2 T
| 1586 | 18,508 | 17,184 | 3,873 | 4958 | 44155 0,34581196
2 1664 | 17,66 | 17,15 5869 | 4,115 4,992 0,41059385
3 23297 | 13,453 | 18375| 7,184| 5826| 6,505 0,54802022
4 19437 | 14,666 | 17,0515 704 |  5404| 6272 0,58184517
5 18,104 | 17,998 | 18,051 5025| 5772| 5,3985 0,42667457
6 23,003 | 18,617 | 2081| 7,503| 5772| 6,6375 0,46833657
7 16,198 | 13,665 | 14,9315| 7,503 71| 17,3015 0,95694626
8 20,69 | 16,447 | 18,5685 621| 5508| 5859 0,46099374
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9 13,609 12,402 | 13,0055 6,675 5,413 6,044 0,86820369
10 14,517 13,171 13,844 4,61 6,403 5,5065 0,66044978
1 16,672 13,799 | 15,2355 5,661 6,001 5,831 0,62002233
12
15,815 12,108 | 13,9615 5,692 5,188 5,44 0,63838526
13
20,609 16,73 | 18,6695 6,794 5,58 6,187 0,49565392
14 16,623 16,302 | 16,4625 5,334 5,148 5,241 0,46704986
15
16,858 19,526 18,192 4,909 5,869 5,389 0,42091697
16 16,967 14,311 15,639 6,218 5,917 6,0675 0,63391318
17 18,45 14,004 16,227 6,021 3,873 4,947 0,43856383
18 14,318 16,378 15,348 6,631 5,636 6,1335 0,66563568
19
16,317 15,192 | 15,7545 4,904 5,571 5,2375 0,49800323
20 19,144 12,945 | 16,0445 6,237 5,014 5,6255 0,53992706
Moyen
ne
16,5252 5,75152
17,6564 | 15,3941 5] 5,99965 5,5034 5 0,55729736
Ecart
type
2,68171 | 2,26443 | 1,92222 | 1,00840 | 0,70910 | 0,66994
566 974 433 626 696 747 0,15300257
Tableau II1.37 : diamétre des hépatocytes pour le lot culture.
Hepatocyte.(um) Noyau(pum) rapport
nucléocytoplasmique
L1 L2 T/2 L1 L2 T/2
1 218571 191641 505105 | 185 6213 6199 043314817
2 18,028 14,14 | 16,084 | 8,653 8,106 8,3795 1,08761114
3 18,758 | 17,297 | 18,0275 | 7,801 7,452 7,6265 0,7332468
4 20,393 | 14,674 | 17,5335 | 8,324 7,117 7,7205 0,78676246
5 1836 | 17,532 | 17,946 | 7,971 8,86 8,4155 0,88300719
6 18,565 | 13,097 | 15,831 7,28 6,621 6,9505 0,78266989
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7 1789 | 16,568 | 17,229 | 7,92| 7,734 7,827 0,83248245
8 17,477 | 18,413 | 17,945 | 7,151 7,965 7,558 0,72764032
9 20,702 | 17,614 | 19,158| 6,325| 6,107 6,216 0,48029671
10 18,629 | 15,601 | 17,115| 7,084| 6,586 6,835 0,66488327
1 19,734 | 15232 | 17483 | 7.829| 7783 7,806 0,80665496
12 19437 | 15255 | 17346 | 7.845| 7415 - 0.78530259
13
14 21,035 | 18,114 | 19,5745 | 7,732 7,12 7,426 0,61126888
15

18,0811 1494 | 4651095 | 7425| 7.286| 93555 0,80344074
16 20,154 | 12,93 | 16,542| 781 | 6,801 | 73055 0,79093813
17 19,176 | 11,462 | 15,319 6,5 6,3 6,4 0,71756923
18 17,004 | 13,706 | 15355| 6,378 | 5315| 5,8465 0,6148709
19

184691 22805 | 55 637 8 7,636 7,818 0,60987597
20 19,6581 16,722 189 | > 6,389 5,816 0,47001778
Moyenne

19,18475 | 16,16485 | | O 0 | 7,36525 6,389 | 7,23665 TN
Ecart
type 127825 | 260590 | | o, | 084898 | 0.827912 | 0,7797136 SRS
Tableau II1.38 : analyse de Variance ANOVA sur le rapport nucléocytoplasmique des

hépatocyte des 2 lot traitées.

Témoin /culture Témoin/Biopesticide Culture /Biopesticide
P 0,002566522 0,299487663 1,40337E-05
Résultat Hautement Non significatives Tres hautement
significatives significatives




