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RESUME 

 

 

Le Novacrid ®, développé à base de spores de Metarhizium anisopliae var. acridum, 

occupe une place importante parmi les méthodes alternatives de la lutte antiacridienne. 

L’application généralisée de ce biopesticide peut favoriser l'apparition de mycoses chez les 

mammifères. Dans la présente étude, nous avons recherché l’inflammation rénale chez les souris 

femelles traitées par voie orale avec Novacrid et avec les spores de culture de M. anisopliae var. 

acridum à raison de la même dose 1,4 x 108 spores/ml. Les souris ont fait l’objet d’une pesée 

hebdomadaire. Les traitements sont appliqués en trois fois a une période de 14 jour  par la voie 

orale .Le sang est recueilli pour la détermination des teneurs plasmatiques en l’urée et créatinine. 

Les reins sont prélevés, pesés et destinés à l’étude histopathologiques.  

 

 Les différents traitements n’ont aucun effet significatif sur la croissance pondérale des 

souris ni sur le poids relatif des reins. Les changements en urée et en créatinine chez les souris 

traitées sont non significatifs. L’analyse histologique révèle des images de dilatation des 

capillaires interstitiels et glomérulaire, dégénérescence locale des tubules corticales et 

médullaires et congestion sanguine modérée. Tous ces résultats nous laissent suggérer 

l’installation discrète  de l’inflammation rénale qui est inaperçue à l’échelle fonctionnelle suite à 

l’administration subaiguë des spores conditionnées et germées de Metarhizium anisopliae var. 

acridum. 

 

Mots clés: Histopathologie, Inflammation rénale, Metarhizium anisopliae var. acridum, 

Novacrid, Souris femelles. 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Novacrid ®, developed from spores of Metarhizium anisopliae var. acridum, occupies an 

important place among the alternative methods of locust control. The widespread application of 

this biopesticide can promote the development of mycosis in mammals. In the present study, we 

investigated renal inflammation in female mice treated orally with Novacrid and with culture 

spores of M. anisopliae var. acridum at the same dose 1.4 x 108 spores / ml. The mice were 

weighed weekly. The treatments are applied three times orally with an interval of 5 days. Blood 

is collected for the determination of plasma levels of urea and creatinine. The kidneys are 

removed, weighed and intended for histopathological study. 

The different treatments have no significant effect on the weight growth of the mice or 

on the relative weight of the kidneys. Changes in urea and creatinine in treated mice are 

insignificant. Optical microscopy reveals dilated images of interstitial and glomerular capillaries, 

local degeneration of cortical and medullary tubules, and moderate blood congestion. All these 

results suggest the discreet installation of renal inflammation that is unobservable at the 

functional scale following the subacute administration of conditioned and germinated spores of 

Metarhizium anisopliae var. acridum. 

Key words: Histopathology, Renal inflammation, Metarhizium anisopliae var. acridum; 

Novacrid, female mice. 
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 ملخص

النوفاكرید تم تطویره من أبواغ الفطر الممرض للحشرات میتاریزیوم أنیزوبلیا فار اكریدوم یحتل مكانة كبیرة بین الطرق 

البدیلة لمكافحة الجراد أن التطبیق واسع النطاق لھذا المبید الحیوي یمكن أن یعزز تطویر الفطریات عند الثدییات، نسعى في 

  1.4×810ھاب الكلوي عند إناث  الفئران المعالجة عن طریق الفم بمیتاریزیوم انیزوبلیا المستنبت عملنا ھذا البحث عن الالت

ثم استرجاع الدم لتحدید ‘أبواغ مل مع وزن الفئران أسبوعیا تم تطبیق نفس الجرعات ثلاث مرات عن طریق الفم /بوغ 

  .لتوجھ نحو الدراسة النسیجیة المرضیة  مستویات الیوریا و الكریاتنین في البلازما ونزع الكلى مع وزنھا

العلاجات المختلفة لیس لھا تأثیر معتبر على وزن الفئران أو على الوزن النسبي للكلى وأیضا إحصائیا لیس لھا تأثیر  

.معتبر على مستوى الكریاتنین و الیوریان   

لأنابیب القشریات النخاعیة ، و  یكشف المجھر عن صورة موسعة للشعیرات الدمویة الخلویة ، والتنكیس الموضعي

كل ھذه النتائج تشیر إلى التثبیت لالتھاب كلوي الذي لا یمكن ملاحظتھ على نطاق وظیفي بعد إعطاء . احتقان الدم 

.الأبواغ المتبرعة و الأبواغ المتكیفة على شكل نوفاكرید بجرعة تحت الجلد  

.لتھاب الكلوي ، میتاریزیوم فار اكرید، نوفاكرید،أناث الفئران الدراسة النسیجیة المرضیة ،الا  :المفتاحیّة الكلمات  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

LISTE DES ABREVIATIONS 

 

FG : c’est  la formulation à base des spores germées. 

FN: c’est formulation à base des spores de Novacrid®. 

H.E: Hématoxyline-Eosine. 

N.M.R.I.:  Naval medical research institute. 

tobs : Valeur de « t » observée. 

tth : Valeur de « t » théorique de la table. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

GLOSSAIRE 
 
 

Atrophie : diminution de volume d’une cellule ou d’un tissu ou d’un organe  d'origine 

pathologique ou physiologique (Jeuge-Maynart et al., 2010). 

Congestion: accumulation anormale du sang dans les vaisseaux d’un organe ou d'une partie 

d'organe (Jeuge-Maynart et al., 2010). 

Hypertrophie : est une augmentation du volume d’un tissu ou d’un organe, liée soit à une 

hypertrophie cellulaire, soit à une hyperplasie, soit aux deux à la fois (Jeuge-Maynart et al., 

2010). 

Destruxines: des composés toxiques non enzymatiques produits par Metarhizium anisopliae 

qui lui permettent de surmonter les mécanismes de défense de l’hôte et de proliférer 

(Benserradj, 2014). 

Entomopathogène : Le mot « champignons entomopathogènes » ou « champignons qui 

provoquent des malades aux insectes » est limité aux genres ou aux espèces qui peuvent être 

des agents pathogènes d'arthropodes (Benserradj, 2014). 

Hydrocarbures cuticulaires: sont des composés chimiques constitués uniquement de 

carbone et d’hydrogène, Ils servent essentiellement à protéger contre la dessiccation chez 

insecte (Chung et Carroll, 2015). 

Mucilage hygroscopique: Substance végétale qui gonfle au contact de l'eau et produit une 

substance visqueuse semblable à la gélatine et qui a tendance à absorber l'humidité de l'air 

(Jeuge-Maynart et al., 2010). 

Mésophile: est une forme de vie qui prospère au mieux dans des conditions de température 

modérée (Jeuge-Maynart et al., 2010). 

Nécrose : se traduit par des altérations du noyau et du cytoplasme de la cellule suivies 

éventuellement par des modifications des éléments extracellulaires (Chung et Carroll, 2015). 

Saprophyte : est un organisme végétal, fongique ou bactérien capable de se nourrir de matière 

organique non vivante  (Benserradj, 2014). 
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INTRODUCTION 

 

 

L’utilisation des produits phytosanitaires a considérablement diminué la pénibilité du 

travail au champ tout en permettant une production suffisante et à moindre cout pour satisfaire 

aussi bien le marché que le consommateur (Deravel et al., 2014). Cependant l'application 

massive de ces produits continue à apporté des effets néfastes sur la santé humaine, animale et 

sur les écosystèmes. De plus, l’exposition aux pesticides chimiques favorise l’expression de 

mécanismes de résistance chez les insectes ravageurs agricoles et causent des effets létaux ou 

sublétaux sur des espèces d’insectes non cibles (Boudjelida, 2010 ; Jeschke, 2016). 

 

Pour minimiser les répercussions négatives des pesticides chimiques, de nouvelles 

orientations sont considérées. La lutte biologique, précisément par utilisation de micro-

organismes entomopathogènes est une alternative très prometteuse pour assurer une protection 

phytosanitaire performante (Arkam, 2019).  

 

L'un des plus intéressants champignons entomopathogènes qui appartient à la classe des 

Ascomycètes, Metarhizium anisopliae. Ce dernier a attiré l'attention de plusieurs chercheurs pour 

sa compétence dans l'infection d'une large gamme d’insectes (Nourrisson et al., 2017;  Mannino 

et al., 2019). Lors de l'invasion de l’hôte par les hyphes du champignon, des métabolites/toxines, 

principalement les destruxines sont émis. Ces derniers accélèrent la mycose et la mort de 

l'insecte (Kilic et al., 2019). 

  

En Algérie, de nombreux essais ont été menés, dans les conditions de laboratoire et de 

terrain avec la souche IMI 330189 de M. anisopliae var. acridum développée en biopesticide 

Green muscle. Ces essais ont révélé des résultats très satisfaisants sur le criquet pèlerin 

(Kooyman et al., 2005) et sur le criquet marocain (Chaouch, 2015; Arkam, 2017-a).   

 

Plusieurs recherches toxicologiques faites sur des modèles de mammifères ont considéré 

M. anisopliae comme ni pathogène ni toxique avec des risques minimes et acceptables dans les 



écosystèmes (Zimmermann., 2007; Toriello et al., 2009). Cependant, des cas rares de mycoses 

causées par ce champignon entomopathogène sont signalés. D’après Nourrisson et al. (2017), 

une analyse documentaire approfondie a enregistré 19 cas de mycose au Metarhizium spp. Chez 

les humains et un seul cas chez les chats entre 1997 et 2015. Néanmoins, aucun de ces cas, la 

mycose n’a été associée à l’utilisation du champignon comme biopesticide. L'exposition accrue 

des humains et des animaux au Metarhizium spp. en raison de l’utilisation commerciale et le 

nombre croissant des personnes immunodéprimées peuvent favoriser une augmentation du 

nombre de mycoses causées (Roberts et St-Leger, 2004 ; Nourrisson et al., 2017). 

 

 Vu le manque des tests de toxicité chez les mammifères avec la souche EVCH077 de 

M. anisopliae var. acridum, développée en biopesticide Novacrid®, nous nous sommes 

intéressés dans le présent travail par l’étude de quelques aspects de la toxicité orale subaigüe de 

la souche fongique EVCH077 avec deux formulations aqueuses, germée et conditionnée au 

niveau des reins des souris femelles de souche M.N.R.I.  

 

Le travail comporte trois chapitres. Dans le premier chapitre, nous rapportons des rappels 

bibliographiques sur les biopesticides et la toxicité rénale. Le deuxième chapitre comporte le 

détail du matériel et des techniques utilisés. Les résultats obtenus sont rapportés et discutés dans 

le troisième chapitre. A la fin, une conclusion et des perspectives seront présentées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



I.1.GENERALITES SUR LES BIOPESTICIDES 

 I.1.1.Définition 

 

Les biopesticides sont à base d’organismes vivants ou des produits issus de ces 

organismes, ayant la particularité de tuer ou délimiter la densité des ravageurs de cultures 

(Deravel et al., 2014).Ils sont efficaces en petites quantités et se décomposent rapidement sans 

engendrer des effets néfastes sur la santé humaine et l’environnement (Damalas et al., 2018). 

 

I.1.2. Classification 

  

Les biopesticides peuvent être classés en trois grandes catégories selon leur nature 

(Deravel et al., 2014). 

 

I.1.2.1. Biopesticides végétaux 

 

Certaines plantes produisent des substances actives ayant des propriétés insecticides. 

Parmi ces plantes, le pyrèthre qui est un insecticide naturel dérivé des fleurs de Tanacetum 

cinerariifolium dont ses principes actifs sont les pyréthrines. Ces derniers agissent en perturbant 

la conduction nerveuse chez l’insecte par un ralentissement de la fermeture des canaux Na+ au 

cours de la phase de reconstitution du potentielle d’action des neurones. En conséquence une 

hyperactivité suivie de convulsion chez l’insecte (Chen et al., 2018).  

 

Parmi les biopesticides végétaux les plus utilisés, l’huile de neem qui est un insecticide 

extrait des graines d’Azadirachtaindica (Deravel et al., 2014). Ce dernier est efficace sur un 

grand nombre d'insectes et sur les acariens. L'ingestion de l’huile de neem provoque la paralysie 

du tube digestif de l'insecte entraînant sa mort. D'autre part, les larves n'arrivent plus à muer ce 

qui les empêche d'atteindre le stade adulte. Elles finissent elles aussi par mourir (Radhika, 2018). 

 

I.1.2.2.Biopesticides animaux 

Les biopesticides d’origine animale  sont des animaux comme les parasites, ou des 

molécules dérivées d’animaux, souvent d’invertébrés comme les venins d’araignées. Ce type des 

pesticides biologiques sont des substances produits par un organisme et qui changent le 



comportement d’individus de la même espèce ou d’espèces différentes. En effet, ils ne vont pas 

provoquer la mort des bio-agresseurs, mais plutôt créer une confusion chez ces derniers. Cette 

confusion les empêchera de se propager dans la zone traitée (Deravel et al., 2014).  

  

I.1.2.3.Biopesticides microbiens 

Cette catégorie de biopesticides comprend les microorganismes entomopathogène y 

compris les bactéries, les champignons, les oomycètes, les virus et les protozoaires (Senthil-

Nathan. 2015). 

Les champignons entomopathogènes attirent l'attention de plusieurs chercheurs pour leur 

compétence dans l'infection d'une large gamme d’insectes. Comme les ravageurs de l’agriculture  

ou vecteurs de maladies (par exemple, moustiques, punaises embrassâtes, mouches tsé-tsé) 

(Mannino et al., 2019). 

Parmi les microorganismes utilisés en lutte biologique, il existe plus de 700 espèces de 

champignons entomopathogène, Ils appartiennent au phylums suivants: Chytridiomycota, 

Zygomycota, Oomycota, Ascomycota et Deuteromycota (Murillo-Alonso et al., 

2019).Cependant, les genres Metarhizium, Beauveria, Lecanicillium et Isaria sont les plus 

utilisés et les plus commercialisés en raison de leur large éventail d’hôtes (Murillo-Alonso et 

al.,2019). 

I.1.3. Biopesticides a base du Metarhizium anisopliae 

 

Metarhizium anisopliae est un champignon entomopathogène largement utilisé comme 

agent de lutte biologique dans le monde entier pour réguler les populations d'insectes affectant 

les zones agricoles (Navarro-Barranco et al., 2019). 

Cette espèce comprend un grand nombre de souches différentes et d’isolats de diverses 

origines géographiques et de différents types d’hôtes. Le genre Metarhizium comprend les 

saprophytes du sol appartenant aux Hyphomycètes. Ce genre est parmi  les moisissures les plus 

communément isolées à partir de sols cultivés ou naturels, ils  se retrouvent dans régions 

tropicales et tempérées (Nourrisson et al., 2017). 

I.1.3.1.Classification 



La classification est basée sur les caractères morphologiques du mycélium et 

des conidies et comme ces caractéristiques sont assez limitées elles ont compliqué la taxonomie 

(Bidochka et al., 2015). 

La classification de Metarhizium anisopliae est la suivante :  

Règne : Fungi 

Embranchement : Dikarya 

Sous-embranchement : Ascomycota 

Classe : Pezizomycotina 

Ordre : Hypocreales 

Famille : Clavicipitaceae 

Genre : Metarhizium 

Espèce : Metarhizium anisopliae 

 

I.1.3.2.Morphologie de Metarhizium anisopliae 

 D’après Zimmermann (1993 à 2007), Metarhizium anisopliae peut être aisément 

identifié par les spores ovoïdes vertes de longueur variant de 5 à 8 µm qui sont produites en 

chaînes et qui forment une couche compacte de spores. Les colonies vertes de ce champignon 

sont formées d’une agrégation des chaines de conidies. Metarhizium anisopliae apparait blanc 

avant la maturation des spores et il devient après vert foncé. Cette espèce est caractérisée par des 

conidiophores de longueur variable sont relativement courts, irrégulièrement ramifiés ou non et 

arrangés en groupes compacts formant une masse, les spores sont allongées avec des cotés 

parallèles (Bischoff et al., 2009). 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Figure1 : Aspect macroscopique de 

Figure2 : Aspect microsco

a. Gr × 100 / 

I.2.4 .Mode d’infection 

Les champignons entomopathogènes infectent généralement les insectes par pénétration 

directe de la cuticule suivie de multiplication dans 

stigmates ou la voie digestive (Chaouch., 

a 

Aspect macroscopique de Metarhizium anisopliae var. acridum (originale).

Aspect microscopique de Metarhizium anisopliae var. acridum

. Gr × 100 / b. Gr× 100 avec Zoom (originale). 

 

Les champignons entomopathogènes infectent généralement les insectes par pénétration 

directe de la cuticule suivie de multiplication dans l'hémocœle (Kilic et al., 2019) ou bien par 

stigmates ou la voie digestive (Chaouch., 2009). 

b 

(originale). 

 

Metarhizium anisopliae var. acridum 

Les champignons entomopathogènes infectent généralement les insectes par pénétration 

., 2019) ou bien par les 

Spores  



Le mode d'infection de Metarhizium anisopliae var acridum se divise en quatre étapes 

distinctes qui sont l'adhésion, la germination, la pénétration et la dissémination (Brunner-

Mendoza et al., 2019) ( Figure 3).  

 

Phase d'adhésion : Les principales protéines impliquées sont des andésines spécifiques. Une 

fois fixer, les spores  produisent  activement un mucilage hygroscopique qui permet la 

modification de l'épicuticule de l'insecte facilitant la germination des spores et peut créer un 

environnement favorable aux enzymes exo- cellulaires libérées par ces dernières (Brunner-

Mendoza et al., 2019). 

Phase de germination: La germination des spores dépend de nombreux facteurs biotiques, tels 

que les hydrocarbures cuticulaires des insectes ainsi que des facteurs abiotiques (température, 

rayonnement solaire et humidité) (Brunner-Mendoza et al., 2019). Après la fixation, Les spores 

émettent un tube germinatif continue de s'allonger et forme un hyphe qui traverse les assises 

supérieures de l’insecte pour pénétrer à l’intérieur de celui-ci. Le champignon forme 

l’appressorium qui lui permet le prélèvement des substances nutritives nécessaires à son 

développement et à sa reproduction. 

Phase de pénétration: Les hyphes sortant pénètrent dans la cuticule de l’insecte à l’aide des 

enzymes (protéases et chitineuses) qui attaquent et dissolvent la cuticule permettant aux spores 

de pénétrer à travers la cuticule et de se développer dans le corps de l'insecte. 

Phase de dissémination: La colonisation de l'hôte se fait lorsque le champignon parvient à 

surmonter les mécanismes immunitaires de défense de l'insecte et envahit l’hémolymphe, cela 

peut être facilitée par une rapide reproduction et formation de mycéliums par le champignon, 

ainsi qu’une forte production des métabolites secondaires ou des toxines tels que les destruxines 

qui paralysent et tuent l’hôte (Zimmermann ,2007 ; Benserradj 2014 ; Brunner-Mendoza et al., 

2019). 

La mort de l'insecte survient en général après l'infiltration des différents tissus par les 

filaments mycéliens causant des dommages par destruction des tissus, entraînant la mort de 

l’hôte, si les conditions de l’environnement sont favorables, du mycélium commence à sortir des 

articulations. Au bout d’un certain temps, le champignon fructifie et le cadavre devient vert, un 

phénomène appelé “ la muscardine verte” (figure 4). Les spores se disséminent peu à peu dans le 

sol pour infecter d’autres criquets causant ainsi une épidémie.  



 

Figure 3 : mode infection Metarhizium anisopliae var acridum chez l'hôte 

 (Thomas et Read, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a :Adulte de Locusta migratoria , b: Larve L4 de L.migratoria. (Bissaad, 2012), c : Ailé de Dociostaurus 
maroccanus (Chaouch, 2015). 

Figure 4:  Images d’acridiens infectés par Metarhizium anisoliae var.acridum. 

 

I.2.5.Toxicité et pathogénicité de Metarhizium anisopliae 

Les premiers tests de toxicité de M. anisopliae chez des rats blancs adultes ont été menés 

par Schaerffenberg, (1968) par injection, inhalation et par ingestion. Ces tests  n'ont montré 

aucune toxicité. 



Shadduck et al. (1982) ont recherché l’effet pathogène de Metarhizium chez des rats, des 

souris et des cobayes. Il n'y avait aucune preuve d'irritation oculaire ou de germination des 

spores dans les différents tissus étudiés. Metarhizium anisopliae a été retrouvé dans l'estomac, 

les poumons et la rate après 2 semaines d'exposition des souris à des poussières de spores  mais 

pas à la fin de la 3e semaine.  

El-Kadi et al. (1983) ont rapporté des résultats d'innocuité de Metarhizium anisopliae 

chez des cobayes et des souris blanches testé par l’administration orale et application cutanée. 

Les examens histopathologiques suggèrent le non toxicité de ce champignon chez les animaux 

expérimenté.  

De même, des études histopathologiques de toxicité aiguë et chronique rénales réalisés 

par Fan et al. (1990) et Siegel et Shadduck, (1990) chez des rats, souris et cobayes ont souligné 

la biosécurité de M. anisopliae administrés par différentes voies chez les animaux qui ne 

présentait aucun signe d'infection ni de maladie.  

Dans un autre test, l’administration orale et parentérale de suspensions de spores de M. 

anisopliae à des rats albinos pendant 21 jours ne révèle aucune anomalie de comportement ou de 

déséquilibres des paramètres sanguins testés (Jevanand et Kannan ,1995).  

Metarhizium anisopliae a été considéré ni pathogène ni toxique pour les mammifères 

(Zimmermann., 2007). Cependant, certains rapports récents démontrent qu'il est capable de 

causer des infections chez les mammifères, y compris les humains  (Anand et al., 2010 ; 

Goodman et al., 2018). 

  Quelques infections normales chez les mammifères et les humains ont été rapportés par 

plusieurs auteurs. Une kératite est signalé chez un homme immunocompétent (Cepero de Garcia 

et al  1997), et deux cas de sinusite (Revankar et al, 1999). Un autre cas chez les mammifères a 

impliqué un chat atteint de rhinite envahissante due aux M. anisopliae de  (Muir et al., 1998). 

Quatre cas d'infections oculaires à M. anisopliae ont été rapportés par Eguchi et al. (2015) chez 

des humains sains ou qui présentent d’autres pathologies. Des lésions de la peau causées par M. 

anisopliae sont décrites chez un patient adulte atteint par la leucémie aiguë myéloïde  (Osorio et 

al., 2007). Un cas de mycose invasive et disséminée causé par Metarhizium anisopliae chez un 

enfant immunodéprimée (Burgner et al., 1998). D’après Goettel  et Jaronski (1997), la société 

Mycotech a observé une toxicité extrême chez la souris après une provocation pulmonaire 

(intranasale) par un isolat de M. anisopliae var. anisopliae.  



En revanche, la plus part des expériences sur la sécurité de ce champignon chez les 

animaux étaient négatives et ne présentent pas d’effet nuisible sur la santé (Zimmermann, 2007) 

considérant M. anisopliae  comme sûr avec un risque minimal et acceptable pour les vertébrés, 

l'homme et l'environnement  (Goodman et al., 2018 ; Brunner-Mendoza et al., 2019). 

 

I.2. Toxicité rénale 

Le rein est le deuxième organe vital ciblé par de nombreuses substances. Cette sensibilité 

s’explique par sa structure et ses fonctions. Les reins possèdent une surface d’endothélium 

vasculaire la plus importante de l’organisme et même joue un rôle crucial dans la détoxification 

de nombreuses substances appelées néphrotoxines. Ces substances peuvent inclure des 

champignons, des médicaments anticancéreux tels que le cisplatine, des antibiotiques tels que les 

aminosides et des métaux lourds comme l’uranium (Barnett et  Cummings,  2018). 

I.2.1. Nature des lésions 

Le rein est constitué de nombreux types de cellules organisées dans le néphron, unité 

fonctionnelle du rein (Figure 5).Tous stimuli induisant la perte de ces cellules peuvent provoquer 

aussi  des lésions et des insuffisances rénaux (Barnett et Cummings, 2018). 

 

Figure 5 : Anatomie du rein (Atlas de Hill sur l'anatomie clinique vétérinaire, 2017). 

          Il ya principalement trois types de lésions pouvant conduire à un état d’insuffisance rénale 

aigue ou chronique : la nécrose tubulaire aigue,  la néphrite interstitielle et  la glomérulonéphrite. 



Les tubes distaux et proximaux sont la cible principale des molécules néphrotoxiques (Fontaine, 

2012). 

 

a. Nécrose tubulaire aigüe  

La nécrose tubulaire aiguë est la cause la plus courante de lésion rénale aiguë qui se 

manifeste primairement par l’altération ou la destruction des cellules épithéliales des tubes 

rénaux. Elle peut être due à l’action directe du toxique ou indirect par une ischémie (Bourouhou 

et al., 2016). Les lésions tubulaires de la nécrose tubulaire aiguë peuvent se manifester 

histologiquement par un épithélium tubulaire aplati régénératif sans nécrose et par la 

dégénérescence de cellules isolées ou par une nécrose franche (Fontaine, 2012). 

 

b. Néphrite tubulo-interstitielle 

La néphrite tubulo-interstitielle est une lésion primitive des tubules rénaux et de 

l'interstitium qui induit une réduction de la fonction rénale. La forme aiguë est le plus souvent 

due à des réactions allergiques aux médicaments ou à des infections. Alors que la forme 

chronique est associée à un ensemble de causes diverses, dont des maladies génétiques ou 

métaboliques, l'exposition chronique à des toxines environnementales ou à certains médicaments 

et plantes (Mathilde et al., 2019). 

c. Glomérulonéphrite  

La glomérulonéphrite est une inflammation du glomérule et peut être induite à la fois par 

des néphrotoxiques et des pathologies rénales. Cette maladie néphrotique caractérisée par des 

niveaux plus élevés de prolifération cellulaire et des changements dans la membrane basale 

glomérulaire et hématurie et  par des taux plus élevés de protéinurie et créatinine. Elle peut 

altérer l'architecture et la fonction des cellules épithéliales des podocytes du glomérule (Barnett 

et Cummings ,2018). 

I.2.2.  Substances  néphrotoxiques  d’origine biopesticide 

Généralement,  les pesticides et les biopesticides ont des effets toxiques néfastes sur les 

reins (Valcke et al., 2017 ;  Mossa et al., 2018). 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S176972551830590X


 Avermectines  

L’étude de la toxicité subaiguë du biopesticide avermectine a été réalisée chez des rats 

adultes. Les groupes traités recevaient 2,13 mg/jour d’avermectine par voie orale pendant 

28 jours. Ce biopesticide a provoqué une baisse significative (p < 0,05) des poids absolu et 

relatif des reins, ainsi qu’une augmentation significative de la concentration plasmatique en 

créatinine et en acide urique. L’analyse des coupes histologiques des reins des rats traités par ce 

produit montre une structure rénale altérée avec dégénérescence au sein des glomérules et des 

tubes urinifères, une congestion et une hémorragie intra-glomérulaires (Khaldoun et al ., 2015). 

 

 Bactérie entomopathogène Bacillus thuringiensis 

Les travaux de Lemos et al. (2013) ont rapporté que la toxine de Bacillus thuringiensis induit 

une nécrose, une dégénérescence des tubules et glomérulonéphrite proliférant dans les reins de 

rates gavées avec une dose de 370 mg /100 g quotidiennement  pendent  21 jour (Moussa, 2018).  

 

 Pyréthrines 

Le parenchyme rénal des rats traités avec des pyréthrines à raison de 170 mg/ kg/ j 

pendant une période de 3 mois a révélé des dommages au niveau des reins. 

De nombreuses altérations sont notées avec dégénérescence dans les tube rénaux (Moussa et al.,  

2018). 

  

 Spinosad 

L’effet toxique du spinosad à raison 35 et 350 mg /kg  sur certains paramètres 

biochimiques et histologiques du rein de souris mâles a été évalué. Une augmentation 

significative de la concentration en urée dans le sérum est noté chez des souris mâles a reçu 350 

mg / kg de spinosad. Au niveau histologique, une dégénérescence cytoplasmique et une nécrose 

des cellules rénales a été observé (Moussa et al.,  2018). 

 

I.2.3. Marqueurs de la Toxicité rénale 

Les marqueurs biologiques de la toxicité rénale peuvent être en rapport avec l’étiologie 

de l’insuffisance rénale et avec les lésions cellulaires et leur réparation. Les lésions induites par 

des substances toxiques peuvent se produire au niveau des cellules du glomérule, de 

l’interstitium ou des tubules avec une libération de marqueurs correspondant au niveau 



lésé. Selon le type d’affection rénale, il ya des biomarqueurs également sont perturbées comme le 

taux plasmatique de l’urée de la créatinine, le volume urinaire et même le a1-microglobuline et 

b2microglobuline etc… (Zaoui et Bouleghlimat, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Dans le cadre de l’étude de la biosécurité d’un champignon entomopathogène, 

Metarhizium anisopliae var. acridum, notre travail a pour objectif  la recherche quelques aspects 

de la toxicité orale subaigüe des spores chez des souris femelles adultes de souche N.M.R.I. 

Cette toxicité est évaluée sous deux formes, à savoir la forme germinative des conidies et la 

forme conditionnée en matière active du biopesticide Novacrid®. L’évaluation est basée sur la 

recherche des effets des deux traitements sur le poids corporel et sur les teneurs plasmatiques en 

urée et en créatinine ainsi que sur la structure du parenchyme rénal.  

L’expérimentation animale est réalisée au niveau de la station expérimentale de la 

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie à l’Université Blida 1. Les dosages sanguins sont 

effectués au  laboratoire des analyses  médicales à Boufarik. Alors que l’étude histologique est 

réalisée au niveau de laboratoire de cytologie au Centre Hospitalo-universitaire de N’FFISSA 

HAMOUD à Hussein Day, Alger. Notre travail a duré 8 mois de novembre au juin 2019. 

 

II.1. MATERIEL 

 
   II.1.1. Animaux 
 

Notre étude est portée sur 12 souris de souche N.M.R.I provenant de l’institut Pasteur-

Alger. Les animaux sont répartis dans des cages en plastique équipées d’une couche de sciure et 

de biberons. La sciure est renouvelée chaque deux jours afin d’entretenir les conditions 

d'hygiène appropriées. L’eau et la nourriture sont administrées ad libitum. L’alimentation 

standard est sous forme de croquets, composée d’un concentré équilibré en protéines, glucides, 

lipides, vitamines et sels minéraux (Tableau I, Annexe 1). 

Les souris de poids corporel moyenne 25,26g sont soumises à des conditions de 

température et d’éclairage contrôlées (de 25 à 30°C avec un cycle de 12h de lumière / 12h 

obscurité). 

 

   II.1.2. Champignon entomopathogène  

La souche fongique utilisée est Metarhizium anisopliae var. acridum (Ascomycota : 

Hypocreales : Clavicipitaceae) (souche EVCH077). Les conidies de cette souche sont 

développées en un  biopesticide entomopathogène dont le nom commercial est NOVACRID®. 

Ce produit est sous forme de poudre fine de spores de couleur vert militaire sans odeur 



particulière. Le biopesticide appartient à la gamme NOVAPROTECT, fabriquée par la société 

Eléphant Vert au Maroc et est conditionné dans des sachets de 1kg (contenant au minimum 5 x 

1010 conidies /g). Le biopesticide est fourni par l’institut National de Protection des Végétaux 

(INPV) d’El-Harrach. Il est conservé à 4°C.  

     II.1.3. Matériel non biologique 

Le matériel utilisé au cours de notre expérimentation comporte les équipements, les 

appareillages, la verrerie, les produits chimiques, les milieux de culture et les réactifs (Annexe1).    

II.2. METHODES 

 

    II.2.1.Préparation des formulations de traitement 

 

L’inoculation orale des souris avec Metarhizium anisopliae est réalisée sous les mêmes 

conditions expérimentales avec les deux formulations aqueuses titrées à la concentration 1,4 X 

108 spores /ml.  

 La première est à base de spores de Metarhizium acridum nouvellement germés après 

mise en culture.  

 La deuxième formulation, à base des spores de la même souche, constitue la matière 

active de Novacrid. 

          II.2.1.1. Préparation de la formulation à base de spores nouvellement germés (traitées 1) 

Les manipulations sont réalisées selon les méthodes décrites par Chaouch (2015) et 

Arkam (2019). 

 Culture de Metarhizium anisopliae 

Pour la production des spores de M. anisopliae, nous avons utilisé le milieu PDA (Potatos  

Dexton Agar) (Annexe 1), stérilisé par une autoclavage réglée à 120°C. Les boites de Pétri, 

remplies à moitié, sont refroidies devant un bec de benzène jusqu'à ce que le milieu de culture 

soit solidifier et le couvercle de la boite devient sec. Les boites sont ensuite fermées 

hermétiquement et gardées dans une étuve à 28°C préalablement stérilisée (Annexe 1). 

Pour l’ensemencement du champignon, nous avons préparé une solution mère à base de 

spores de M. anisopliae extraites du biopesticide Novacrid.  



Comme les spores fongiques sont plus miscibles dans les formulations huileuses 

qu’aqueuses, nous avons utilisé  de l’huile de tournesol comme solvant organique naturel. Ainsi, 

0,9 g de la poudre de spores est diluée dans 20 ml de l’huile. La formulation huileuse obtenue est 

agitée manuellement pendant 10 minutes pour mieux désagréger les spores.    

Dans une étape suivante, nous avons ensemencé quelques gouttes de la suspension par la 

méthode de stries sur l’ensemble du  milieu de culture PDA. Les boites sont étiquetées et sont 

fermées hermétiquement par le parafilm. L’incubation des cultures est maintenue dans une étuve 

réglée à 28 °C. Au bout de trois jours, le champignon commence à proliférer. La fructification 

des spores est plus importante à partir de la deuxième semaine d’incubation. 

 Multiplication et purification de M. anisopliae 

  La purification de la souche nécessite le repiquage successif des colonies pures sur des 

milieux de culture vierges suivis par l’incubation à 25°C. L’identification de la souche 

Metarhizium acridum est confirmée par l’observation macroscopique des cultures et par 

l’observation microscopique sur  lame. Ces opérations sont répétées jusqu’à l’obtention en 

masses de cultures pures. Toutes les manipulations sont faites sous des conditions aussi stériles 

que possible à fin d’éviter toutes contaminations. 

 Récupération et quantification des spores produites 

À partir des cultures âgées de 15 à 20 jours ayant bien sporulées, nous avons gratté le 

contenu des boites de pétri avec une spatule stérile devant le bec Benzène. La méthode consiste 

à introduire l’ensemble des spores de chaque culture dans un flacon contenant 50 ml d’eau 

physiologique stérile. La solution mère est agitée pendant 10 à 15 minutes pour disperser les 

spores superposées.  

A fin de faciliter le comptage des spores, nous avons préparé des dilutions. Ainsi, nous 

avons prélevé 1ml de la solution mère et 3ml d’eau physiologie stérile (dilution 1/4). Les 

volumes prélevés sont mis dans un tube à essai et agités pendant 10 à 15 minutes. Nous avons 

procédé au comptage des spores produits à l’aide de la cellule de Mallassez (Annexe 1) en 

utilisant le microscope optique aux différents grossissements (x40 et x100).  

Pour le dénombrement de spores, trois prélèvements sont effectués à partir de la solution 

mère et trois répétitions sont faites pour chaque prélèvement. Nous avons par la suite calculé la 

moyenne de ces répétitions. 



Pour le calcul de la concentration en spores, nous avons utilisé la formule  décrite et 

utilisée par Chaouch et al. (2009 ; 2015). 

. 

100 spores                                              106  spores/ml 

Nombre de spores comptes dans 10 rectangles                    concentration en spores/ml 

C (spores/ml) = (106 x Nombre de spores) /100 

La solution mère est concentrée à 1,4 X 108 spores/ml  (D).    

     II.2.1.2. formulation à base de spores conditionnées en biopesticide (traitées 2) 

La recherche du poids des spores (g) à prélever du produit pour  l’obtention de D1 (D= 

1,4 X 108 spores/ml) sachant que 1g de Novacrid contient environ 5 × 1010 spores. 

                            1000 mg                                5 × 1010 spores                           

                            D1 (mg)                              1, 4 × 108 spores/ml    

                        

D1 (mg) =   1, 4 × 108 × 1000 =   2, 8 mg. 

5 × 1010 

Le poids correspondant à 1,4 ×108 spores est calculé à 2,8 mg de la matière active de 

Novacrid®. 

Nous avons préparé la solution de traitement avec le biopesticide (titrée à la 

concentration 1,4 × 108 spores/ ml) comme suit : avec une spatule stérile, nous avons prélevé 2,8 

mg de la poudre sèche de spores. Après la pesée, les spores sont introduites dans un flacon 

stérile contenant 10 ml d’eau physiologique stérile. La formulation ainsi préparée est agitée 

pendant 10 à 15 minutes pour bien désagréger les spores.  

 

II.2. METHODES 

      II.2.1. Expérimentation 

             II.2.2.1. Inoculation des souris 

Les souris sont réparties en trois groupes de quatre individus chacun avec un poids 

corporel moyenne de 25,26g. Après la mise à jeun la veille du chaque test, les souris sont 



inoculées par voie orale trois fois avec un intervalle de 6 jours entre chaque traitement. Chaque 

inoculum est préparé juste avant traitement.  

- Le premier groupe comporte les souris témoins qui sont gavées, sous les mêmes conditions, 

avec 1ml d’eau physiologie stérile. 

- Le deuxième groupe : les individus sont gavés avec 1 ml de la formulation à base des spores de 

Metarhizium anisopliae produites après la mise en culture à raison de 1,4 x 108 spores /ml. 

- Le troisième groupe : les individus  sont gavés avec 1 ml de la formulation à base des spores 

prélevées directement du biopesticide Novacrid® à raison de 1,4 x 108 spores/ml. 

          II.2.2.2. Suivi des souris  

 A fin de suivre l’évolution du poids corporel, les souris témoins et traitées sont pesées 

chaque trois jours à compter du premier jour de l’expérimentation. Les dernières pesées sont 

faites le jour du sacrifice.  

Durant l’expérimentation, les souris sont minutieusement observés à fin de suivre leur 

comportement et de rechercher les symptômes cliniques avant et après chaque gavage. De 

manière à déceler toutes les manifestations éventuelles de toxicité ou d’allergie consécutive à 

l'accumulation des spores de Metarhizium acridum dans l'organisme de ces rongeurs.                                                                                            

 II.2.2. Sacrifice des animaux et prélèvement des échantillons  

Après 14 jours d’expérimentation, les animaux sont sacrifiés par décapitation rapide. Le 

sang est récupéré dans des tubes héparinés est destiné à la réalisation de le dosage de l’urée et de 

la créatinine.    

La dissection des souris a permis de prélever les reins qui sont soigneusement 

débarrassés du tissu adipeux adhéré sur un lit de glace. Les reins sont rapidement pesés, coupés 

longitudinalement en deux fragments, placés dans des cassettes étiquetées et immergés dans le 

formol à 10% pour les fixés. 

II.2.3. Etude histopathologique  

L’étude histologique est réalisée selon les étapes décrites par Martoja et Martoja-Pierson 

(1967 ; modifié). 

           II.2.3.1.Fixation et rinçage 



Le but de la fixation est de conserver les tissus dans un état proche de l’état naturel à fin 

d’empêcher l’autolyse cellulaire. Après heures de fixation dans le formol, les reins sont rincés à 

l’eau courante pendant 24 heures. 

          II.2.3.2. Déshydratation, éclaircissement et imprégnation 

  Ces deux étapes sont effectuées dans un automate composé de plusieurs bacs. La 

déshydratation est réalisée dans des bains d’alcool éthylique de degrés croissants (70°, 95° et 

100°). L’éclaircissement est effectué dans trois bains de xylène. L’imprégnation est faite dans le 

xylène.  

         II.2.3.3.Inclusion et mise en bloc  

 L’inclusion est réalisée dans des moules de la paraffine pure. Les blocs obtenus sont 

refroidis rapidement sur une plaque métallique réfrigérée pendant environ 15 minutes.  

        II.2.3.4.Confection des coupes et collage 

 Les blocs obtenus sont coupés au microtome  « types Leica »  avec une épaisseur de 

3µm. Les rubans des coupes sont ensuite étalées dans un bain d’eau thermo statée (37°C) puis 

récupérés et collés sur les lames gélatinées. Les lames sont ensuite séchées dans une étuve à 40 

pendant 25 minutes. 

       II.2.3.5. Déparaffinage et réhydratation 

 Le déparaffinage est réalisé dans quatre bains de xylène pendant deux minutes chacun. 

Les coupes sont réhydratées dans quatre bains d’éthanol décroissant : 100° ; 95° ; 90° ; 70° 

pendant deux minutes chacun.  

      II.2.3.6. Coloration 

Le but de la coloration est de visualiser et de différencier certains composants tissulaires 

et cellulaires. Dans notre étude, nous avons appliqué deux types de coloration : 

 Coloration d’hématoxyline-Eosine 

C’est une coloration topographique qui permet de visualiser la morphologie des cellules 

(noyau bleu et cytoplasme rose violacé) afin de déterminer leur répartition, architecture et 

structure. 



 Coloration Trichrome de Masson 

C’est une coloration spécifique. Elle est utilisée pour mettre en évidence les éléments du 

tissu de soutien, en particulier le collagène ainsi les altérations tissulaires tel que les fibroses et 

les inclusions. Les étapes de colorations sont présentées dans l’annexe 1. 

      II.2.3.7. Montage et observation 

Une lamelle est fixée à laide d’un Eukitt sur chaque coupe. Les lames sont séchées et 

nettoyées par le xylène. L’observation microscopique est réalisée à laide d’un microscope 

photonique «Leica » aux différents grossissements : x40, x100 et x400. La prise des photos est 

effectuée à l’aide d’un appareil photos numérique. 

II.2.4. Détermination des teneurs plasmatiques de l’urée et de la créatinine 

 II.2.4.1. Urée plasmatique 

 Principe 

La méthode utilisée est une méthode enzymatique et colorimétrique basée sur l’action 

spécifique de l’urée ase qui hydrolyse l’urée en ions ammonium et carbonate. Les ions 

ammonium  réagis avec le salicylate et l’hypochlorite, en présence du catalyseur nitroprisuate 

pour former un indophénol vert. L’intensité de la couleur formée est proportionnelle à la 

concentration de l’urée dans l’échantillon (Tabacco et al., 1979). 

                                                              Uréase 
                          Urée                                                      (NH4+) 2 + CO2 
 

     NH4+ + Salicylate + ClONa                                             Indophénol 

 

 Mode opératoire 

Nous préparons les réactifs de travail R1 et R2 (Tableau II de l’annexe 1). Les réactifs 

restent stables pendant 1 mois en l’absence de contamination (2 à 8 °C). Nous pipetons : 

-Le blanc contient 1 ml R1. 

-L’étalon contient 1 ml de R1 + 10μl d’étalon. 

-Le contrôle négatif est composé de 1 ml de R1 + 10μl de contrôle négatif. 

-Le contrôle positif est formé de 1 ml de R1 + 10μl de contrôle positif. 

-Le dosage contient 1 ml de R1 et 10μl de sérum. 

Nitroprusiate 



Après incubation de 5 minutes dans une température ambiante, nous pipetons dans les 

tubes 1 ml de R2. Les tubes sont agités est incubés pendant 5 minutes à une température 

ambiante. 

 Lecture 

La lecture est réalisée après avoir régler le spectrophotomètre sur une longueur d’onde de 

580 nm contre le blanc. La coloration est stable pendant 30 minutes. 

        II.2.4.2. Créatinine plasmatique 

  Principe 

C’est une réaction colorimétrique cinétique avec l’acide picrique en milieu alcalin dont la 

cinétique de développement est mesurée à 490nm (490-510). La créatinine réagit avec l'acide 

picrique en milieu alcalin (NaOH) pour donner un complexe rouge orangé dont la vitesse de 

formation de la coloration est proportionnelle à la concentration de la créatinine dans 

l’échantillon (Bartels et Bohmer, 1971). 

     pH alcalin 
Créatinine + acide picrique                              complexe jaune orangé 

 
 
 
 

 Mode opératoire 

La solution de travail est obtenue par un mélange à volume égal des réactifs R1 et R2. Le 

mélange reste stable pendant 10 jours à la température de laboratoire (entre 15°C et 32 °C). 

Nous préparons les réactifs de travail R1 et R2 (Tableau 5 de l’annexe 1). 

Nous pipetons dans des tubes à essai : 

- Le blanc contenant 1ml de réactif de travail RT (500μl R1 + 500μl R2). 

-L’étalon est formé d’un mélange de 100μl de l’étalon et 1ml de RT. 

- Le contrôle négatif contient 1 ml de RT et 100μl de contrôle négatif. 

-Le contrôle positif contient 1 ml de R1 + 100μl de contrôle positif. 

- Le dosage est composé de 100μl de sérum et 1 ml de réactif de travail. 

 Lecture 

La densité optique du complexe formé au cours de la réaction est mesurée par un automate 

équipé d’un spectrophotomètre à une longueur d’onde de 582nm. 

 



II.2.5. Etude statistique  

Les résultants obtenus sont présentés sous forme de moyennes ± écart type (annexe 1). 

La normalité de la distribution des échantillons est vérifiée par un test de Shapiro-Wilk (Statistic 

Package for the Social Science) via le logiciel statistique S.P.S.S. Version 23. Les comparaisons 

intra et inter groupes sont effectuées par un test t de student.   

 Non significative lorsque p > 0,05 

 Significative (*) lorsque 0,05 > p > 0,02 

 Très significative (**) lorsque 0,02 > p > 0,01 

 Hautement significative (***) lorsque 0,01 > p 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



III.1. RESULTATS 

Notre travail porte sur l’étude du comportement des souris femelles adultes de souche 

N.M.R.I., l’évolution de leur poids corporel, les teneurs plasmatiques en urée et en créatinine et 

sur la structure du parenchyme rénal.  

 III.1.1.Comportement des souris 

Durant l’expérimentation, toutes les souris ont gardé leur comportement habituel et leur 

consommation en alimentation.  

 III.1.2.Evolution pondérale    

Les résultats  des  variations des poids corporels des souris femelles témoins et traitées et 

leurs significations statistiques sont présentés dans la figure 6. Le détail des résultats est  

mentionné dans les tableaux VII, VIII, IX, X, XIV de l’annexe 2. 

 

Traité 1 : lot de souris inoculées  avec la formulation germinative de spores ; Traité 2 : lot de souris 
inoculées  avec la formulation conditionnée (NOVACRID®) ; J0 : Début de l’expérimentation ; J1 : au 

cours de l’expérimentation ; J2 : fin de l’expérimentation. 

Figure 6 : Evolution du poids corporel (g) des souris femelles témoins et traitées par 
deux formulations, germinative et conditionnée de Metarhizium  acridum. 

 

 

D’après les résultats obtenus, toutes les souris témoins ont gagné du poids de l’ordre de  

20,16 % au cours de la première semaine de l’expérimentation (18,35 ± 1,06 vs 22,05± 1,48) qui 
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est statistiquement significatif (P = 0,003). Ce poids est maintenu au cours de la deuxième 

semaine avec 3,53 %  (18,35 ± 1,06 vs 21,27 ±1,45 ; avec un P = 0,008). 

Les souris traitées avec les deux formulations de Metarhizium acridum ont préservé leurs 

poids corporels. Les changements sont statistiquement non significatifs. Avec la formule 

germinative, la moyenne calculée est de 25.55 ± 3.74 vs  22.10 ± 3.53 ; avec un P = 0,114 au 

cours de la 1ère semaine et de 25.55 ± 3.74 vs 24.5 ± 1.97; avec un P =0 ,370 durant la 2eme 

semaine. Avec la formule conditionnée de spores, la moyenne est de 24.77 ± 3.90 vs 27.22 ± 

3.62 ; avec un P = 0.196 pendant la 1ère semaine et  de l’ordre de 24.77 ± 3.90 vs 28.77 ± 3.31 ; 

avec un P =0.084 pendant la 2eme semaine. 

   III.1.3. Effet  des traitements sur les poids absolu et relatif des reins  

Les résultats relatifs aux variations des poids absolus et relatifs des reins avec leurs 

significations statistiques sont présentés dans la figure 7.Le détail des résultats est reporté dans 

les tableaux XI, XII, XIII, XV de l’annexe2. 

 

Traité 1 : lot de souris inoculées  par la formulation germinative de spores. 
Traité 2 : lot de souris inoculées  par la formulation conditionnée (NOVACRID®). 

Figure 7:Variations du poids relatif  des reins chez les souris  témoins et traitées par 
les deux formulations, germinative et conditionnée de Metarhizium acridum. 

D’après la figure ci-dessus, les poids relatifs des reins montre, en comparaison avec le 

témoin (0,69±0,17)  de légères diminutions jugées statistiquement non significatives chez les 

individus traités par la formulation germinative (0,55  ± 0,028) avec p = 0.10 et chez les 

individus traités par la formulation conditionnée de Metarhizium acridum (0,59 ± 0,054) avec un 

p =0,12). 
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III.1.4. Dosage biochimique 

     III.1.4.1. Urémie 

Les résultats des variations de l’urémie chez les souris femelles témoins et traitées et 

leurs significations statistiques sont rassemblés dans la figure 8 et les tableaux XVI, XVI I, 

XVIII, XIX, XX de l’annexe2. 

 

Traité 1 : lot de souris inoculées  par la formulation germinative des spores. 

Traité 2 : lot de souris inoculées  par la formulation conditionnée (NOVACRID®). 

Figure 8: Effet de Metarhizium acridum sur le taux plasmatique de l’urée (g/l) chez des 
souris femelles adultes. 

  Le dosage de l’urémie chez les souris traitées par la formulation germinative des spores 

de Metarhizium montre une faible augmentation qui est de 0,32g/l ± 0,01 (P = 0,41) par rapport 

aux témoins (0,31 g/l ± 0,07).De même, chez les souris traitées par la formulation 

commercialisée des spores, le taux plasmatique de l’urée révèle une faible augmentation de 

l’ordre de 0,35 g/l ± 0,05 (P = 0,21).Ces variations restent statistiquement non significatives (p ˃ 

0,05). 

III.1.4.2. Créatinémie 

Les résultats des variations de la créatinémie chez les souris femelles témoins et traitées 

et leurs significations statistiques sont rassemblés dans la figure 9 et les tableaux XVI, XVII, 

XVIII, XIX, XX de l’annexe 2. 
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Traité 1 : lot de souris inoculées  par la formulation germinative des spores. 

Traité 2 : lot de souris inoculées  par la formulation conditionnée (NOVACRID®). 

Figure  9: Effet de  Metarhizium anisopliae sur le taux plasmatique de la créatinine (mg/l) 

chez des souris femelles adultes. 

  En comparaison avec la créatinémie enregistrée chez les souris témoins (0,7 mg /l ±  

0,52), le taux plasmatique de ce paramètre noté chez le groupe traité par la formulation 

germinative montre une augmentation statistiquement non significative (1 mg/l ± 0,14 avec P = 

0,21). Chez les souris traitées par la formulation conditionnée Novacrid®, la créatinémie montre 

une augmentation statistiquement non significative (1,02 mg /l ± 0 avec P = 0,09). 

III.1.5. Etude histo-pathologique du parenchyme rénale 

 Chez les souris témoins 

La microscopie optique du parenchyme rénal des souris témoins révèle une architecture rénal 

normale avec une fine capsule conjonctive externe au-dessus d’un cortex dense et une 

médullaire centrale plus claire (Figure 10  a et b).  

Le cortex rénal est composé de plusieurs formes glomérulaires et tubulaires (Figure 10 a, 

b et c). Les glomérules rénaux sont reconnaissables par leur forme dense et arrondi. Ils sont 

inclus dans une chambre glomérulaire et entourés par des coupes transversales de tubes 

contournés proximaux et de tubes contournés distaux. Les tubes contournés proximaux sont plus 

denses et plus nombreux que les distaux (Figure 10 c).   
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La médulla présente une structure tubulaire nette. Les principaux tubules observés sont 

les tubes collecteurs qui sont reconnaissables par leurs cellules cubiques et leur diamètre 

important. Les vaisseaux droits se trouvent entre les différentes structures tubulaires et sont 

identifiables grâce à la présence du sang dans leur lumière (Figure 10 d). 

 

   

Ca : capsule ; CG : chambre glomérulaire ; Cx : cortex ; G : glomérule;  M: médullaire ; T : tubule ; Tc : 
tube collecteur ; Tcd : tube contourné distal ; Tcp: tube contourné proximal ;   Ca : Capillaire; sanguin. 

Figure 10 : Structure du parenchyme rénal chez les souris femelles témoins. 

a : Vue d’ensemble ; b, c : partie du cortex rénal ; d : partie de la médulla. 
Coloration : HE ; Grossissements : x 40 (a), x 100 (b), x 400 (c et d). 



 
 

 
 Chez les souris traitées par les spores germées de M. anisopliae  

En comparaison avec le témoin (Figure 11 a, b et k) le parenchyme rénal chez les souris 

traitées avec des spores germées à raison de 1,4 x 108 spores /ml /individu présente une structure 

générale normale avec quelques désorganisations de l’architecture tissulaire au niveau cortical et 

médullaire, dont le degré vari d’un animal à l’autre. Ces altérations sont illustrées comme suit :   

 Des congestions sanguines, des débuts de nécrose  (Figure 11 d, e et  g). 

 Dégénérescence de l’épithélium tubulaire et glomérulaire (Figure 11 d, e). 

 La dilatation des capillaires interstitiels et inter-tubulaires au niveau de médulla  (figure 

11 e). 

 



 

G : glomérule rénal ; C : cortex ;  Tcd : tube contourné distal ; Tcp : tube contourné proximal ; dC : 
dilatation des capillaires ; TC : tube collecteur ; aG : atrophie glomérulaire ; dT : dégénérescence 

tubulaire ; dG : dégénérescence glomérulaire ; CS : congestion sanguine. 

Figure 11: Structure du parenchyme rénal chez les souris femelles traitées par la 
formulation à base de spores germées de M. anisopliae var. acridum. 

Coloration: HE. 
Grossissements : x 100 (a, d),  x 400 (b, g, d et e). 

 

 Chez les souris traitées par les spores conditionnées de M. anisopliae  

Nous avons étudié la structure du parenchyme rénale chez les souris traitées par les spores 

de M. anisopliae var. acridum, prélevées directement à partir de Novacrid®, à raison de 1,4 x 

108 spores /ml /individu. 

L’observation au microscope photonique du tissu rénal provenant des souris traitées montre 

une structure conservée comme à celle observée chez les individus témoins (Figure 12 a, d et c) 

et  un aspect cyto-architecturale comparable à celui observé sur les coupes rénales provenant des 

souris traités avec la formulation de spores germées.  Les principales altérations tissulaires sont 

illustrées comme suit : 

  Les dégénérescences des tubes contournés proximaux et des tubes contournés distales  

(figure 12 m, i, f et g). 

  La dégénérescence et l’atrophie et de quelques glomérules qui montrent une chambre 

glomérulaire plus large (figure 12 m, i, f et g). 

    Des congestions sanguines modérées à proximité des tubules endommagés (figure 12 m et 

g). 



  La dilatation des capillaires glomérulaires et inter-tubulaires avec infiltration cellulaire 

(figure 12 g et h). 

  Une dégénérescence de l’épithélium des tubules médullaires marquée par la présence de 

signe de nécrose (figure 12 h). 

 

 

 



 

G : glomérule rénal ; C : cortex ; M: médullaire ;  Tcd : tube contourné distal ; Tcp : tube contourné proximal ; Vs : 

vaisseau sanguin, Dc : dilatation des capillaires ; TC : tube collecteur ; a.G : atrophie glomérulaire ; Dt : 

dégénérescence tubulaire; dG : dégénérescence chambre glomérulaire ; CS : congestion sanguine.  

Figure 12: Structure du parenchyme rénal chez les souris femelles traitées par la 
formulation à base de spores conditionnées de M. anisopliae Acridum. 

Coloration: HE (a, m, d, f, et g) et Trichrome de Masson (c et h).  
Grossissements : x 100 (a et m) et  x 400 (c. d, f, g et h). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



III.2. DISCUSSION  

Notre étude vise la recherche d’éventuels indices de la toxicité rénale subaigüe de deux 

formulations de Metarhizium anisopliae var acridum (souche EVCH077) chez les souris 

femelles adultes de souche N.M.R.I. à savoir la formulation à base des spores de Novacrid® 

(FN) et la formulation à base des spores germées (FG). L’inoculation des souris est réalisée trois 

fois par voie orale à raison de 1,4 x 108 spores/ml /individu. 

 Durant notre expérimentation, nous n’avons remarqué aucun changement de 

comportement chez les souris traitées. Les mêmes observations sont notées par Arkam, (2019) 

suite aux traitements des rates Wistar avec le biopesticide Green muscle (M. anisopliae var 

acridum, souche IMI 330189) par voie orale pendant 30 jour à raison 200 mg /Kg /jr ou 1010 

spores /kg, 20 mg /kg /jr  ou 109 spores /kg et 10 mg /kg /jr ou 5×108 spores /kg.  

La croissance des souris témoins est normale au cours de la première semaine 

d’expérimentation. Pendant la deuxième semaine, les souris commencent à perdre du poids. 

Cette perte statistiquement non significative est probablement due au stress du gavage et aux 

conditions d’élevage. Les souris ayant reçu 1,4 x 108 spores /ml de FN présentent une 

augmentation non significative du poids corporel au cours de expérimentation. Alors que les 

souris traitées par 1,4 x 108 spores /ml de FG, ont montré une diminution non significative du 

poids corporel pendant la première semaine. Cette diminution peut être due à l’effet des spores 

du champignon entomopathogène sur le tractus gastro-intestinal, à une mauvaise absorption des 

aliments ou à la perte de l’appétit. Cette dernière est considérée comme un signe de toxicité et de 

détérioration de l’état général de santé des souris. Durant la 2eme semaine, les changements en 

poids restent statistiquement non significatifs. 

 Les travaux de Arkam, (2019) rapportent que les formulations huileuses à base des 

spores de M. anisopliae conditionnées en biopesticide Green muscle n’ont pas d’effet sur la 

croissance pondérale des rats femelles traitées par rapport aux rats témoins. Les mêmes résultats  

sont rapportés par plusieurs auteurs qui ont étudié l’activité toxique de différents champignons 

entomopathogènes vis-à-vis des cobayes. Dans ce  contexte, nous citons les travaux de Toriello 

et al. (2006), suite à l’administration orale unique de M. anisopliae var. anisopliae chez des 

souris CD-1 mâles et femelles traitées par 108 spores /ml de souche virulente (EH-479/2) 

pendant 21 jours.  Les mêmes résultats sont trouvés par Hadj Rabia, (2014), lors de l’étude de la 

toxicité orale aigue de deux champignons entomopathogènes, B. bassina et M. anisopliae var. 

acridum chez les rats Wistar. De même, Raizada et al. (2001) ont montré qu’un traitement 



chronique par voie orale chez des rats mâles et femelles à raison de 500, 1000 et 1500 mg / kg / 

jour du biopesticide  l'azadirachtine, n’affecte pas le poids corporel des rats expérimentés.  

En comparaison avec le lot témoin, le suivi des poids relatifs des reins montre une légère 

diminution non significative chez les lots traités avec les deux formulations de M. anisopliae var 

acridum. Ces résultats sont similaires à ceux obtenus par Arkam (2019). Khaldoun-Oularbi et al. 

(2015) ont constaté que l'administration de 2,13 mg/jour du biopesticide abamectine chez des 

rats pendant 28 jours cause une diminution significative des poids absolus et relatifs des reins. 

Ceci s’explique par les changements histopathologiques observés au niveau du tissu rénal. 

L’exploitation de la fonction rénale par le dosage de quelques paramètres biochimiques. 

Les résultats révèlent une augmentation non significative des teneurs plasmatiques en urée et  en 

créatinine chez des souris femelles traitées. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par 

Nasr et al. (2016) chez des rats mâles adultes traités par abamectine à raison de 30mg/kg/jour 

pendant 7 jours.  

Sur le plan structural, le parenchyme rénal provenant de souris traitées avec les deux 

formulations à base de M. anisopliae montre plusieurs altérations qui sont marquées 

principalement par la présence de congestions sanguines, l’atrophie, la dégénérescence de 

quelques glomérules, la dilatation des capillaires glomérulaires et interstitiels corticales et 

médullaires associée à la dégénérescence par endroit de l’épithélium tubulaire corticale. Ces 

lésions cyto-architecturales suggèrent la présence d’une inflammation au niveau du tissu rénal. 

Nos résultats sont assez comparables avec ceux rapportés par Arkam (2019) qui a signalé que les 

lésions tissulaires s’accentuent avec l’augmentation des concentrations en spores de 

Metarhizium administrées pendant 30 jours chez des rats Wistar.  

Dans nos conditions de toxicité, les perturbations des paramètres biochimiques rénaux 

sont jugés statistiquement non significatives ce qui suggère que la fonction rénale est conservée. 

Cela est peut être du à la coute durée des différents traitements.  

 

 

 

 

 



CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 

A travers ce travail, réalisé sur les souris femelles adultes, nous avons cherché les effets 

toxiques d’un champignon entomopathogène, Metarhizium anisopliae var. acridum sous deux 

formulations à l’état conditionné (Novacrid®) et à l’état germinatif, administré par voie orale à 

raison de 1,4 x108 spores/ml pendant 15 jours. Cette recherche touche la fonction et la structure 

rénale. 

Les résultats obtenus sont en faveur d’une inflammation rénale bien apparente au niveau 

structural avec le maintien de la fonction normale.  

 Afin d’approfondir la recherche de la toxicité du bioinsecticide, il serait intéressant : 

 D’appliquer les traitements sur un effectif plus élevé des souris 

 D’étudier la chronicité des effets à long terme. 

 D’établir une étude comparative selon le sexe des souris 

 De chercher la toxicité aux niveaux des autres organes tels que le foie, le cerveau, la rate, 

l’appareil reproducteur, etc… 

 D’appliquer d’autres tests spécifiques dans la recherche de la toxicité rénale.  

 De chercher la toxicité chez l’être humain par des enquêtes et des dosages sanguins. 
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Le Milieu de culture PDA 

 

 Milieu de culture PDA (Potatos  Dextros  Agar)

 Pomme de terre (pour obtenir le jus).

…………..……………………………….

 Glucose…………………………………….…………….….………………………..40g.

 Gélose (Agar agar) 

……………………………………..……………………………40g.

 L’eau distillée. …….………………………………………………….………1000ml.

Lorsque le milieu est prêt, il est mis dans un autoclave pendant une durée de 20 à 

30 minutes à 120°C pour stériliser son contenu.

Matériel et réactifs 
 

        II.1. Réactifs 

 L’eau distillée. 

  L’héparine. 

  Formol 36°. 

  Alcool (96%, 99.8%). 

 Xylène. 

  Paraffine « Leica ». 

 Colorants. 

 

                                                

 Figure 13: Formol 36°                                                 

Milieu de culture PDA (Potatos  Dextros  Agar)  

Pomme de terre (pour obtenir le jus). 

…………..……………………………….…200g. 

…………………………………….…………….….………………………..40g.

……………………………………..……………………………40g. 

…….………………………………………………….………1000ml.

Lorsque le milieu est prêt, il est mis dans un autoclave pendant une durée de 20 à 

pour stériliser son contenu. 

                                                

: Formol 36°                                                 Figure 14: Colorants

…………………………………….…………….….………………………..40g. 

…….………………………………………………….………1000ml. 

Lorsque le milieu est prêt, il est mis dans un autoclave pendant une durée de 20 à 

                                               

: Colorants 



                    
Figure 15: Paraffine                    Figure 16 : Alcool                      Figure 17: Xylène 

             « Leica » 

II.2. Appareillage 

 Balance électrique. 

 Balance de précision. 

 Bain Marie. 

 Centrifugeuse. 

 Etuve. 

 Microscope photonique. 

 Microtome de type « Leica ». 

 Platine refroidissante de type « Leica ». 

 Réfrigérateur 

.                           

                     Figure 18 : Balance de                  Figure 20: Etuve 

                     Précision          

     

Figure 21: Centrifugeuse             Figure 22 : Microscope        Figure23 : Microtome  

                                                                          Photonique           de type « Leica » 



 

Figure 24: Platine refroidissante type « Leica » 

II.3. Autre matériel 

 Cages en plastiques. 
 Mangeoires et biberons. 
 Sonde de gavage pour souris. 
 Seringues et aiguilles. 
 Pochette thermique. 
 Tubes héparines. 
 Boites en verre. 
 Bécher. 
 Entonnoir. 
 Eprouvette graduée. 
 Erlenmeyer. 
 Parafilm. 
 Pince en bois. 
 Pissette d’eau distillée. 
 Spatule. 
Cassettes en plastique  

Moules en metal 

Porte-lames  

Lamelles  

 Trousse à dissection  

Brille  

Boites de pétri  

Papier filtre  

                                      

Figure 25 : sonde de gavage       Figure 26 : Seringues          Figure 27: Trousse de 

Dissection  



 

                            

 Figure 28: tubes héparinés            Figure 29 : Boites en verre                Figure 30: Bécher 

                                        

Figure 31 : Entonnoir                  Figure 32: Erlenmeyer                    Figure 33 : Parafilm 

                                                                     

Figure 34 : Pince en bois           Figure 35: Pissette d’eau distillée        Figure 36 : Cassette 

                                               

Figure 37 : Moules           Figure 38:   Lames porte-objet             Figure 39 : Porte-lames en 

métal 

Tableau I : Composition des bouchons alimentaires 
 
Composition des bouchons alimentaires 
Protéines (%)  20 
Matières grasses brutes (%)  4 
Cendre brutes  6.5 



Cellulose brute (%)  5.5 
Calcium (%)  1.1 
Phosphore (%)  0.8 
Vitamine A (UI/kg)  22000 
Vitamine D3 (UI/kg)  2200 
Vitamine E (mg/kg)  100 
Sulfate de cuivre penta hydraté/cuivre (mg/kg)  8 
Tableau II : Les réactifs du dosage de l’urée 
 
Réactifs  Composition 

R1 
- Uréase 30000 U/L 
- Tampon phosphates pH 6,7 50 mmol/L 
- EDTA 2 mmol/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  - Parton primaire de détection d’urée 50 mg/dl 

Tableau : Les réactifs du dosage de la créatinine 
 
Réactifs  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 20 mg/l. 

 

 Description de la cellule de Mallassez  

La cellule de Malassez  est une lame de verre contenant 100 rectangles d’égales surfaces. Un 

quadrillage a été gravé de 25 rectangles contenant eux-mêmes 20 petits carrés. Le principe 

consiste à compter le nombre des spores existant dans les 10 rectangles constituant les deux 

diagonales de la cellule.  

Les caractéristiques de la cellule de Malassez : 

 Le quadrillage total a un volume de 1 µl 

 Dimensions : L : 2,5 mm, l : 2 mm, H (ou profondeur) : 0,2 mm. 

Le volume d'un rectangle quadrillé étant de 0,01 µl, en comptant 10 rectangles, il suffit alors de 

multiplier le résultat par 10 000 pour obtenir le nombre de spores par ml.  



 

Schéma de la cellule de Mallasse 

 

Figure 40 : Micrographie originale représentant les spores obtenues dans la cellule de 

Mallassez sous microscope optique. Grossissement x100. 

III. Fiches techniques de Novacrid  

 Produit à utiliser 

NOVACRID (5 x 1010 conidies/g), une poudre fine de couleur verte marine sans odeur 

particulière, la durée de stockage est >5 ans à 4°C, il est incompatible avec la plupart des 

fongicides. 

 Fiche de données techniques 

 

Metarhizium acridum (souche EVCH077) 

AGENT BIOLOGIQUE CONTRE LES CRIQUETS 

1. Information Générale 

1.1. Nom et adresse du fabriquant: Eléphant Vert Maroc SA, Agropolis GI5-GI6, 



Commune rurale de Mejjate, 50122 Meknès, Maroc. 

1.2. Nom commercial du produit: NOVACRID 

1.3. No. CIPAC: Pas encore attribué 

1.4. Catégorie d’usage: Biopesticide (acridicide) 

1.5. Ravageurs cibles: Les criquets de l’infraordre Acrididea (Orthoptera) 

1.6. Cultures: Toutes cultures attaquées par les criquets 

1.7. Type de formulation: TC 

1.8. 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 matière active 

 2.1. Matière active : Matériel biologique 

Essai avec le biopesticide NOVACRIDE Metarhizium anisopliae var. acridum (souche 

EVCH077) : 

2.1.1. Nom scientifique : Metarhizium acridum souche EVCH077 (Ascomycota : 

Hypocreales : Clavicipitaceae) 

2.1.2. Stade de développement : Conidies (spores). 

2.1.3. Provenance : Le Bénin 

2.1.4. Nature de l’organisme : L’organisme est un champignon pathogène appartenant au 

groupe des champignons mitosporiques, qui sont des anamorphes (stades asexués) de 

champignons dans l’embranchement Ascomycota. Il est très spécifique aux criquets. 

Parce que les criquets ont la capacité de détoxiquer les toxines des autres champignons 

entomopathogènes, M. acridum a développé une autre stratégie pour tuer son hôte et dans le 

processus a perdu les gènes pour la synthétisation de toxines. 

2.1.5. Apparence : Poudre à couleur vert marin. 

2.2. Méthode d’analyse : 

- Culture sur milieu artificiel et examen des structures sporogènes afin de vérifier l’identité 

du champignon. 

- Analyse d’ADN et/ou d’isozymes afin de vérifier la souche (marqueur disponible) 

2.3. Contenu en matière active : 5*1010 spores sèches par g 

2.4. Viabilité à l’issue de l’usine : Au moins 90% 

2.5. Impuretés : moins d’1% 

2.6. Contenu en eau : moins de 6% 

2.7. Taille des particules : moins de 60 m 

2.8. Liquide de mélange : Gasoil ou une autre huile appropriée, par ex. 70% 



pétrole lampante plus 30% huile végétale. 

2.9. Dose recommandée : 50 g/ha dans 1 L (application aérienne) ou 2 L (application 

terrestre) de gasoil. 

2.10. Compatibilité avec d’autres pesticides : Matière active est tuée par la plupart des 

fongicides mais elle est compatible avec certaines pesticides utilisés dans la lutte 

antiacridienne, par ex. les pyréthrinoïdes. 

2.11. Stabilité en stockage : Des données expérimentales montrent que des conidies 

sèches (≤5% contenu en eau) peuvent être stockées jusqu’à 2 ans à ±20°C et pendant plus de 

3 ans à <10°C. Des modèles de stockage, basés sur des données expérimentales extensives 

(Hong et al., 1998, Annals of Botany, 81: 625-630), indiquent qu’une viabilité des conidies 

de >80% peut être 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 peut être attendue à des températures de nuit/jour de 

20 - 30°C et approximativement 6 mois sous une régime de 30 - 40°C. 

 

2.12. Formulation : Le produit n’est pas formulé (TC) donc doit être mélangé avec 

de l’huile avant épandage. 

 

3. Toxicité et pathogénicité 

La toxicité et la pathogénicité de la matière active n’ont pas encore été testées. Pourtant il est 

improbable que ces paramètres soient très différents des mêmes paramètres des trois autres 

souches de Metarhizium acridum qui sont déjà homologuées dans certains pays. La raison en est 

que dans toutes les analyses génétiques du genre Metarhizium les souches de M. acridum se 

regroupent toujours très proches les unes des autres, donc elles sont très semblables. En plus, des 

études approfondies ont montré que cette espèce ne possède pas les gènes  nécessaires pour 

produire les toxines qui sont souvent trouvées chez les autres espèces de Metarhizium (Gao et 

al., 2011 ; Wang et al., 2012). Par conséquent, les souches de cette espèce ne sont pas toxiques. 

Comme exemple les données de la souche IMI330189 (Green Muscle) sont montrées ici : 

3.1. Toxicité acute orale (rat) : DL50 >2 g/kg poids vif. 

3.2. Toxicité acute dermique (rat) : DL50 >2 g/kg poids vif. 

3.3. Toxicité acute inhalation (rat) : CL50 >17,25 mg/kg poids vif. 

3.4. Toxicité intrapéritonéale (rat) : DL50 >100 mg/kg poids vif. 

3.5. Irritation œil (lapin) : Oui 

3.6. Irritation peau (lapin) : Oui, mais exposition doit dépasser 24 h 

3.7. Sensibilisation : Très rare 



3.8. Toxicité envers les poissons : CL50 de 96 heures >100 mg/L 

3.9. Toxicité envers les abeilles : DL50 >100 µg/individu (mortalité dans test au laboratoire due à 

la pathogénicité, pas la toxicité ; tests dans des ruches n’ont pas montré des signes d’intoxication 

ni de pathogénicité). 

3.10. Toxicité envers les vers de terre : CL50 >1 g/kg de sol sec 

3.11. Phytotoxicité: La matière active n’est pas phytotoxique. Le mélange dans les épandeurs 

n’est pas phytotoxique non plus si le volume d’application ne dépasse pas 5 L/ha. 

VI. Fiches techniques 

VI.1. Fiche technique N°1 : Fixation  

Fixateur : formol 10% 

Formule brute : CH2O 

Masse molaire : 30.026 ± 0.0012 g/mol 

Compose: 

       -Eau distille  

       -Chlorure de sodium  

       - Formol concentre  

VI.2. Fiche technique N°2 : Coloration 

Les protocoles des deux colorations sont les suivants : 

   VI.2.1. Coloration à l’hématoxyline-éosine 

- Un bain d’hématoxyline.…………… ……………………………….…..……….....10 

secondes. 

- Rinçage à l’eau courante.…………………… … …...………………….……..…...….5 

minutes. 

- Un bain d’éosine.…………………..……………………………….……….....……..30 

seconde. 

- Rinçage rapide à l’eau courante. 

VI.2.2. Coloration de Trichrome de Masson 

- Un bain d’hématoxyline ……………………………………………...……..……....10 

secondes. 

- Rinçage à l’eau courante.………………………………………….………………..….5 

minutes. 

- Un bain de Fuchsine Ponçeau………………………………………..……….…..……2 

minutes. 



- Rinçage rapide à l’eau courante 

- Un bain d’acide phosphomolybdique……………………………….………...…...…15 minutes. 

- Un bain de Vert lumière………………………………………………….………...…..5 

minutes. 

- Rinçage rapide à l’eau courante 

VI. Calcul statistique 

 Soit  X1 ; X2 ; X3..........................................Xn une suite fini de nombre . 

La moyenne arithmétique est le rapport : 

m =    X1+X2+X3+.................+Xn     =   ∑ Xi  

                                n                                  n 

       m : la moyenne aréthmithique. 

      n : l’effectif de la série. 

      x : le caractère étudié.                                                    

VI.2. La variance 

 La variance dune série des valeurs du caractère est la valeur moyenne arithmeque des 

carres des écarts de ces valeurs par rapport a leur moyenne arythmique. 

 

Dont :  

V : la variance.  

m : la moyenne arithmétique. 

n : l’effectif de la série. 

x : le caractère étudié. 

 

 

VI.3. L’écart type 

  Ecart type est la racine carre de la variance. 

δ =√V 



   Où 

          δ : l’écart type. 
           V: la variance             

III.4. Test de Student (indépendant) 

 

On étudie deux variables X et Y et on cherche a savoir si les deux observations de taille 

nX et nY, de moyennes observées mX et mY et de variances observées s2X et s2Y issues 

respectivement d'une population de moyenne µX et de variance δ2X et d'une population de 

moyenne µY et de variance δ2Y, proviennent de la même loi théorique de moyenne µ. Les 

hypothèses sont: 

H0 : µX = µY et le traitement n’a pas d’effet. 

            H1 : µX ≠ µY et le traitement a provoqué un changement. 

 Pour nX < 30 ou nY < 30, et δ2X = δ2Y, la statistique du test est : 

La variance commune estimée : 

 

Le test de Student : 

 

dont : 

mX: la moyenne arithmétique de l’observation X. 

mY: la moyenne arithmétique de l’observation Y. 

s : la variance commune estimée. 

nX: l’effectif de l’observation X. 

nY: l’effectif de l’observation Y. 

s2X : la variance de l’observation X. 

s2Y : la variance de l’observation Y. 

On compare le tobs avec tth de la table de Student avec un pourcentage d’erreur α= 5% 

et un degree de liberté ddl = n1 + n2 - 2: 

 Si tobs < tth : H0 est retenue, la différance est non significative et le traitement n’a 

pas d’effet. 

 Si tobs > tth : H1 est retenue, la différance est significative et le traitement a un 

effet. 

VI.6. Test de Fisher 

 

Il sert a vérifier l'égalité de deux variances (homoscédascticité). Les hypothèses du test 

sont :  



       H0 : δ2X = δ2Y 

       H1 : δ2X ≠ δ2Y 

 

La statistique du test est : 

 

 

 

dont: 

nX: l’effectif de l’observation X.  

nY: l’effectif de l’observation Y. 

s2X : la variance de l’observation X. 

s2Y : la variance de l’observation Y. 

On compare le Fobs avec la valeur seuil dans la table de Fisher-Snédécor à nX – 1 et nY – 1 

degrés de liberté. 

 Si Fobs < valeur seuil : H0 est retenue, la différance entre les variances des deux 

observations n’est pas sgnificative. 

 Si Fobs > valeur seuil : H1 est retenue, la différance de variance des deux observations 

est sgnificative. 

 

Tableau III:      table de Student 

 

Avec α est le pourcentage d’erreur et υ est le dégrée de liberté 



 

 

 

 

 

 

 

Tableau IV: table de Fisher 

V1 est le nombre de ddl du numérateur avec α= 0,05. 

V2 est le nombre de ddl du dénominateur avec α= 0,05 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tableau VI : Table de dilution d’alcool (Table de Gay-Lussac) 

           Les chiffres en noir indiquent la quantité d'eau en ml à ajouter à 100mL d'alcool de 

concentration initiale x (en bleu) pour obtenir la concentration désirée. 

 Les chiffres en noir indiquent la quantité d'eau en ml à ajouter à 100mL d'alcool de 

concentration initiale x (en bleu) pour obtenir la concentration désirée. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tableau VII: Poids corporel des souris femelles témoins 

 

Tableau VIII : Poids corporel des souris femelles traitées par la forme germinative de 

champignon Metarhizium anisopliae var acridum. 

 

Tableau IX : Poids corporel des souris femelles  traitées par la formule conditionné de 
champignon Metarhizium anisopliae var acridum (Novacrid®). 

 

 

 

 

 
Souris 

 
Poids corporel à J0 

(g) 
 

 
Poids corporel à J1 

(g) 
 

 
Poids corporel à J2 

(g) 

1 19,7 22 20,3 
 

 2  18,3 20 19,8 
 

3 18,3 23 ,4 22,8 
 

4 17,1 22,8 22 ,2 
 

Moyenne 18,35 22,05 21,27 
 

Ecart type 1,06 1,48 1,45 
 

 
Souris 

 
Poids corporel à J0 

(g) 

 
Poids corporel à J1 

(g) 
 

 
Poids corporel à J2 

(g) 

1 26 ,6 23,8 
 

25,9 

2 29,8 26,2 
 

Mort 

3 20,8 18,5 
 

23,1 

4 25 19,9 
 

25,6 

Moyenne 25 ,55 22,10 
 

24,86 

Ecart type 3,74 3,53 
 

1,97 



 

Tableau X: Valeurs moyennes des poids corporels des souris femelles témoins et traitées 
par différents traitements de champignon Metarhizium anisopliae var acridum. 
 

 
Souris 

Poids corporel à J0 
(g) 

Poids corporel à 
J1 (g) 

 

Poids corporel à 
J2 (g) 

Témoin  
18,35 ± 1,06 

 
22,05 ± 1,48 

 
21,27 ± 1,45 

 
Traité 1 

 
 

25,55 ± 3,74 
 

 
22,10 ± 3,53 

 
24,86 ± 1,97 

Traité 2 
 

 
24,77 ± 3,90 

 

 
27,22 ± 3,62 

 

 
28,77 ± 3,31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Souris 

 
Poids corporel à J0 

(g) 
 

 
Poids corporel à J1 

(g) 
 

 
Poids corporel à J2 

(g) 

1 28,2 30,4 32,6 
 

2 28 27,4 29 
 

3 20,6 22,1 24,5 
 

4 22,3 29 29 
 

Moyenne 24,77 27,22 
 

28,77 
 

Ecart type 3,90 
 

3,62 
 

3,31 
 



 

Tableau XI : Valeurs individuelles des poids absolu et relatif des reins chez les souris 

témoins et traités par différents traitements de Metarhizium anisopliae var acridum. 

Souris Poids absolu (g%) Poids relatif (g%) 

Rein gauche Rein Droit Rein gauche Rein Droit 

 
Témoin 
(n=4) 

S1 0,124 0,138 0,61 0,679 

S2 0,118 0,135 0,595 0,681 

S3 0,136 0,138 0,596 0,605 

S4 0,132 0,127 0,594 0,572 

 
Traité 1 

(n=2) 

S1 0,136 0,160 0,525 0,617 

S2 0,146 0,126 0,57 0,492 

 
 

Traité 2 
(n=4) 

S1 0.221 0,194 0,677 0,595 

S2 0,170 0,168 0,586 0,579 

S3 0,131 0,133 0,534 0,524 

S4 0,176 0,201 0,606 0,693 

 

Poids relatif de l’organe =
  Poids  absolu  de l’organe (g) X 100

 Poids �inal de Souris  (g)
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Tableau XII : Valeurs moyennes des poids absolu et relatif des reins chez les souris 

témoins et traités par différents traitements de champignon Metarhizium anisopliae var 

acridum (pour chaque rein Gauche et Droit). 

 

 
 

Paramètres 

 
Lots expérimentaux 

Témoin 
 

Traité 1 Traité 2 

Rein D Rein G Rein D Rein G Rein D Rein G 
 

 
Poids 

absolu  des 
reins 

 
0,1345 

± 
0,005 

 
0,1275 

  ±  
 0,008 

 
0,143  
   ± 

0,024 

 

 
0,141 

± 
0,007 

 

 
0,174 

± 
0,030 

 
0,1745 

± 
0,036 

 
Poids 

relatif des 
reins 

 
0,63 

± 
0,054 

 

 
0,59 

± 
0,007 

 
0,55 

± 
0,088 

 
0,54 

± 
0,031 

 
0,602 

± 
0,064 

 
0,6 
± 

0,059 

D : Droit ; G : Gauche 

Tableau XIII : Valeurs moyennes des poids relatif de rein chez les souris témoins et traités 

par différents traitements de champignon Metarhizium anisopliae var acridum (Les 

moyennes entre rein Gauche et Droit). 

Souris  Témoin Traité 1 Traité 2 

 
Poids relatif des 

reins 

 
0,69 

± 
0,17 

 
0,55 

± 
0,028 

 
0,59 

± 
0,054 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tableau XIV : Résultat de l’analyse statistique de poids corporel chez les souris témoins et 

traités par différents formulation  de Metarhizium anisopliae var acridum. 

 

 

XV : Résultat de l’analyse statistique de poids relative des reins chez les souris témoins et 

traités par différents formulation  de Metarhizium anisopliae var acridum. 

 

Souris  Témoin –Traité 1 Témoin –Traité 2 

 
P value 

 

0,10 
No significative 

 

0,12 
No significative 

 

P value  J0  J1 J0 J2 
 

Témoin  
0.003 

 

 
0.008 

Significantly different? 
           (P < 0.05) 
 

 
Hautement  significative 

 
Hautement  significative 

Traité 1  
0.114 

 

 
0.370 

 
Significantly different? 

              (P < 0.05) 
 

No significative 
 

No significative 

Traité 2  
0.196 

 
0.084 

Significantly different ? 
            (P < 0.05) 

 

 
No significative 

 

 
No significative 

 



Tableau XVI: Valeurs de l’urémie et de la créatinémie chez les souris femelles 

témoins 

 

 

Tableau XVII: Valeurs de l’urémie et de la créatinémie chez les souris femelles 

traitées 

par formulation germinative de Metarhizium anisopliae var acridum. 

Souris 
 

Urée sanguine (g/l) 
 

Créatinine (mg/l) 
 

1 0,33 
 

1 

2 0,30 
 

1 

Moyenne 
 

0,30 1 

Ecart type 
 

0,01 0 

 

Tableau XVIII: Valeurs de l’urémie et de la créatinémie chez les souris femelles 

traitées 

par formulation conditionnée de Metarhizium anisopliae vae acridum (Novacrid®). 

 

 

 

Souris 
 

Urée sanguine (g/l) 
 

Créatinine (mg/l) 
 

1 0,30 
 

3,3 

2 0,46 
 

2,8 

3 0,34 
 

3,6 

Moyenne 
 

0,28 3,23 

Ecart type 
 

0,22 0,40 



Souris 
 

Urée sanguine (g/l) 
 

Créatinine (mg/l) 
 

1 0,39 
 

1 

2 0,42 
 

1 

3 0,30 
 

1 

4 0,32 
 

1 

Moyenne 
 

0,35 1 

Ecart type 
 

0,05 0 
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