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RESUME

La recherche de la toxicité d’un insecticide néonicotinoide, imidaclopride, chez les

mammiféres a fait 'objet de plusieurs étu

des expérimentales. Notre présent travail a comme objectif la recherche de la
toxicité

par voie orale d’'imidaclopride (IMI) a raison de 1/85 et 1/120 DL50 mg/kg/j, étalée
sur une période de 30 jours sur la structure de la rate et des glandes surrénales ainsi que
sur le taux du cortisol plasmatique chez des rates de souche wistar.

Notre étude est portée sur 22 rates répartis en trois groupes : un groupe témoins
(n=5), un groupe traité a 1/85 DL50 (5,18) mg/kg/j d’'IMI (n=10) et un autre groupe traité a
1/120 DL50 (3,67) mg/kg/j d'IMI (n=7). Aprés décapitation, le sang recueilli est destiné au
dosage du cortisol et les surrénales ainsi que la rate sont fixées dans du bouin aqueux afin
de réaliser une étude histopathologique.

Une augmentation non significative du taux de cortisol est enregistrée chez le
groupe traité a 1/85 DL50 d’IMI. Alors que I'étude histologique de la rate et la surrénale
montrent des altérations chez les deux groupes traités : une hyperplasie de la pulpe
blanche et une déplétion lymphocytaire qui est accentuée chez les traités a forte dose ainsi
que la présence de congestions sanguines, d’'infiltrations cellulaires et d’'une dilatation des
capillaires sanguins au niveau de la zone réticulée et la médullaire. En se basant sur les
altérations histopathologiques révélées par les traitements a I'lMIl, on suggére que la
toxicité par voie orale de I'lMI est dose-dépendante et que la dose sans effet observable est
inferieure a 1/120 DL50 IMI (<3,67) mg/kgl/j.

Mots clés : Imidaclopride, Rats de souche wistar, Toxicité par voie orale, Dose sans effet

observable.
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Abstract

The searching for the toxicity of imidacloprid insecticide at the mammalian was the
subject of many experimental studies. The objective of our study is to evaluate the effect of
30 days oral imidacloprid toxicity at 1/85 LD50 and 1/120 LD50 mg/kg/d on the spleen and

adrenal gland and plasmic cortisol concentration on wistar female rats.

Our experiment is done on 22 female rats distribuated on three groups: group control
(n=5), a group treated at 1/85 LD50 (5,18) mg/kg/d (n=10) and another group treated at
1/120 LD50 (3,67) mg/kg/d (n=7) of imidacloprid. After decapitation, the blood collected is
used to the cortisol dosage. The adrenal gland and the spleen are fixed in buin liquid in
order to conduct an hitopathological investigation.

We notice a non significant increase of the plasma cortisol concentration of the group
treated at 1/85 LD50 of imidacloprid. The histological study of spleen and adrenal gland
show alterations at both treated groups: hyperplasia of
white pulp and lymphocyte depletion which is accentuated in the highest dose treated
group, also the presence of blood congestions, cellular infiltrations and dilated capillaries of
reticular zone and medulla. Based on the histological alterations revealed by the
imidacloprid treatment, we suggest that its oral toxicity is dose-dependent and the no

observable adverse effect level is lower to 1/120 LD50 (<3,67) mg/kg/d.

Keywords: Imidacloprid ; Adult female wistar rats ; oral toxicity ; no observable adverse

effect level



GLOSSAIRE

Ad libitum : une locution latine qui signifie « a volonté »

CAS : Numéro d'enregistrement unique auprés de la banque de données de Chemical
Abstracts Service (CAS).

Clastogéne : une substance susceptible de provoquer des ruptures dans une molécule

d'ADN, c'est-a-dire une aberration chromosomique.

Crossing-over : une recombinaison réciproque entre deux chromosomes homologues au

cours de la méiose.

Demi-vie (DT50) : Temps nécessaire a la dégradation ou a l'inactivation dans le sol ou
dans I'eau de 50 % de I'herbicide.

Dose létale 50 : La dose |étale pour que 50% de la population animale testée meure. Elle

dépend de I'espéce animale.

Emamectine benzoate : insecticide apparenté a la famille des avermectines. Il a la
propriété de fixer les récepteurs GABA et induire une paralyse ainsi qu’ne décontraction

irréversible des muscles.

Henry "H" : Constante de la loi de Henry (& température constante et a saturation, la
guantité de gaz dissous dans un liquide est proportionnelle a la pression exercée par ce

gaz sur le liquide).

Rhabdomyolyse : désigne une situation dans laquelle des cellules des muscles

squelettiques, se dégradant rapidement, libérant ainsi contenu dans la circulation sanguine
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INTRODUCTION

Les pesticides constituent le groupe de produits chimiques le plus important en
agriculture visant a prévenir, détruire, repousser ou réprimer tout ravageur (Mencke et
Jeschke, 2002). Cependant, ces substances ont la capacité de pénétrer dans l'organisme
par une multiplicité de voies d’entrée (contact cutané, ingestion et inhalation). Les
agriculteurs et les personnes manipulant les pesticides représentent la population la plus
exposée et courent des risques d'accident et d'empoisonnement, puis vient la population
confrontée aux résidus de ces produits a travers l'alimentation et I'environnement (Al-
Sayida,2007).

L’imidaclopride, (IMI) [1-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2- lideneamine),
est un insecticide néonicotinoide qui était largement utilisé dans le monde (Chao et Casida,
1997 ; Demsia et al., 2007).Depuis sa mise sur le marché au début des années 1990par la
société « Bayer », divers problémes affectant les colonies d’abeilles lui ont été associés. En
Algérie, I'IMI est utilisé sur les cultures maraichéres, les arbres fruitiers et méme les plantes

d’ornementation (Djouber, 2011).

En Europe, cet insecticide a causé beaucoup de controverses ces dernieres annees.
Plusieurs études ont été realisées afin de vérifier les dommages induits chez les colonies
d’abeilles (Laramée, 2007). De ce fait, l'utilisation de I'imidaclopride en France a été bannie
en 1999 pour les cultures de tournesol et en 2004 pour les cultures de mais. Mais ce n’est
gu'en 2008 que l'Allemagne a suspendu [l'utilisation de I'IMI dans le traitement de
semences. Par la suite, I'ltalie a adopté cette restriction en 2009 par mesure de précaution.
Alors qu’aux Etats Unies, son utilisation a été simplement limitée aux agrumes en 2011
(Watts, 2011). Par ailleurs, la commission Européenne a lancé la restriction de son
utilisation pour le traitement des semences, I'application au sol (en granulés) et le
traitement foliaire des végétaux, y compris les céréales. Ceci a compter du premier
décembre 2013 (INRAA, 2013).

Plusieurs études expérimentales ont confirmées I'implication de I'IlMI dans I'apparition
des lésions tissulaires, des irritations gastro-intestinales, des symptdomes neurologiques et
méme la mort de l'animal (Bhardwaj et al., 2010 ; Yeh et al.,, 2010 ; Kapoor et al.,
2011).Ainsi, le groupe de Bhardwaj en 2010, a considéré les 10 mg/kg/jour d'IMI comme

une dose sans effet observable chez les rates albinos.



Parallelement, les travaux menés au sein de notre laboratoire ont confirmé la
présence d’altérations structurales au niveau de différents parenchymes : pulmonaire
(Boukersi, 2012, Arkame, 2013), hépatique (Boukenoui et Mahboubi, 2010 ; Kerkar et
Kheldoun, 2010 ; Agoud, 2013), thyroidien (Boudegzdame, 2013), rénal (Aourag, 2013).
Ces altérations sont associées aux perturbations hormonales (Boudegzdame, 2013) et
biochimiques (Kerkar et Kheldoun, 2010) chez des rates albinos traitées par plusieurs
doses faibles d’imidaclopride, Confidor, a savoir les 1/10, 1/15, 1/20 et 1/40 DL50 pendant

différentes périodes.

Poursuivant nos études sur la recherche de la dose la plus faible d’'IMI et sans effet
néfaste chez les rates, le présent travail a pour but de rechercher les effets des doses 1/85
et 1/120 DL50 administrées par voie orale. Deux organes sont choisis, la rate et les
glandes surrénales, afin de réaliser ce travail qui comporte trois chapitres. Le premier est
consacreé a la présentation d’'une synthése bibliographique sur la toxicité de I'imidaclopride.
Le deuxiéme décrit le matériel et les méthodes utilisés. Le troisieme chapitre est consacré
aux résultats et discussion. Une conclusion générale et des perspectives sont proposées a

la fin de ce travail.



I.1. GENERALITES SUR L’'IMIDACLOPRIDE

L’imidaclopride, 1-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-N-nitroimidazolidin-ylideneamine, est un
insecticide  néonicotinoide  qui  appartient a la famille  chimique des
chloronicotinylnitroguanidine (Suchail et al.,2009). Les propriétés physicochimiques de la

molécule sont illustrées dans le tableau | de 'annexe 1.

Différentes nominations commerciales lui sont associées dont Admire®, Acidor®
(Agro Chemical Industries), Gaucho®, Genesis®,Prescribe® (Gustafson LLC), Marathon®
(Olympic Horticultural Products),Confidate®, Imadate® (ChemHandbook, 2002).

En Algérie, I'imidaclopride est commercialisée sous le nhom de Confidor® sur les
cultures maraicheéres, les arbres fruitiers et méme les plantes d’ornementation (Djouber,
2011).

.1.1. Mode d’action

L’imidaclopride(IMI) a été congu pour étre efficace aussi bien par contacte dermique
gue par ingestion (Tomlin, 2006). Il agit sur plusieurs types de récepteurs nicotiniques post-
synaptiques de I'acétylcholine dans le systéme nerveux (Buckingham et al., 1997 ; Matsuda
et Sattelle, 2005). La liaison irréversible aux récepteurs conduit a la décharge des
impulsions nerveuses et 'absence de propagation de signal par les neurones (Schroeder et
Flattum, 1984 ; Larry, 2001). L’activation soutenue des récepteurs résulte de I'incapacité de

'acétylcholinestérase a dégrader le pesticide (Matsuda et Sattelle,2005).

Chez les mammiferes, les récepteurs nicotiniques sont divisés en plusieurs sous-
types et sont localisés aussi bien au niveau de la jonction neuromusculaire que dans le
systeme nerveux central (Larry, 2001). Cependant, I'affinité de I'IMI est beaucoup plus
élevée chez les insectes que chez les mammiféres (Tomizawa et Casida, 1999 ; Alok et al.,
2013).

1.1.2. Devenir de I'imidaclopride dans I’environnement

Les principales voies de dissipation de I'lMI dans I'environnement sont la photolyse en
milieu aqueux, la dégradation microbienne (Fritz et Hellpointer, 1991)et I'absorption par les
plantes (Scholz, 1992). L’'IMI est rapidement photodégradé dans l'eau (demi-vie de 4
heures)(Anderson, 1991)par rapport au sol (demi-vie de 171 jours). Il est stable a
I'hydrolyse a un pH normal, tandis qu'il est lentement hydrolysé dans les solutions alcalines
stériles (Yoshida, 1990). La présence de végétation augmente considérablement son taux
de dégradation dans le sol (Scholz, 1992).L'IMI est modérément mobile dans le sol et sa
forte persistance engendre une contamination des eaux de surface par le ruissellement
(MAPAQ et al., 2012).



I.2. PROFIL TOXICOLOGIQUE DE L’IMIDACLOPRIDE
[.2.1.Pharmacocinétique

L’imidaclopride est rapidement absorbé par voie orale et réparti dans presque tous les
organes et les tissus (Larry, 2005).Son absorption par voie orale a été estimée a 92-99%
chez le rat (Brunet et al.,2004).

Il existe deux principales voies métaboliques de I'IlMI chez les mammiféres (Kleinet
Brauner, 1990).La premiére consiste en un clivage oxydatif de I'imidazolidine et de I'acide
6-chloronicotinique, avec excrétion urinaire du fragment de I'imidazolidine. Le fragment
nicotinique est dégradé par conjugaison du glutathion a un dérivé d'acide mercapturique,
puis a l'acide méthylmercaptonicotinique, qui est conjugué avec de la glycine pour former
de l'acide hippurique avant son excrétion dans l'urine. La seconde étape de cette voie de
dégradation consiste en une hydroxylation de I'anneau d’imidazolidine, suivie de
l'élimination de l'eau et la formation d'un métabolite insaturé (Klein et Brauner,
1991a,b ;Karl et al., 1991 ;Klein, 1992).

La capacité de 'lMI a pénétrer les tissus a été mise en évidence apres I'administration
orale de 20 mg/kg d’IMI marqué au C**. La radioactivité a été détectée dans les 13 tissus et
organes testés dont le tractus gastro-intestinal, le foie, les reins, les poumons et le cceur
(Klein, 1987 ;Klein et Brauner, 1991a).

L’injection par voie intraveineuse de 20 mg/kg d’'IMlI marqué au C'*a aussi mis en
évidence une augmentation de la radioactivité¢ dans le foie, les reins, les muscles, les
glandes (surrénales, thyroide et salivaire) et le tissu conjonctif de la peau et la moelle
épiniére (Klein, 1987).La radioactivité a également été dosée dans le systéme nerveux
central, ce qui indique que limidaclopride et ses métabolites ont pénétré la barriere
hémato-encéphalique (Klein, 1987).

Plus de 90% de la dose est éliminée dans les 24h, avec excrétion totale en 48h; 80%
de la dose est excrétée dans l'urine sous forme de glutathion et de glycine conjugués a
I'acide mercaptonicotinique et a I'acide hippurique. Les 20% restants sont éliminés dans les
feces (Larry, 2005).

[.2.2. Toxicité aigué

L’imidaclopride est modérément toxique. La DL50 par voie orale est de 450 mg/kg de
poids corporel chez le rat (Meister, 1995) et de 131 mg/kg chez la souris (Kidd et James,
1994). Il est considéré non irritant pour les yeux et la peau (lapins), et sans effet pour les
cobayes. Concernant la toxicité par inhalation chez le rat, la CL50 aéroportée de
l'imidaclopride est> 69 mg/m* d’air sous forme d'aérosol, et >5323 mg/m* d'air sous forme
de poussiere. Ces valeurs représentent les concentrations auxquelles les symptomes
d'empoisonnement aéroportées possibles sont maximaux (Kidd et James, 1994).

Une exposition aigué par voie orale de rats et de souris a I'imidaclopride a provoqué
des signes cliniques caractéristiques de l'intoxication par la nicotine, tels qu’une coloration
de l'urine, des troubles de la coordination, des tremblements, des spasmes et des
difficultés respiratoires. D'autres symptémes comprennent une diminution de l'activité et
une léthargie (Bomann, 1989a).Les mémes signes cliniques ont été observés chez des rats

apres une exposition de 4 heures a l'imidaclopride en aérosol (Pauluhn, 1988a).



Il a été reporté, suite a une inhalation accidentelle de I'IlMI, qu’un fermier a manifesté
des troubles respiratoires séveres ainsi que des symptdmes gastro-intestinaux et
neuropsychiatriques (Alok et al.,2013).

[.2.3. Toxicité subchronique

Les lapins traités a I'lMI pendant 3 semaines n'ont manifestés aucun effet local ou
général a des niveaux allant jusqu’a 1000 mg/kg. Alors que chez rats, I'inhalation pendant 4

semaines a induit une diminution de la prise de poids corporel et des organes (Arla, 2001).

[.2.4. Toxicité chronique

Selon Eiben (1991), l'intoxication a de faibles doses d’IMI durant 24 mois a entrainé
des modifications des dosages sériques et une diminution du poids corporel chez le rat.
Différents types de tumeurs ont été signalés chez la souris avec une incidence fréquente
du foie et de la glande thyroide (Bomhard et Rinke, 1994).

Chez le chien, La consommation alimentaire a diminué de 9-14% chez les femelles
traitées accompagnée d'une élévation du taux de cholestérol plasmatique et une
augmentation du poids relatif du foie et du cerveau. Des tremblements violents et des
changements morphologiques du foie et de la thyroide ont aussi été rapportés (Allen et al.,
1989).

[.2.5. Génotoxicité et oncotoxicité

L’imidaclopride semble induire d’éventuelles oncotoxicité et tératogénicité chez le rat
(CDPR, 2011). L’étude de I'exposition subchronique de I'IlMI a faibles doses sur des lapins
a révélé son effet génotoxique sur les lymphocytes mais aucune différence significative n'a
été observée sur la fréquence des micronoyaux (Polychronis et al., 2012).

In vitro, limidaclopride est jugé clastogéne sur les lymphocytes humains, induisant
des lacunes sur les chromatides (Costa et al., 2011).Des échanges de chromatides sceurs
ont aussi été reportés pendant la phase S impliquant par la suite la rupture des deux brins
d'ADN, suivie d'un échange de duplex d'ADN entiers (Van Veen et Hawley, 2003).

Chez Bacillus subtilis (Watanabe, 1990) et Saccharomyces cerevisiae souche D7,

'IMI n'a provoqué ni conversion génique mitotique ni crossing-over (Herbold, 1988b).

[.2.6. Toxicité sur la reproduction

Chez le rat méle adulte, des perturbations de I'indice d’accouplement et une réduction
de la viabilité des spermatozoides ainsi que la fertilité ont été observés (Najafi et al., 2010

Ramazan et al., 2012)

[.2.7. Immunotxicité développementale

Gawade et al. (2013) ont suivi I'index phagocytaire, 'hemagglutination et la production
d'immunoglobulines chez les femelles gestantes du rat Wistar et ont clairement conclu que

limmunotoxicité développementale de I'IMI est liée a I'age et a la dose ingérée.



[.2.8. Neurotoxicité

Les effets aigu et subchronique de l'imidaclopride sur le systeme nerveux ont été mis
en évidence a partir des changements comportementaux du rat dont une diminution de
l'activité motrice, des tremblements, une diminution de la réponse aux stimuli ,une
diminution du réflexe de redressement et une hypothermie (Tomizawa et al., 2001,
Shimomura et al., 2002).

[.2.9. Ecotoxicité

Chez les espéces aviaires, I'imidaclopride provoque des troubles gastro-intestinaux
transitoires, des nausées et de l'ataxie (Larry, 2005).

Chez les organismes aquatiques, l'imidaclopride est Iégerement toxique pour Daphnia
magna, modérément toxique pour les poissons (truite dorée, capre et cyprin doré) et
fortement toxique pour d’autres invertébrés aquatiques (Larry, 2005).

L'imidaclopride est aussi trés toxique pour les abeilles lorsqu’il est utilisé en

application foliaire, en particulier pendant la floraison (Larry, 2005).
|.3. ETUDES RECENTES DES EFFETS DE L'IMIDACLOPRIDE

Les études de la toxicité de I'imidaclopride sur les souris a 5 et 10 mg/kg/j ont réveélé
une réduction de la réponse immunitaire a médiation cellulaire ainsi que des congestions
splénique, hépatique, rénale et pulmonaire. Cette toxicité est associée a une déplétion

lymphocytaire et une augmentation du nombre de neutrophiles (Badgujar et al, 2013).

Les effets de I'exposition subchronique et chronique des rats a I'lMI se sont avérés
dose-dépendants. En effet, EL-Gendy et al. (2010), ont rapporté que l'activité antioxydante
est augmentée dans le cas d'une exposition de 90 jours a raison de 1/10 DL50
d’'imidaclopride. Par la suite, Harmandeep et al. (2013) ont montré que le traitement
pendant 30 jours a cette méme dose provoquait une dilatation de la veine centrale et des

capillaires sinusoides au niveau du foie.

Aussi, Duzguner et Erdogan (2012) ont démontré que des doses répétées de
1mg/kg/j seulement, causent une inflammation dans le foie et le systeme nerveux central,
une altération du systéeme antioxydant et une production de cytokines pro-inflammatoires
(facteur de nécrose tumoral (TNF-a), interleukine (1b, 16, IL-12)) ainsi que la transcription

accrue des isoformes d’oxide nitrique synthase (iNOS).

A une dose plus importante (a raison de 20 mg/kg/j pendant 90 jours), I'imidaclopride
a induit une augmentation des poids du foie, des reins, des surrénales, une diminution du
poids des ovaires, une nécrose des cellules de Purkinji, des hépatocytes, une
dégénérescence des glomérules rénaux et des modifications morpho-pathologiques au
niveaux des follicules ovariens (Bhardwaj et al., 2010 ; Kapoor et al., 2011).



L’éventuelle toxicité chronique de I'imidaclopride sur la fertilité des rats males a aussi
fait 'objet de I'étude de Ramazan et al. (2012), qui ont affirmé que des doses de 0.5, 2 et 8
mg/kg/j provoquent une diminution des concentrations en spermatozoides dans
'épendyme, du taux de testostérone et une augmentation du nombre de spermatozoides

anormaux.

Najafi et al. (2010) ont également mentionné une atrophie des tubules séminiferes,
une réduction de la mobilité des spermatozoides et méme un arrét de la spermatogénese a

des doses de 7 et 14mg/kglj.

Chez 'Homme, malgré le profil d'innocuité qu’ont attribué les études de Tomizawa et
Casida en 2003 et 2005 a l'imidaclopride, avec un taux de létalité nulle chez les patients
intoxiqués (MOHAMEDI et al., 2009).D'autres publications ont décrit des rhabdomyolyses,
des manifestations neuropsychiatriques (Agarwal et Srinivas,2007), une fibrillation
ventriculaire (HUANG et al., 2006), et méme des déces suite a son ingestion (Huang et al.,
2006 ; Shadnia et Moghaddam,2008).



Notre étude touche I'évaluation de la toxicité orale de deux faibles doses d’'imidaclopride
(1/85 DL50 et 1/120 DL50) pendant 30 jours sur la glande surrénale et la rate chez des rats
femelles adultes de souche Wistar. Ce travail est réalisé au niveau de la station expérimentale
de la Faculté des Sciences Agro-Vétérinaires et aux laboratoires de Projet de Fin d’Etudes du

département de Biologie et d’Histologie du service de Cytologie (CHU Hussein Dey).
I1.1. MATERIEL

I1.1.1. Animaux et régime

L’expérimentation est réalisée sur 22 rats femelles adultes de souche Wistar de poids
corporel moyen de 128,16 g. Dés leur arrivée a I'animalerie depuis l'institut Pasteur de Kouba,
Alger, les rats ont été soumis a une période d’acclimatation, pendant 7 jours, a température
ambiante et a une photopériode alternée de 12 heures d’obscurité suivie de 12 heures de

lumiére artificielle. L’alimentation (Tableau Il de 'annexe 1) et I'eau sont fournies "ad-libitum®.

11.1.2. Insecticide

L’imidaclopride, insecticide commercialisé sous forme de solution concentrée (200
mg/ml) est usité sous forme diluée selon la dose utilisée le long de I'expérimentation. Le calcul

des concentrations utilisées se fait comme suit :

A partir de la DL50 qui est de 440 mg/kg/jour chez le rat Wistar (LARAMEE, 2007),

nous avons calculé les deux doses d’intéréts :

11.1.2.1. Premiere dose

A partir de la DL50 qui est de 440 mg/Kg/jour chez le rat Wistar (LARAMEE, 2007),
nous avons calculé la premiere dose, qui est de 1/85 DL50 d’IMI :

DL50 — 440 mg/Kg 440
1/85 DL50 — X, Xi;= —— =5,176 mg/kg
85

S0P

| Xy=1/85DL50 IMI = 5,176 mg/Kg

Pour trouver le volume a prélever de la solution mere, nous avons :
200mg — 1ml 5176 x 1

5176 mg — 5 Xi Xi= —— =0,02588 ml
200

5P g U

' X4 = volume de 1/85 DL50 IMI = 0,02588ml

La dose administrée pour chaque rat est calculée par la suite en fonction de son poids.

Exemple : Sile poids corporel est de 1829 la dose administrée sera par conséquent :
0,02588mlI—1000g 182 x 0,02588
X' —»182g X;= ——— =0,0117ml



X; = volume 1/85 DL50 IMI administré = 0,00471 ml

11.1.2.2. Deuxiéme dose

La deuxieme dose est de 1/120 DL50 IMI ;
DL50 —— 440 mg/Kg 440 x 1
1/120 DL50 ——» X, X, = —— =3,666 mg/Kg

Pour trouver le volume a prélever de la solution mére, nous avons :
200mg —> 1ml 3,666 x 1

3,666 mg — 5 X; Xi= ——— =0,01833 ml
200

X, = volume 1/120 DL50 IMI =0,01833 ml |

11.1.3. Appareillage et réactifs (annexe 1)

[I.2. METHODES

11.2.1. Expérimentation

La répartition des rats utilisés au cours de I'expérimentation est illustrée dans le

tableau suivant :

Tableau |l : Répartition des lots de rats au cours de I'expérimentation

Lots Effectif Dose Administration Durée Alimentation
n°1 5 Eau distillée
) Eau et

Voie orale _ .
n°2 10 1/85 DL50 d'IMI 30 jours nourriture

(gavage) -

"ad libitum"

n°3 7 1/120 DL50 d'IMI

L’administration du produit a été réalisée quotidiennement par gavage afin d’assurer une
prise maximale, homogene et constante du principe actif. Les rats témoins n’ont regu que le
véhicule. Les animaux de chaque lot sont individuellement pesés chague semaine et le poids
corporel est enregistré le long du traitement afin de suivre I'évolution de la masse corporelle et

de réduire I'effet du stress durant le gavage.



11.2.2. Sacrifice des animaux

Aprés la fin de la période de traitement, les animaux sont pesés, anesthésiés par
inhalation de chloroforme, puis sacrifiés par décapitation et cela la matinée de 9h a 11h afin

d’éviter les variations hormonales pendant la journée.

11.2.3. Prélevement des échantillons

Le sang artério-veineux des animaux traités avec 1/85 DL50 d’IMI est recueilli dans des
tubes contenant 10% de l'acide Ethyléene Diamine Tétra-Acétique (EDTA) et est destiné pour
le dosage du cortisol. Le plasma est obtenu aprés une centrifugation a 3000 tours pendant 20
minutes.

La rate et les glandes surrénales sont rapidement prélevées, dégraissées, pesées et
placées dans un liquide fixateur «le Bouin aqueux » afin de chercher ultérieurement les

altérations structurales.

11.2.4. Détermination du taux de Cortisol

- Principe

200 pl du plasma ont servi au dosage du cortisol pour chaque rat. Le dosage est
effectué par une méthode radio-immunologique a l'aide des kits CIS, CORT-RIACT.

Le dosage guantitatif de cette hormone est basé sur le principe de la compétition.
L’hormone est marquée a l'iode 125. L’anticorps est préalablement fixé a la paroi des
tubes. L’hormone a doser (échantillon ou standard) et 'hormone marquée (traceur) sont
ajoutées simultanément aux tubes renfermant les anticorps. Aprés homogénéisation et
incubation, la fraction libre est séparée par aspiration. La fraction liée attachée a la paroi
des tubes est mesurée a l'aide d’'un compteur gamma reli¢ a un ordinateur. Elle est
inversement proportionnelle aux taux de 'hormone ajoutée (échantillon ou standard). La

concentration en hormone de I'’échantillon est donnée directement en pg/ml (Figure 1).

Ag margué
, signal
.5"_“< (] marqueur llbre ftg:ctinn
[tz
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O @
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fir doser
timitant [Adg]

Figure 1:Principe du test de compétition (Jaussaud, 1996).



[1.2.5. Etude histologique (GABE, 1961)

[1.2.5.1. Fixation et rincage

Cette étape a pour but d’'immobiliser les structures en respectant dans la mesure du
possible leur morphologie, de les conserver et de permettre la confection de préparation
permanente. La fixation des organes est réalisée dans le « Bouin aqueux » pendant 48
heures. Les piéces sont ensuite lavées pendant 24 heures a I'eau courante renouvelée

plusieurs fois avant la déshydratation.

[1.2.5.2. Déshydratation et éclaircissement

Les pieces sont imprégnées dans sept bains d'alcool éthylique a concentration
croissante :
- Alcool 70° (trois bains de 30 minutes).
- Alcool 95° (deux bains de 30 minutes).
- Alcool 100° (deux bains de 30 minutes).
L'éclaircissement est effectué dans deux bains de xyléne pendant 30 minutes

chacun.

[1.2.5.3. Imprégnation

Dans une étuve réglée a 58°C, les pieces sont imprégnées dans deux bains successifs
d’'une heure chacun: le premier bain de 50% de xyléne et 50% de paraffine pure dissoute et le

deuxiéme bain comprenait de la paraffine pure.

[1.2.5.4. Inclusion et mise en bloc

L'inclusion est réalisée selon les étapes suivantes :
- Ecoulement de la paraffine dans des moules métalliques.
- Inclusion et orientation des piéces dans la paraffine.

- Placement des cassettes, sur lesquelles est inscrit I'état de |I'organe de I'animal et son

sexe.
- Refroidissement des blocs de paraffine sur une plaque métallique réfrigérée environ 7
minutes.
[1.2.5.5. Confection des coupes
Les blocs obtenus sont coupés au microtome « type Leica » avec une épaisseur de
Sum.

[1.2.5.6. Collage des rubans des coupes et leur séchage

Les rubans des coupes sont étalés dans un bain d’eau thermostatée (37°C) puis
récupérés et collés sur les lames gélatinées et ensuite séchées dans I'étuve a 37°C pendant
de 24 a 48 heures.



[1.2.5.7. Déparaffinage et hydratation

Le déparaffinage sert a enlever la paraffine du tissu pour que les colorants puissent le
pénétrer. Les coupes sont passées dans deux bains de xylene pendant 2 minutes chacun.
L’hydratation a pour objet de retirer le xylene du tissu et le remplacer par 'eau. Les pieces
sont passées dans quatre bains d’éthanol décroissant : 100° ; 96° ; 70° ; 50° d’une durée de

quelques secondes chacun. Elles sont enfin lavées a I'eau courante.
[1.2.5.8. Coloration

La préparation des différents réactifs utilisés lors de cette étape est détaillée

dans 'annexe 1.

> La coloration & hématoxyline-éosine est réalisée selon les étapes suivantes :
- Coloration a I'hémalun de Hansen pendant 3 minutes.
- Ringage a l'eau courante.
- Un bain d'éosine pendant 30 secondes.
- Rincage a lI'eau courante.
- Différencier successivement dans les alcools jusqu’a I'alcool absolu.
- Passer dans deux bains de xylene.

Résultats : les noyaux sont colorés en violet et les cytoplasmes en rose

» La coloration au Trichrome de Masson selon Goldner est réalisée comme suit :

- Coloration par I'hématoxyline de Groat pendant 2 minutes ;

- Lavage a I'eau courante 5 minutes ;

- Colorer par le mélange fushine-ponceau 5 secondes ;

- Ringage a I'eau acétifiée ;

- Traitement par I'orange G-acide phosphomulybdique pendant 5 minutes ;

- Ringage a I'eau acétifiée ;

- Coloration par le bleu d’aniline pendant 5 minutes ;

- Déshydratation par 'alcool absolu, éclaircissement et montage.

Résultats : les noyaux sont colorés en brun-noir, la teinte des cytoplasmes va du rouge

au verdatre, les hématies prennent une coloration jaune, les fibres collagénes et sont colorés

en bleu.



» La coloration a I'azan de Heinenhain :

- Coloration par la solution aqueuse saturée d’azocarmin G préalablement portée
a 60° pendant 1 heure;

- Ringage a 'eau distillée ;

- Différenciation, sous le contréle du microscope, par I'alcool anilinég;

- Faire séjourner dans l'alcool acétique de 30 secondes a 1 minutes;

- Traitement par I'acide phosphotuguistique ;

- Rincage a 'eau distillée ;

- Traitement par la solution diluée de bleu de Heidenhain de 30 a 60 minutes ;

- Déshydratation par I'alcool absolu, éclaircissement et montage.

Résultats : les noyaux prennent une teinte rouge, les cytoplasmes en jaune, les fibres

de collagénes en bleu foncé. La teinte des produits de section va du rouge intense au bleu

foncé en passant par une gamme des roses, jaune et violet.

[1.2.5.9. Montage et observation

Apres le montage a I'Eukitt, les lames sont séchées sur papier absorbant, nettoyées au
xylene puis observées au microscope photonique a différents grossissements : X100, X400 et
X1000.

[1.2.7. Calculs statistiques

Les résultats statistigues sont présentés comme moyennes + écart-type. Les
comparaisons statistiques des variables quantitatives ont été réalisées au moyen de I'analyse
de variance selon le test t de Student et les différences sont considérées comme

statistiguement :

Non significatives lorsque p > 0,05.
Significatives lorsque 0.02 < p < 0.05.

Trés significatives lorsque 0.01 < p < 0.02.

YV V V VY

Hautement significatives lorsque p < 0.01.

Le poids relatif des organes est déterminé comme sulit :

Poids absolu de I’organe (g) x 100

Poids absolu (g)




[11.1. RESULTATS

La recherche des aspects de la toxicité orale de l'imidaclopride chez les rats
femelles adultes de souche Wistar suite a une exposition de 30 jours aux doses de 1/85
DL50 = 5,17 mg/kg et de 1/120 DL50 = 3,66 mg/kg d’imidaclopride a donné les résultats

suivants :

I11.1.1. Evolution pondérale

[11.1.1.1. Poids corporel
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Figure 2: Evolution du poids corporel chez les rats témoins et traités a

I'imidaclopride.

D’apreés les résultats présentés dans la figure 2 et les tableaux Il et IX de I'annexe 2,
nous notons une évolution pondérale chez tous les rats traités par apport aux témoins mais
qui reste statistiquement non significative (gain de poids : lot témoin : 479 ; lot 1/85 DL50
IMI : 50g ; lot 1/120 DL50 IMI : 25g).



I11.1.1.2. Poids des rates :
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Figure 3 : Valeurs moyennes des poids absolu (g) et relatif (%) des rates chez

les rats femelles témoins et traités a I'imidaclopride

Le poids absolu des rates semble connaitre une augmentation chez les rats traités a
'IMI. Comparé aux poids des rates du lot témoin, cette élévation reste du point de vue

statistique non significative (confirmée dans les tableaux V et XI de 'annexe 2).



[11.1.1.3. Poids des surrénales :
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Figure 4 : Valeurs moyennes des poids absolu (g) et relatif (%) des
surrénales droites (A) et des surrénales gauches (B) chez les rats témoins et

traités a I'imidaclopride

Les résultats illustrés dans les tableaux VI, VII, Xll et Xlll de 'annexe 2 ainsi
que la figure 4 montrent une régression des poids absolus et relatifs des surrénales
droites (4.A) et gauches (4.B) chez les rats traités a 1/85 DL50 d’IMI. Cette
diminution est jugée statistiquement non significative. Alors qu'un accroissement
des poids absolus et relatifs est enregistré chez les lots traités par 1/120 DL50 d’IMI.
Cette augmentation est du point de vue statistique non significative concernant la

surrénales droites et tres significative lorsqu’il s’agit des surrénales gauches

(Tableaux VI, VII, XlI et XlIl de 'annexe 2).




111.1.2. Profil hormonal

Dosage du cortisol plasmatique
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Figure 5 : Valeurs moyennes de la concentration plasmatique du cortisol chez

les rats femelles témoins et traités par 1/85 DL50 d’imidaclopride.

Les résultats révelent une augmentation de la concentration plasmatique du cortisol
chez les rats traités a 1/85 DL50 d'IMI. Selon les tableaux VIII et IV de I'annexe 2, cette

modification reste statistiquement non significative.

I11.1.3. Histopathologie

[11.1.3.1. Rate

I11.1.3.1.A. Structure du parenchyme splénique chez les rats témoins

L’observation au microscope optique du parenchyme splénique des rats témoins
montre les deux principaux constituants de cet organe que sont la pulpe rouge (PR) et la
pulpe blanche (PB). Le tout est entouré d’'une capsule (Cap) dense et épaisse a travers
laquelle naissent des travées ramifiées qui s'infiltrent dans le parenchyme pulpeux (Figure
6a et 6b).

La pulpe rouge formée principalement de capillaires sinusoides (CS) (figure 7 a)
constitue un filtre du sang. Alors que la pulpe blanche est représentée par les nodules
spléniques ou les corpuscules de Malpighi (Figure 6b ; Figure 7b) et constitue le composant

immuno-compétant de la rate.



Chaque nodule splénique (NS), est formée de quatre composants: I'artériole centrale
(AC) ; le manchon lymphoide péri-artériolaire (MLPA) ; une couronne de cellules B et de
cellules présentant I'antigene (C) et d’'un centre germinatif (CG).

C’est a la zone marginale qu’interagissent la pulpe blanche et la pulpe rouge au

niveau des sinus vasculaires (Figure 6c¢ et 6d).

111.1.3.1.B. Structure du parenchyme splénigue chez les rats traités

Chez tous les rats traités (1/85 et 1/120 DL50 IMI), les coupes histologiques
montrent une hyperplasie de la pulpe blanche. Se manifestant par une augmentation du
nombre et du volume des nodules spléniques. Nous notons aussi une fusion de ces
follicules (Figure 6b ; Figure 8 ; Figure 10a et Figure 11a).

A fort grossissement, nous observons des follicules avec un manteau trés épaissis
chez les rats traités (Figure 12) comparé aux rats témoins (Figure 10b) ainsi qu’'une
déplétion lymphocytaire au niveau nodulaire qui semble étre dose dépendante puisque
celle-ci est plus prononcée chez les rats traités a forte dose (Figure 9 ; Figurel2).

Chez les rats traités a 1/85 DL50 IMI on remarque dans certains follicules la

présence de deux artérioles (Figure 12).















111.1.3.2.Glandes surrénales

111.1.3.2.A.Structure du parenchyme surrénalien chez des rats témoins

Chez des rats témoins, la glande surrénale apparait, en microscopie photonique,
divisée en un cortex externe et en médulla interne. Une fine capsule fibreuse recouvre la
glande. Le cortex surrénalien est constitué de trois zones histologiques distinguées : la
zone glomérulée (sous-jacente a la capsule), la zone fasciculée (médiane) et la zone
réticulée (interne) (Figures 13 ; Figure 14a).

A plus fort grossissement, la zone fasciculée des rats est constituée de cellules
polygonales bien délimitées disposées le long de cordons irréguliers et verticales ou en
faisceaux paralleles et séparés par des capillaires sinusoides réduits. Les noyaux sont

centraux de forme arrondie et de taille variables (Figure 16a; Figure 16a et 16b).

111.1.3.1.B.Structure du parenchyme surrénalien chez les rats traités a l'imidaclopride

A fort grossissement, il n’apparait aucune perturbation de la structure générale de la
zone glomérulée et fasciculée du cortex surrénalien chez les rats traités. En effet, les
cellules de la zone glomérulée se disposent en amas irréguliers. Alors que les cellules de la
zone fasciculée s’arrogent en cordon étroits sépareés par de fines travées de tissu conjonctif

contenant des capillaires sinusoides (Figure 15).

Une dilatation des capillaires sinusoides de la zone réticulée et des veines de la
médulla ainsi qu’une congestion locale sont observés chez tous les rats traités a I'IlMI. Nous

notons aussi une légeére infiltration cellulaire au niveau de médulla (Figure 16, Figure 17).









[1.2.DISCUSSION

L’utilisation des néonicotinoides, tel que limidaclopride, est bien connue sur les
insectes. Cet insecticide interagit d’'une fagon spécifique aux récepteurs de I'acétyle choline
(nAChR) et devient ainsi neurotoxique (Yamamoto et Casida,1999 ; Azevedo- Pereira et
al., 2011). Plusieurs études toxicologiques ont mis en évidence des effets toxiques de
'imidaclopride chez les mammiféres tels que les rats femelles. Sa toxicité perturbe certains
parameétres biochimiques et cause des altérations morphofonctionnelles des organes vitaux
comme le foie et les reins (Shadnia et Hassanina, 2008 ; Bhardwaj et al., 2010 ; ALOK et
al., 2013 : Kapoor et al., 2011).

La présente étude porte sur la recherche des effets de toxicité orale d’imidaclopride
a 1/85 et 1/120 DL50 afin de rechercher la dose sans effets observables (NOEL) sur la rate

et la glande surrénale chez les rates de souche wistar.

Les traitements appliqués ne présentent aucun signe de toxicité sur I'évolution
pondérale des rates traitées. En effet, une augmentation statistiquement significative est
enregistrée chez tous les groupes. Les mémes résultats sont notés par Benmoussa et al.
(2012), Boukersi (2012) et Boudegzdem (2012)qui indiquent une croissance normale des
rats traités a 5, 10, 20 et 30 mg/kg/j d’insecticide pendant 30 et 85 jours. Cette croissance
pondérale peut étre en rapport avec la sédentarité et a la disponibilité de I'alimentation

d’'une fagon ad-libitum.

Nos résultats n’indiquent aussi aucun changement significatif des poids absolu et
relatif des rates. Cependant, En effet, le traitement a 1/85 DL50 d’IMI a induit une
régression non significative des poids des surrénales droites et gauches. Bhardwaj et al.
(2010) ont mis en évidence une perte des poids des surrénales, lors d’un traitement de 90

jours aux doses de 5,10 et 20 mg/kg/j d’'IMI chez les rates.

Au contraire, le traitement a 1/120 a induit une augmentation non significative des
poids des surrénales droites et tres significative des poids des surrénales gauche. Une
augmentation significative de la masse relative des poumons est signalée chez des rates
traitées par IMI a raison de 1/85 (Arkam, 2013). Plusieurs auteurs expliquent cette
augmentation par une congestion sanguine des veines médullaire (Kara, 2008). Alors que
Tuli et al.,(1995), a expliqué l'augmentation du poids des surrénales au cours d'une
situation de stress par la forte stimulation des glandes surrénales qui engendre une

hypertrophie surrénalienne.

Notre étude a mis en évidence des altérations structurales plus ou moins
importantes chez tous les rats traités. Au niveau de la rate, les altérations se manifestent
par une hypertrophie de la pulpe blanche accompagnée d’'une augmentation apparente du
nombre et du volume des follicules spléniques. Nous avons aussi observé une fusion de
plusieurs follicules spléniques en conséquence a I'hypertrophie de la pulpe blanche. Ainsi
qu’'une déplétion lymphocytaire qui apparait plus importante chez les rats traités a 1/85.
Cette déplétion a signalé chez des rats exposés pendant 30 jours a un traitement oral de
1/100 DL50 d’'IMI (Mohany et al.,2011).



Mohany et al. (2011) et Balani et al. (2008) ont également observé la présence
d’agrégats de cellules pycnotiques et une rupture des artérioles centralesau sein de la
pulpe blanche. Alors qu’au niveau de la pulpe rouge,une augmentation du nombre de

macrophages et de neutrophiles est notée.

La glande surrénale est modérément affectée par le traitement a l'imidaclopride.
Nous constatons une dilatation des capillaires sinusoides au niveau de la zone réticulée du
cortex surrénalien et des veines de la médulla, des congestions sanguines ainsi que des
légéres infiltrations. Ces observations font signe d’une réaction inflammatoire. Des résultats

similaires sont enregistrés par Mensour (2012).

Le dosage du cortisol chez le seul groupe traité a 1/85 DL50, a montré une légere
augmentation qui reste statistiquement non significative. Contrairement a ce trouvé par
Mensour (2012) qui explique la diminution significative des taux plasmatiques en cortisol
par la déplétion vésiculaire au niveau des cellules fasciculées du a [lutilisation du

cholestérol.

Il est bien établie que 'hormone adrénocorticotrope exerce une action trophique vis-
a-vis le cortex surrénalien et une activation prolongée au cours d'un stress entrainant une
hypertrophie des glandes (Claire, 2006). Cela nous laisse suggérer que le traitement a I'lMI

peut présenter un facteur de stress chez les rates.



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’étude des effets de 'ingestion de I'imidaclopride durant 30 jours menée sur les rats
femelles montrent clairement qu'’il entraine des modifications morphofonctionnelles de la
rate et de la glande surrénale et ceci méme a faible dose ( 1/85 et 1/120 DL50 d’'IMI). En

effet, nous avons observé :

o Une hypertrophie de la pulpe blanche splénique,
o Une augmentation de la taille des follicules spléniques
o Une dilatation des capillaires sinusoides de la zone réticulée
et des veines de la médulla ainsi qu’une congestion aux mémes niveaux.

o Une augmentation non significative du taux de cortisol plasmatique.

Dans le but d’approfondir nos recherches, il serait constructif d’étudier les aspects
cellulaire et moléculaire de I'inflammation induite par cet insecticide et d’explorer sa toxicité
a long terme (>30jour) avec un effectif plus important, sur plusieurs générations et chez le
rat male. Ceci permettrait de confirmer les résultats obtenus et d’explorer l'effet de
l'imidaclopride sur I'axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien et hypophyso-surrénalien et

gonadique.

Il serait judicieux d’aviser les autorités et les agriculteurs sur les effets toxiques de
cet insecticide sur I'environnement et sur la santé humaine et animale. Cela afin de mettre
en ceuvre une stratégie de restriction et de contréle de son utilisation et d’encourager

I'utilisation de bio-insectides.
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ANNEXE 1: MATERIEL ET METHODES

Tableau | : Propriétés physicochimiques de I'imidaclopride

Parametres

Valeur

Aspect

cristaux sans couleur avec une odeur caractéristique faible

Formule Brute

C9H10CIN502

Ty
— ™
N r%/ H

Structure c1
NO,
Poids moléculaire 255,7 g/mol
Densité 1,543 g/cm?

Solubilité dans I'eau

0,61 g/1(20°C)

Solubilité dans d'autres solvants

dichlorométhane 50,0-100,0 g/ ;
isopropanol 1,0 g/l;
toluéne 0,5-1,0 g/I ;
n-hexane < 0,1 g/I

Point de fusion

143,8 °C (forme en cristal 1) 136,4

°C (forme en cristal 2)

Pression de vapeur

4,10-7mPa (20 °C)

Henry 2,10-10Pa m*/mol
Coefficient de partage carbone
247 cm®/g
organique /eau
Coefficient de partage octanol/eau 0,57

Durée de demi-vie (DT50) 180 jours
DL50 rat (9) 440 mg/kg

DJA 0,06 mg/kg/j

CAS N° 138261-41-3

(LARAMEE, 2007 ; AL-SAYEDA, 2008)

Tableau Il : Composition des bouchons alimentaires

Composition des bouchons
Protéines (%) 20
Matieres grasses brutes 4
(%)

Cendres brutes 6,5
Cellulose brute (%) 5,5
Calcium (%) 1,1
Phosphore (%) 0,8
Vitamine A (Ul/kg) 22000
Vitamine D3 (Ul/kg) 2200
Vitamine E (mg/kg) 100
Sulfate de cuivre
pentahydraté/cuivre 8
(mg/kg)




1. Matériel et réactifs

Les cages arats

Seringue et aiguille de gavage
L’insecticide : Imidaclopride

La Trousse a dissection

Tube EDTA

Liquide de fixation « Bouin »

Les cassettes en plastique

Les moules en métal (port-cassette).
Les lames porte-objet et lamelles
Les porte-lames

Graveur.

Boites de coloration

Alcool (100 °,96°, 70° et 50°)

Xyléne

La Gélatine a 4%

Liguide de montage (Eukitt)
Colorants topographiques

Autres produits: acide acide

acétique, sulfurique,

phosphotuguistique.

1. Kits de dosage

Dosage du cortisol

acide phosphomolybdique, acide

Les réactifs stockés a 2-8° C sont stables jusqu’a la date de péremption de la trousse.

= Tubes revétus d'un anticorps monoclonal anti-cortisol : 2 x 50 tubes (préts a I'emploi).

= Traceur cortisol marqué a l'iode 125: 1 flacon de 55 ml (prét a | ‘emploi).

= Le flacon contient 185 kBq, en début de lot, de cortisol marqué a l'iode 125 dans un tampon

contenant de l'albumine bovine sérique, de l'azide de sodium et un colorant vert.

Calibrateurs : 5 flacons de 0,5 ml + 1 flacon «zéro» de 5 ml (préts a 'emploi).



Les flacons de calibrateurs contiennent entre 0 a 2000 nM de cortisol dans un tampon
contenant de 'albumine sérique bovine en présence d’azide de sodium. La concentration exacte est
indiquée sur I'étiquette de chaque flacon. Les calibrateurs ont été calibrés par rapport aux solutions
de référence ERM®-DA193.

= Echantillon de contrdle : 1 flacon de 0,5 ml (prét a 'emploi).

Le flacon contient du cortisol dans un tampon contenant de I'albumine bovine sérique et de I'azide
de sodium.

2. Appareillage

Balance électronique

Balance de précision

Centrifugeuse

Micro pipette de 1000 pul, 100 pl et 10 pl
Etuve & 37°

Spectrophotomeétre

Distributeur de paraffine de type « Leica »
Platine refroidissante de type « Leica »
Microtome de type « Leica »

Bain Marie de type « Firlabo »
Microscope photonique de type « Leica »
Batteries de coloration

Balance électronique

Cage d’expérimentation



Aiguille de gavage Gavage

Trousse a dissection Dissection et préléevement des organes

Tubes EDTA Balance de précision



Micropipettes

Cassettes en plastique Moules

Boite de coloration et portoir Bains d’alcools et de xyléne

Déshydratation



Distributeur de paraffine avec platine refroidissante « Leica »

Confection des blocs de paraffine



Microtome « Leica » Bain Marie

Confection des rubans Mise en lames

Rubans collés sur des lames gélatinées Séchage dans I'étuve a 37°C

Bains (xyléne — Alcool — colorants) Montage des lames colorées a 'Eukitt

Déparaffinage, réhydratation et coloration



Microscope photonique « Leica »

Observation

3. Fiches technigues :

3.1. Fichetechnique N°1 : Fixation

Solution de Bouin (MARTOJA,1968)

Solution aqueuse saturée d’acide picrique ..............ccooiiiiiiiiiine. 75 ml
FOrmol ... 20 ml
Acide aCltIQUE ... 5mi

3.2.  Fichetechnique N°2 : Collage des rubans

Gélatine (MARTOJA,1968)

Geélatine €N POUAIe ...t 49

Eaudistillée ....... ..o 100 ml

3.3. Fichetechnique N°3: Préparation des colorants (Gabe, 1968)
3.3.1. Hemalun de Hansen

Dissoudre a chaud 1 g d’hematoxyline dans 10 ml d’eau distillée ;

Dissoudre a chaud 20 g d’alun de potassium dans 200 ml d’eau distillée ;

Laisser reposer une nuit ;

Mélanger les deux solutions, y additionner 0,177 g de permanganate de

potassium ;

e Porter le mélange a ébullition, celle-ci etant maintenue pendant une
minute ;

e Lasser refroidir et filtrer.



3.3.2.

3.3.3.

3.3.4.

3.3.5.

3.3.6.

3.3.7.

3.3.8.

3.3.9.

Hematoxyline de Groat

Dissoudre 1 g d’alun de fer dans 50 ml d’eau distillée ;

Y ajouter 0,8 ml d’acide sulfurique ;

Dissoudre 0,5 g d’hématoxyline dans 50 ml d’alcool a 96°
Mélanger les deux préparations et filtrer.

Fuchsine-ponceau
e Dissoudre 0,2 g de ponceau et 0,1 g de fuchsine acide dans 300 ml d’eau
distillée
e Y ajouter 0,6 ml d’acide acétique.

Orange G- acide phosphomolybdique

e Dissoudre 3 a 5 g d’acide phosphomolybdique dans 100 ml d’eau distillée
e Y ajouter2gdorange G

Bleu d’aniline
e Dissoudre 2 a3 g de bleu d’aniline dans 100 ml d'eau bouillante ;
e Ajouter 2,5 ml d'acide acétique ;
e Laisser refroidir et filtrer.

Solution aqueuse saturée d’azocarmin G

e Dissoudre entre 0,05 et 0,1 g d’'azocarmin G dans 100 ml d’eau distillée ;
e Acétifier la solution a raison de 1 a 2 ml d’acide acétique.

Alcool aniliné
e Ajouter a 1 ml d’aniline, 100 ml d’alcool a 70°.
Alcool acétique

e Ajouter a 1 ml d’acide acétique, 100 ml d’alcool a 96°.

Solution aqueuse d’acide phosphotuguistique

e Dissoudre 5 mg d’acide phosphotuguistique dans 100 ml d’eau distillée.

3.3.10. Bleu de Heidenhain

e Dissoudre a chaud 0,5 g de bleu d’aniline et 2 g d’'orange G dans 100 mi
d’eau distillée ;

o Laisser refroidir et y ajouter 8 ml d’acide acétique ;

e Pourl'usage, diluer avec 2 ou 3 volumes d’eau distillée.



4. Calcul statistique

4.1. Lamoyenne

Soit Xy, X, X3, cer e vee ver vee wve e ... . X4 UNE suite fini de nombre.

La moyenne arithmétique est le rapport :

X Xyt Xy bk Xy NG
B n on

m

#n : La moyenne arithmétique
7 : L'effectif
X: Caractére quantitatif

4.2. L’écart type

L’écart type est la racine carrée de la variance.

5 =2

6 : L'écart type V: La variance

4.3. La variance

La variance d’une série des valeurs du caractére est la valeur moyenne arithmétique des

carrés des écarts des ces valeurs par a leur moyenne arithmétiques.

L —my
n
V : La variance n ; L'effectif
#m ;. La moyenne arithmétique X: Caractéere quantitatif

4.4. Testd'homogénéité de deux échantillons

» n < 30: Loi de Student
Hypothese nulle (Ho): Les deux échantillons sont semblables; le traitement n'a pas d'effet.

On va calculer "la variance commune estimée" :
1/2

_ 41,1512 +’ﬂr2622
B q +ﬂ2 -2

En suite écart réduit" :

_ |my — m,|
t= . B 1/2
s[ﬂ_u_2



t: L’écart réduit.

m, . La moyenne arithmétique de I'échantillon 1
M, . La moyenne arithmétique de I'échantillon 2
§: La variance commune estimée

74 : Nombre d'échantillon 1

115 Nombre d'échantillon 2

On compare ce (£) calculé avec la valeur de t% (ddl = n; + n, — 2) théorique tirée de la
table de Student.
* Si £ <t % : L’hypothése nulle est retenue; la différence n'est pas significative, le traitement n'a
pas d'effet.
* Sit >1 % : L’hypothése nulle est rejetée; la différence est significative donc le traitement a un

effet.



Tableau XVIII: Table de Student.

% 20% 10% 5% 2% 1% 0,10%
ddl

1 3,078 6,314 12,706 31,821 63,657 636,619
2 1,886 2,92 4,303 6,965 9,925 31,598
3 1,638 2,353 3,182 4,541 5,841 12,924
4 1,533 2,132 2,776 3,747 4,604 8,61
5 1,476 2,015 2,571 3,365 4,032 6,869
6 1,44 1,943 2,447 3,143 3,707 5,959
7 1,415 1,895 2,365 2,998 3,499 5,408
8 1,397 1,86 2,306 2,896 3,355 5,041
9 1,383 1,833 2,262 2,821 3,25 4,781
10 1,372 1,812 2,228 2,764 3,169 4,587
11 1,363 1,796 2,201 2,718 3,106 4,437
12 1,356 1,782 2,179 2,681 3,055 4,318
13 1,35 1,771 2,16 2,65 3,012 4,221
14 1,345 1,761 2,145 2,624 2,977 4,14
15 1,341 1,753 2,131 2,602 2,947 4,073
16 1,337 1,746 2,12 2,583 2,921 4,015
17 1,333 1,74 2,11 2,567 2,898 3,965
18 1,33 1,734 2,101 2,552 2,878 3,922
19 1,328 1,729 2,093 2,539 2,861 3,883
20 1,325 1,725 2,086 2,528 2,845 3,85
21 1,323 1,721 2,08 2,518 2,831 3,819
22 1,321 1,717 2,074 2,508 2,819 3,792
23 1,319 1,714 2,069 2,5 2,807 3,767
24 1,318 1,711 2,064 2,492 2,797 3,745
25 1,316 1,708 2,06 2,485 2,787 3,725
26 1,315 1,706 2,056 2,479 2,779 3,707
27 1,314 1,703 2,052 2,473 2,771 3,69
28 1,313 1,701 2,048 2,467 2,763 3,674
29 1,311 1,699 2,045 2,462 2,756 3,659
30 1,31 1,697 2,042 2,457 2,75 3,646
o 1,282 1,645 1,96 2,326 2,576 3,291




Tableau XIX: Dilution des alcools (d’aprés la table de GAY-LUSSAC).

Quantité d’eau en cm®a ajouter & 100 cm?® d’alcool & diluer

Concentration initiale

Con‘f:if]’;tlga“on 100 | 99 | 98 | 97 | 96 | 95 | 90 | 85 | 80 | 75 | 70 | 65 | 60
95 6.5 | 515 3,83 | 2,53 | 1,25
90 133118 10,4 | 9,07 | 7,73 | 6,41
85 20,5 19,1 17,6 | 16,2 | 14,7 | 13.3 | 6,56
80 28.6| 27 |255| 24 |225| 21 | 138683
75 37,6 | 359 | 343|327 |31,1 295 | 219|145 7.2
70 478 | 46 443|425 409|392 |31.1 231|154 |7.64
65 504 |57,5 556 |53.8| 52 |50.2|415| 33 | 24,7164 8,15
60 728|708 68,8 659|649 63 | 537445354 |265]|17.6 | 8,76
55 88,6 | 86,4 |84.3 | 822 | 80,1 78 |67.9|57.9 48,1383 286 19 |9,47
50 107 | 105 | 103 | 100 | 98,2 | 95,9 | 84,7 | 73,9 | 63 |52,4 | 41,7 | 31,3 | 20,5
45 130 | 128 | 125 | 123 | 120 | 118 | 105 | 93,3 | 81,4 | 69,5 | 57,8 | 46,1 | 34,5
40 159 | 156 | 153 | 150 | 147 | 144 | 131 | 117 | 104 | 90,8 | 77,6 | 64,5 | 51,4
35 195 | 191 | 188 | 185 | 182 | 179 | 163 | 148 | 133 | 118 | 103 | 87,9 | 73,1
30 242 | 239 | 235 | 231 | 228 | 224 | 206 | 189 | 171 | 154 | 136 | 119 | 102
25 300 | 305 | 300 | 296 | 292 | 287 | 266 | 245 | 224 | 204 | 183 | 162 | 142
20 409 | 403 | 398 | 392 | 387 | 382 | 356 | 330 | 304 | 278 | 253 | 227 | 201
15 575 | 567 | 561 | 554 | 547 | 540 | 505 | 471 | 437 | 403 | 369 | 335 | 301
10 907 | 897 | 886 | 876 | 865 | 855 | 805 | 754 | 703 | 652 | 602 | 551 | 501




