Ministere de I’ Enseignement Supérieure et de la Recherche Scientifique
Université SAAD DAHLEB de BLIDA
B Faculté des Sciences Agro-V étérinaires et Biologiques
&>

Département de Biologie

Mémoire de fin d'études

<
En vue de |'obtention du Dipléme de Master en Sci
et delavie
Option

Biosignalisation Cellulaire et M ulairenmmunologie

[Elis)

. PULMONAI R%

utenu le: 26/06/2013

fay composéde:

"° BOUDALI S. MAA USDB Présidente
M™ CHAKHMA A. MAA USDB Examinatrice
M™MATALLAH R. MAA USDB Examinatrice
M™ SAADI L. MCB USDB Promotrice

Promotion 2012-2013

[215] [215]
[GTal [S1E]



CXACICICIACELCICICIACKLCICICKOL®

%moimm/lfa
Avant toute chose, je tiens a remercier Dieu, le tous
puissant de m’avoir donné le courage, la volonté et&té afin

d’accomplir ce travail. < @
Pour ses encouragements, sa p@%& e
AN

précieuse, je me trouve incapable de wies
remerciements a ma promotrice M®e SAADLE LY, Maitre de
conférences. Je lui exprime toute m nnaissance et ma
profonde gratitude
‘ements a Mme

ait ’honneur de
At athsi qu'a

Mme MATAL nte au département de
biologie, aitre assistant au
dépar stérinaires d’avoir accepter

de ce travail.

ﬂ D

Ko

¢’mon stge pratique au niveau de 'ENS de
ua, CHU-Hussein Dey et au laboratoire d’analyses
meédicales de Blida.

Mes profonds remerciements vont a tous les enseignants du
département de biologie ainsi que tous les membres de
I’administration et du laboratoire. Sans oublier toutes les
personnes qui ont contribué de pres ou de loin a la
réalisation de mon travail.



Je voudrais exprime

pour sua grande patience,

‘e rurs: Selma, Souad et Nessrine.
m%w et leur enfants Amine et Meriem

s/,
A3 . e
id, leur maris et les enfants Lili et Ahmed

s tantes et mes oncles, chacun par son nom
Toutes mes amies

Tous ceux qui m’aiment et que j'aime

et @ tous ceux qui m’ont aidé de prés ou de loin.




LISTE DESABREVIATIONS

Abreviation Signification
ACh Acétylcholine
ADN Acide Désoxyrubo Nucléotide
CRP Protéine Réactive-C S @\
DL50 Dose Létale 50 &
DT 50 Demievie 50
AN
EDTA Acide Ethyléne Diaming\l&tracétique
FNS Formule Numér@San i &
m O\
GB Globules Blarm @
(2 (&
GR Globule We\)
Gr W \\)
HCT 231\ \
HE KQ atoxylln
HB

ﬁemoNn

Wul ine

\)?/
W

N

i‘i@%ﬁki ne

\\//VM I \ymidaclopride
NAChRs Récepteurs nicotiniques de |’ acétylcholine
PLT Plaguettes
ROS Espéce Réactive d’ Oxygene
TNF Facteur de Nécrose des Tumeur




SOMMAIRE

INTRODUCTION. ..o e et d
CHAPITRE | : RAPPELSBIBLIOGRAPHIQUES

|- Rappelssur I'imidaclopride..........ccooeeii i

I-1- Propriétés de I'imidaclopride
|-2- Domaines d application de I’imidaclopride.............,
I-3- Voies d’ administration de I'imidaclopride.................>
|-4- Toxicitédel’imidaclopride.........................

|-4-1- Toxicité environnementale...............

|-4-2- Toxicité sur lasanté animale
CHAPITRE Il : MATERIEL
I1.1. MATERIEL

[1.1.1. Animaux.

2.2. Sacrifice et prélevement des échantillons......................cocnnnn00014
11.2.3. Déermination de laformule de numération sanguine.......................... 15
[1.2.4. Déermination de laproténeréactiveC............ccccovveveeiviiviiieeeennnn 15
[1.2.5. Etude histologique...........oovniinii e ene 2 16

[1.2.6. Etude StatiStiqUE. .. .....coe i ne e eeee 2. 19



CHAPITRE I11: RESULTATSET DISCUSSION
1.1 RESULTATS
[1.1.1. EVOlUtion PONAErale..........ouuirieee e e et e e e e, 20

L 0 T . o 0 S o0 oo = PP

[11.1.1.2. POIAS ES POUMIONS. .. ...ttt ettt e e e e e e e e e e ee e

111.1.2. Détermination des paramétres hématol ogi ques
[11.1.3.Etude histologique.............ccccoieiiiiinnannss

111.1.3.1. Parenchyme pulmonaire des rats témoins)

111.1.3.1. Parenchyme pulmonaire des rats t§ »
1.2

DISCUSSION.......ccoiiiiiiii

S
CONCLUSION ET PERSP % (ji..
REFERENCESB |& HI ws..%& .................................. 39
ANNEXES @




RESUME

De nombreux xénobiotiques (solvants, pesticides...) sont susceptibles de jouer
un role dans le développement des maladies inflammatoires diagnostiquées au cours

de ce dernier siecle. Dans ce cadre, nous nous sommes propose d’ éudier I"impact

d' un insecticide néonicotinoide, imidaclopride, utilisé en Algérie sur\a structure

gavés quotidiennement, durant |la méme période, d’ une soluti Se contenant de
I"'imidaclopride a raison de 4,98 mg/kg/jr (1/85 D

L
des animauix, le sang recuellli est destiné ala déter du taux;plasmatique des

uel
Aprés unedécapitation rapide

7 7

parametres hématologiques. Des fragments deJsoumori sont pr és dans le
chronique a cet
oire témoigné par

quine et I'infiltration



ABSTRACT

Many xénobiotics (solvents, pesticids...) are likely to play a part in the
. Within
ticid,

development of the inflammatory diseases diagnosed during this last ¢

this framework, we proposed to search the imidacloprid, néarycot|

used in Algeria, impact on the pulmonary structure and the rate m ogic
t

roups. The

control rats (n=5) are gorging only with distilled water every during 30 days. The

treated rats (n=10) are gaved daily by an agueous sg the imidacloprid

a a rate of 4,98 mgkg/jr (/85 DL5Q) during
decapitation of the animals, the collected bloogNs int
Kragments of lungaveyemipved and fixed in

' nsecticide exposure

. After rapid

of the plasmatic hematologic param
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INTRODUCTION

Environ 75% des especes animales dans le monde sont des insectes, certains
sont des prédateurs et des pollinisateurs salutaires, d autre sont des vecteurs de
maladies infectieuses, mais beaucoup sont des parasites, agissant en tant que

concurrents pour la nourriture (Duffus et Worth, 2006).

Pour les combattre, I"homme a toujours essayé de é%v P ' ts
biocides qui ont beaucoup contribué a |'augmentatiq % ricole
pr

(Kammon et al., 2010). Plus de 20.000 produits pestici e 900 matiéres
actives sont connus pour étre utilisés comme i ticides, icides, herbicides,

rodenticides, nématicides et fongicides (Abou-Doni ~2008).

Avec l'introduction des néonicoti no% avahtage €c
€été obtenue dans I’amélioration de la pr pté @o-ali s
2010). Ces insecticides incluent cliles activ

o

acetamipride, clothianidine et th

cause un blocage irréversible de la voie neuronale nicotinergiqgue en se liant

agonistiquement aux récepteurs de |'acétylcholine (NAChR) (Zhang et al., 2000;
Bourg, 2006; Azevedo et al., 2011). Cette voie est plus abondante chez les insectes
que chez les animaux a sang chaud, donnant un degré de toxicité sélective pour les
insectes (Duffus et Worth, 2006). Ce mode d'action est unique aux néonicotinoides
(Liu et Casida, 1993; Mohany et al., 2011).



Cependant, I’ utilisation étendue de I’ IMI a été -ces derniéres années- critiquée
due a sa persistance dans I'environnement et a son accumulation dans les tissus des
organismes vivants (Mohany et al., 2011). Bien que des études précédentes ont trouvé
safaible toxicité sur la santé humaine et animale (Anatra-Cordone et Durkin, 2005).

Plusieurs travaux ont signalé des signes de toxicité par des concentrations

al.,2010; Kammon et al., 2010; Mohany et al.,
peuvent étre associées a la production de radi
engendrent un stress oxydatif causant des c ementsd

la peroxydation des lipides et des domm

Les travaux menés au niveau de notre laboratoire réalisés sur des rats femelles
de souche wistar intoxiquées avec différentes doses d’'IMI: /40, 1/25, 1/15 et 1/10
DL50 suggerent son effet inflammatoire sur les poumons. Cette intoxication est
provoquée par |’augmentation de la vitesse de sédimentation, du nombre des
leucocytes et du taux sérique de la protéine réactive-C ains que I’'atération du

parenchyme pulmonaire (Boukenoui et Mahboubi, 2010; Boukerzi, 2012).



Dans le but de rechercher la dose la plus faible et sans effet toxique observable
de I'’IMI sur le plan morpho-fonctionelle, nous nous sommes proposés, dans cette
étude, de chercher I effet de I’ M1 araison de 1/85 de DL50 pendant 30 jours chez les
rats femelles de souche wistar. Notre étude porte sur | évaluation des taux de quelques
parametres hématologiques et sur la structure microscopique du parenchyme

pulmonaire.

Apres une introduction, nous rapportons dans ce travail k“qs 3!

O

toxicité de I’IMI, synthétisés dans un premier chapitre. Nous exp te
les différentes techniques utilisées dans le deuxiem ap Negsemble des
résultats obtenus sont rapportés et discutés dans le troisiemeehapitke\suivis par une

conclusion.



Chapitrel Rappels bibliographiques

|- Rappelssur I'imidaclopride

Le grand succes commercial des néonicotinoides arrive avec la mise sur le
marché de I'imidaclopride (Guez, 2001), premier membre de la famille des
chloronicotinyl nitroguanidine (Mohany et al., 2011; Asam Riaz, 2011) (tableau I,
annexe 1). Cet insecticide affecte un large éventail d’insectes ravageurs agricoles tels

gue les pucerons les cochenilles, les cicadelles, les psylles et les col éoptere
1993; Sohrabi et Shishehbor, 2011). Son utilisation a perénis )

alimentaire suffisante pour une population en grande croissance

2010) et a contribué a I’'amélioration de la santé publi >/'certains
insectes et moustiques vecteurs de maladies infectieu 2009; Asam
Riaz, 2011).
|-1- Propriétés générale del’imidaclopri @

L’ imidaclopride posséde trois pri %actérist' @ tcologiques soit
la persistance, I’ action systémique et tox) gite. @

<

|-1-1- Persistance @

Dans le so dr Iuble,ﬁ%sﬂe, incapable d'adhérer aux
particules et il hon-vol sur Te terrain: i-vie est entre un an et deux ans,

elle tend aaugm e pH d ec |'absence de la lumiére (Laramee,

2007). in aat dans le sol nu que dans le sol couvert de

sistance basse jusgu’'aux eaux souterraines, possibilité de contamination de ces

derieres et ainsi contamination des cultures non traités (Laramee, 2007).

[-1-2- Systémique

L’imidaclopride est un produit systémique (Tomlin, 2000) en traversant les
racines vers tout le systeme vasculaire de la plante a travers la seve (Tomizawa, 2000;
Fossen, 2006; Mohany et al., 2011). Cette propriété assure a la plante une protection

contre les ravageurs racinaires et aériens puisgu’il est efficace de la levée jusqu’ au
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stade de floraison de la plante (AL-SAYDA, 2008). L'IMI peut se retrouver
facilement dans le nectar et le pollen (Suchail et al., 2003).

[ -1-3- Neurotoxicité

En raison de la similarité structurale, I'IMI devient neurotoxique par

mimétisme avec la nicotine sur les sites de fixation aux récepteurs

&

celle de lanicotine (Tomizawa et Casida, 2003, 2005).

O CH, —
> 5 N-CH, < é' - N 3 "
H;C o/\\/ \CH33
c,H_,,
L'acétylcholine L'lm}{iaclopr La picotine
Figurel: Lastructuredel'i rldecomp ellesde
I"acétylcholine et dela nico h%m et 1997 modifié).

L’ IMI perturbe la transmissi n ue (i%gignerveux, en causant un

mulation de I’ acétylcholine
g, 2006; Herron, 2011). Comme
, le nerf est continuellement sur-
stimulé

rupture dirsysténe nerveux, a

@ a-Cordon
&\ L'imidaclopride blogue
cétyvicholim

\/ ¥ i erretee O le récepteur de I'acétylcholine
dans la fente synaptigue @

Blocagedela
propagation de
l'influx nerv

.-hone‘

Le neurotransmeéteur est
stocké dans des vésicules

Figure 2: Moded’action de |’imidaclopride au niveau des synapses

nerveuses des insectes (Asam Riaz, 2011; modifié).
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|-2- Domaines d’application del’'imidaclopride

En Algérie, cet insecticide est largement utilisé sur les cultures et les arbres
fruitiers et pour la protection des récoltes agricoles ciblant les insectes ravageurs y
compris les sauterelles, les mouches, les termites, les coccinelles et les insectes de
I’ herbe du sol, des plantes et des arbres (Djouber, 2011).

dans les tiges pour protéger les arbres fruitiers et les plantes ( ﬁ» :
Les récoltes sur lesquelles I'IMI est appliqué compr. t di Sréales. riz,

mai's, fruits, |égumes, tournesol, tabac, coton etc. (Kagabu, 199

L’ IMI est aussi employé dans le traitement es, pour la lute contre les
parasites de gazon, des pelouses de mén%? cs
(Struger et al. 2002). Son emploi en mé erinaire F:

dans des médicaments destinés aux chiens (¢
controler les puces sur ces ani m% (T
|-3- Principale voies d’ad(r(@ e I’irﬁ@a@de
Les risquss. d’ eprx aux i sont multiples et plusieurs facteurs
peuvent ¢ reresp (Samtigl et Saint-Laurent, 2001; Craig, 2005).
<

i |es situations pouvant mener a une intoxication par la voie cutanée sont

exnélange a mains nues de la bouillie, les éclaboussures de produits sur la peau et
dans les yeux, I'application sans vétements de protection ains que |’ application de
produits dans un espace confiné et clos.

|-3-2- Voie respiratoire

La voie respiratoire constitue la voie d'intoxication la plus rapide et la plus
directe. Les pesticides qui sont normalement appliqués sous forme d aérosol, de

brouillard ou de gaz peuvent étre facilement inhal és.

6
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|-3-3- Voieorae
L’ imidaclopride est fortement toxique par voie orae. Chez les travailleurs,
I’ absorption de pesticides par |a voie gastro-intestinale se produit principalement par

un contact de la bouche avec |es mains contaminées.

|-4- Toxicité del’imidaclopride

L’ application excessive et aveugle de I’ IMI dans le domai ' e et

[-4-1- Toxicité environnementale
L’imidaclopride est classé par I' gtecti on nnement dans
la classe de toxicité 111 (Benbrook, 1 sistance Vironnement, son

et al., 2002), dans les
., 2009) et dans les produits
t I'ceuf (Kutches et al., 1970;

Sa
e tair

teurs des vertébrés que pour ceux des insectes

@ ., 1992, 1994). En plus, la barriére hémato-encéphalique
des vertébrés bloque I’ accés de I’ IMI réduisant ainsi satoxicité (Bourg, 2006).

La métabolisation de I’ IMI par les isoenzymes du cytochrome P450 hépatique
peut libérer des métabolites plus toxiques (Suchail et al., 2003) qui provoquent
I"inhibition du cytochrome C oxydase et par consequence |I’augmentation de la
génération des radicaux libres (Sudakin, 2005). Ce stress cellulaire est confirmé par
I”augmentation du taux de malondiadehyde, le produit final de la peroxydation des
lipides (Muniz et al., 2007; Mohany et al., 2011). Cette augmentation favorise la
production des cytokines pro-inflammatoires telles que le facteur de nécrose des

tumeurs o (TNFa) et les interleukines 1l 1B et 1l 6 par les cellules impliquées dans la

7
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réponse immunitaire (Iho, 2003; Beachet et Whalen., 2006). Ainsi que la production
des espéces réactives d'oxygene (ROS), ce qui engendre un stress oxydatif en inhibant
la capacité antioxydante de la cellule et par conségquent la présence des dommages au
niveau des tissus et des organes vitaux tels que le foie, lesreins et le cerveau (Yu et
al., 2008; El-Gendy et al., 2010).

Ces dommages touchent les macromol écules comme les acides éques, les
lipides et les protéines ce qui entraine des atérations fonctionnell ellules

S
cible et accdlére sa mort (Stephan et al., 1997; Tuzmen et al., 2

0
de I'IMI peuvent aussi se lier aux acides ribonucléiqu trajnant omalies
génétiques, de ce fait, I’insecticide peut étre faiblement” mutagénique(Cantoreggi et

Lutz, 1993).

ites

Des études sur l'imidaclopride o%re 4 géhoto
(Karabay et Oguz, 2005) et sur les cultu ocytaires Demsiaet al.,
2007). L'IMI entraine des dysf '%Sgdes s%% immunitaire et
endocrinien (Mohany et al., (201 trou fa reproduction et du

développement (Kumar, 2 d ofctionnements  neurologiques
(Paolini et al., 2004; Donia et .,200
me, | [

Chez I'H
saliveti faibles

différents effets tels que le disfonctionnement et les atérations de certains organes
vitabx (Eiben, 1991; Chao et Casida, 1997; Haifaa, 2007; Bhardwad] et al., 2010;
Mohany et al., 2011).

|-4-2-1- Au niveau du foie

Le foie est le premier site de détoxification des xénobiotiques dont les

pesticides, ce qui le rond un organe trés sensible au produits toxiques (Guyton, 1995).

Lefoie est le site principale de latoxicité orale par I’ IC, qui se manifeste par la

nécrose hépatique ou hypertrophie; I’ augmentation des taux sériques de transaminase,

8
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de phosphatase acaline et/ou de glutamate déshydrogénase; et I’ tération des autres
parametres biochimiques, comme |'acide urique, glucose, cholestérol, protéine totale
et I’ abumine (Kammon et al., 2010).

Les travaux de Bhardwad] et al, (2010) ont montré que chez les rats femelles
de souche wistar, la toxicité orale de I'lMI1 (20 mg/kg/j) entraine une augmentation

significative du taux sérique des enzymes hépatiques. transamin aspartate
aminotransférase, alanine aminotransférase, phosphatase al&alin tamate
déshydrogénase. X

Des résultats similaires ont été notés par Mohan (2011, chercheurs

ont travaillé sur les rats wistar traités par 1/100 de DL 50 d'| ilsont observeé des

atérations au niveau du parenchyme hépatiquet ue I'infiltration des cellules

immunitaires et la présence des hépato necr arque des noyaux

pyknotiques, et des sinusoides centraux forte encombrésd

S
Les travaux de Boukenoui et houbi, {2011) ont mQntkeque les doses 1/15

i @&te par une nécrose ou
Sgnes iDn (congestion et infiltration

callulaires). & @

1-4-2-2- Au nive@d) ) @

desreins et une hypercréatinémie. L’ histopathologie rénale révele des |ésions au
niveau du parenchyme telles que des dommages tubulaires avec la nécrose de
guelques tubules et une congestion sanguine. Le traitement des rats femelles de
souche wistar avec la dose 1/20 de DL50 d'IMI (14,67 mg/kg/jr) pendant 50 jours
provogue une perturbation des parameétres biochimiques rénaux: diminution du taux
plasmatique de |'urée et de |’acide urique et une forte augmentation du taux de la
créatinine. A I'échelle structurale, le parenchyme rénal montre une congestion

sanguine au niveau du cortex et de la medulla, un rétrécissement de quelques
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glomérules rénaux et une dégenérescence de certains tubes rénaux proximaux. Ces

maodifications suggerent une néphrotoxicité évidente (Saadi et al., 2011).

|-4-2-4- Au niveau delarate

Les travaux de Mohany et al. (2011) ont rapporté que le traitement des rats &
1/100 de DL50 d'IMI ainduit I’ altération du tissu de la rate marquée

d’un nombre peu élevé de lymphocytes dans la pulpe blanche, do@nt certamessemblent

a présence

étre pycnotiques et forment des agrégats. Cependant, les fibrobl
plus grands nombres. Au niveau de la pulpe rouge, ces

chels
augmentation du nombre des macrophages et des neutrdphihes.avecrésence de nids

de cellules pycnotiques.
Des changements semblables obsexirés dan 8yaLx et Mountz,
(2003) et Balani et al. (2008) chez des rats traites oralement p Ibte dose d’' IMI.
%@o@quﬁé e l'invasion des
une@gQ ion du nombre des
ids @ es pycnotiques liés a

I” augmentation de la suscepti ose.

1-4-2-5- Au nivm thy

ymuww '%ion et de lamaturation des cellules T. Le

<
.\“w 00 DL50 d'IMI pendant 4 semaines a montre,

Ces chercheurs révélent au niveau

fibroblastes, de grands faisceau

macrophages, des neutrophi

A

mdigue I'involution thymique ou atrophie (Mohany et al., 2011).

1-4-2-6- Au niveau de la glande thyroide

10
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L’ étude de Benherira (2013) réalisée sur des rats femelles de souche wistar
traitées avec I'IMI araison de 1/15 DL 50 pendant 22, 85 et 150 jours, a montré une
augmentation du taux des hormones thyroidiennes, la thyroxine libre et la
triiodothyronine libre apres 22 jour de traitement, mais cette modification s atténue
apres 85 ou 150 jours. Le taux de |’ hormone thyréostimuline a diminué dans toutes les
conditions expérimentales. A I'échelle histologique, la thyroide dgs rats traités
pendant 22 jours présente une réaction inflammatoire marquée par une entation
du nombre des microfollicules, une perte de colloide et |’ apparitton dq i

m ogque
' |"apparition de

entre les follicules. L’ exposition subchronique ou chroni

une vacuolisation des cellules du parenchyme thyroidk

cellules sqguameuses.

Inchem, (2001) et Matsuda et al., (2001) o 3, chez rats intoxiqués
chroniquement par I’IMI, une diminution d oids entation du
taux du cholestérol sanguin. Leurs obser oI oglq tré des |ésions

accrues de la thyroide, I'atrophie thyr0| hypothyr0|d|e et
rtes par Boukenoui et
0 1/15 DL50 d'IMI pendant

turbateur endocrinien provoquant

endant 22 jours révélent |’ altération du parenchyme

bronchiolaire marquées par I’ épaississement du septum

Ales de Clara, la congestion sanguine et la présence des macrophages alvéolaires
gonflés et chargés présentant des images de phagocytose d hématie issus d une
hémorragie (Boukenoui et Mahboubi, 2011).

Les travaux de Boukerzi, (2012), menés chez les rats femelles de souche

wistar ayant recu une dose de 1/15 DL50 d'IMI pendant deux periodes (15 semaines

11
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et 25 semaines) ont montré des changements significatifs des parameétres
hématologiques. une augmentation de la proténe réactive C (CRP), de la vitesse de
sédimentation (VS) et du nombre des globules blanc (GB), des globules rouges (GR)
et des plaquettes (PLT) avec une diminution de I’hémoglobine (HB) et de
I’hématocrite (HT) par rapport aux rats témoins. La perturbation des paramétres

hématologiques confirme I’observation histologique, qui se mani

3

suggéerent |’ effet inflammatoire de I’ IMI.

|-4-2-8- - Au niveau du systéme immunitaire &
Les travaux de Mohany et al. (2011) ont rté que |'exposition orale des

rais a I'lMI a raison de 1/100 de D pend semal

immunotoxicité, une péroxydation de li engendre un

ini
éude montre bien I’inhibition de <\ @nﬁée mar
paramétres immunologiques: u n %@ du nombre des
[ IgG sans changements

e auss des diminutions

leucocytes, des immunoglobulin

significatifs dans les ni o} .
progressives et & r
retardé de la ré

O

12



Chapitre Il Matériel et méthodes

Notre travail porte sur la recherche des aspects de la toxicité de
I'imidaclopride a raison de 1/85 de la DL50 administrée par voie orae
guotidiennement par la méthode de gavage chez les rats femelles en croissance de
souche wistar pendant 30 jours. Cette étude est basée sur I’ évaluation des effets de cet
insecticide sur le poids corporel, le poids des poumons et sur le profil de quelques

parametres hématol ogiques et histopathologie du parenchyme pulmonair

Le travail est réalisé au niveau de différents laboratoires: ot

biologie animale de I’ENS de Kouba, d’ analyses médical I N i
cytologie et d anathomophathologie CHU-Hussein D Sur\Ure periode étalée

du mois de décembre 2012 au mois de mars 2013.

.1 MATERIEL

[1.1.1. Animaux

cquvercle, d une mangeoire et d’ une bouteille d’ eau.

[1.1.2. Insecticide

L’imidaclopride est utilisé sous forme de solution mére concentrée de 200
mg/ml. A partir dela DL50 qui est de 424 mg/kg/jour chez les rats femelles de souche
wistar (Mulye, 1996 ; Laramee, 2007), la 1/85 de la DL50 (5,1 mg/kg) est calculée

comme suit:
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Chapitre Il Matériel et méthodes

200 mg de matiéere active d' IMI » 1 ml de solution mere d’' IM|

1/85 de DL50 =4.988 mg d' IMI/Kg » V1

V1=volumede /85 delaDL 50 d'IMI = 0.0255 ml pour 1000 g
de poids corporel del’animal

0.0249 ml » 1000 g
S
V2 » Poids co Hyval

I1.2. METHODES

itions du laboratoire, les 15 rats

eexpérimentation sont répartis en deux lots.

Les rats traités sont pesées chagque 5 jours a compter du premier jour de
I’ expérimentation. La derniere pesée est effectuée le jour du sacrifice. Durant toute la
période d’ expérimentation, les rats recoivent la nourriture et I’ eau "ad-libitun”.

[1.2.2. Sacrifice et préévement des échantillons

Apres la prise des pesées corporelles et une |égére anesthésie au chloroforme,
les sacrifices sont réalisés par décapitation rapide et cela la matinée de 9h a 11h &fin

14



Chapitre Il Matériel et méthodes

d éviter les variations hormonales pendant la journée. Le sang artério-veineux est
recueilli dans des tubes secs et des tubes contenant 10% de |’ acide éthyléne diamine
tétra-acétique (EDTA), destinés pour le dosage sérique de la protéine réactive C
(CRP) et la détermination de la formule numérique sanguine (FNS) respectivement.
Les poumons sont rapidement prélevés sur un lit de glace, puis pesés et plongés dans
le formol &10% pour les fixer. Cet organe est destiné al’ éude histpatho-patol ogique.

&
[1.2.3. Déter mination dela formule de numération mquine&\

a Principe

La détermination quantitative des é éments és du sang, globules rouges,

globules blancs, plaguettes, hémoglobine Smatoc calise
flux utilise sur un automate d hématologi pe sysme

faisceau lumineux qui dévie ses é

b- Quantification des eI

Le tube contenan %LSP
I’aiguille d absorption‘de '

prendre quel ques 'secondes:

ee. L’ opération d’ absorption peut

<>

ement par |’ automate précisant la quantification de

2.4. Déter mination dela protéineréactive C

a Principe

Le dosage sérique de la CRP est effectué al’aide d'un appareil Cobas Integra
400 plus, dont le principe du dosage est le test de turbidimétrie amélioré des
particules. La CRP s agglutine avec les particules de latex couvris par |’ anticorps anti
CRP. La concentration est mesurée en calculant la diminution, due a |’ absorbance, de
I"intensité d’un rayon lumineux de longueur d’onde de 552 nm traversant la
suspension.

15



Chapitre Il Matériel et méthodes

b- Dosage

Nous mettons le plasma aprés centrifugation a 6000 tours /min au dessous de
I"aiguille dabsorption de fagon qu'elle y soit plongée. Le dosage nécessite

I’ absorption d’un ml de sérum.
c- Lecture

Apres un temps de latence (20 minutes), les résultats son@affl es
sur I’écran de I’ ordinateur annexé a |’ automate, preécisant | a CRP
en milligramme/ litre.

[1.2.5. Etude histologique

L’éude de la structure des ti &rosco sur la bonne

préparation de leurs échantillons. La e histol ogi ue par plusieurs étapes

successives indispensables pour auoipde résul Shotre étude, nous avons

suivi les étapes présentés pa

11.2.5.1. Fixation/ et Tih

rincées al’ eau courante écouler pendant 24 heures.

[1.25.2. Déshydratation et éclair cissement

Le but de la déshydratation est d éiminer I’ eau a partir du tissu pour permettre
ensuite I'imprégnation a la paraffine. La déshydratation est réalisée dans différents
bains d’'acool éthylique a concentration croissante:

- Troisbainsd alcool 70° ........ccoeviiiiiiannn.. 30 minutes chacun.
- Troisbainsd alcool 95° ..., 30 minutes chacun.
- Troishainsd acool 100° ..........covviiiieiein.n. 30 minutes chacun.
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L’ éclaircissement est effectué dans deux bains de xylene pendant 20 minutes
chacun. Cette étape permet d’ éliminer I’alcool a partir du tissu et de le remplacer par

le réactif de compensation.

11.2.5.3. Imprégnation

Dans une étuve réglée a 58°C, les fragments sont imprégnés d eux bains

successifs durant une heure chacun. Le premier bain est constitu%de ?’ ene et
50% de paraffine pure dissoute, le deuxieme bain comprend que deda pa re.
Cestrois derniéres étapes sont réalisees al’ aide p ulation de

type « Leica».
[1.2.5.4. Inclusion et mise en bloc \ &

L’inclusion est réalisée dans des en plasti chales sdlon les

étapes suivantes :

&

I’animale

\\‘>

enusosont coupés au microtome de type «Leica»> avec un

eai sseur de 5pm.

[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°) puis
récupérés et collés sur les lames gélatinées et ensuite séchées dans |’ étuve a 37°C

pendant 24 448 heures.
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[1.2.5.7. Déparaffinage et hydratation

Le déparaffinage sert a enlever la paraffine du tissu afin que les colorants
puissent le pénétrer. Les coupes sont passées dans deux bains de xylene pendant 15

minutes chacun.

L’ hydratation a pour objet de retirer le xylene du tissu et de le
I’ eau. Les fragments sont passés dans trois bains d’ éhanol decr%saan ]

d’ une durée de trois minutes chacun. \
[1.2.5.8. Coloration &
Le but de la coloration est de visualiser | Nerses com ts tissulaires et

cellulaires. Dans notre étude nous avons appliqué d de coloration. (Annexe)

a Coloration de |’ hématoxyline é egsme

Cest une coloration topo met de%mmer la structure
tissulaire générale des organes.
b- Coloration deTﬂ@ asso

C'est une coloration |f|que |suaI|ser les fibres de collagéne
' stisstlairestel roses et lesinclusions.

une déshydratation en faisant passer |es coupes

...3 minutes.
-Unbaindacool 90% ..........coovviiiiiii 23 MiNULES.
-Unbaindacool 100% .........coovveieiieiie i 3 MiNULES.

Les lames colorées sont en suite plongées dans deux bains de xylene pendant 20

minutes chacun pour |’ éclaircissement de la coloration.

[1.2.5.9. Montage et observation

Apres le montage d’'une lamelle sur chaque coupe a |'aide d'un Eukit, les
lames sont séchées sur papier absorbant, nettoyées au Xxyléne puis observées au
microscope photonique aux différents grossissements x 100, x 400, x 1000.
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La prise des photos est effectuée par un photomicroscope «Zeis» du

laboratoire d  histologie al’ Ecole Normal e Superieur de Kouba.

[1.2.6. Etude statistigue

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + écart type. tests t

de student sont effectués pour la comparaison des différents par@nét Syl tre

lesrats témoins et les rats traités. X
Ladifférence est jugée statistiquement :

- Non significative (NS) quand p > 0.05.

- Significative (*) quand 0.02 < p < 0.05. X @
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[11.1. RESULTATS

La recherche des aspects de la toxicité d’'IMI araison de 1/85 DL50 pendant
30 jours est basée sur I'étude de I'évolution pondérale, du profil de quelques

paramétres hématol ogiques et |” histopathol ogie du parenchyme pulmonaire

[11.1.1. Evolution pondérale

[11.1.1.1. Poids corporel

<
Les résultats de la variation pondérale chez les rats femel
par 1/85 DL50 d’'IM1 et leurs significations statistiques
et lestableaux V, VII, VIII et X1 del’annexe 3.

i
250 \%

200

m aitées
ésdgns lafigure

N\

2 début
100 T ‘ > NN VY 1 i":f;f E fin

Poids cor por el
()

50 A el ONONERE

oin N\ traité
ALY

nificative par rapport au début de I’ expérimentation.

Figufe 3: Evolution du poids cor porés (g) chez ratstémoins et traitées
par 1/85 DL 50 d’imidaclopride.

D’aprés nos résultats, tous les rats témoins et traitées ont montré une
croissance pondérale au cours de I’ expérimentation. Cette augmentation est de I’ ordre
de 55,03 % chez les rats témoins (113,229 + 23,4036 vs 175,539 +23.114) et de 50,78
% chez lesratstraités (114,999 + 10,6928 vs 173,399 + 22,072). L’ anayse statistique
des différences en poids par rapport au début de I'expérimentation montre un
changement hautement significatif pour les rats traité (p > 0.01) et trés significatif
pour les rats témoins (0.02 > p > 0,01).
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111.1.1.2. Poids des poumons

Les résultats de la figure 4 et des tableaux V, VII, VIII et XI de I'annexe 3
présentent |I’évolution des poids des poumons et la signification statistique des

différences.

2,5

1’5 .T é
a _ témoin \\>\/< tralt;(\
1400 < /\\/ N S @\%\\))

1200 M O

Poids absolus
despoumons (Q)

Poidsrelatifsdes
poumons (mg/100g de
P.C)

(0]
8

traité

relatif (b) despoumonsdesratsfemelles. PC : Poids Corporél.

Selon les résultats obtenus sur les poids absolus des poumons, il semble que le
traitement par I'imidaclopride a raison de 1/85 DL 50 a induit une augmentation
(1,629 + 0,46) statistiquement non significative (p < 0,05) chez les rats traités par
rapport a ceux des rats témoins (1,499 +0,35). Les poids relatifs des poumons ont
auss montré une augmentation (923,12 mg/100g de P.C + 324,83) qui reste
statistiquement non significative (p < 0,05) par rapport aux rats témoins (851,84
mg/100g de P.C £376,11).
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I111.1.2. Déter mination des par amétr es hématologiques

L’ analyse des résultats hématol ogiques obtenus sont illustrés dans les figures
5,6,7,8 9¢et 10 et lestableaux VI, IX, X et XII del’annexe 3.

111.1.2.1. Taux de la protéine réactive C

57

réactive-C (mg/ml)

Concentration dela protéine

pride sur letaux dela proténe

lesratsfemedlles.

stémoins (52,39 mg/mi+ 3,9). Cette différence est statistiquement non significative
(p<0,05) (figureb5 et tableaux V, VII, VIII et XI del’annexe 3).
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111.1.2.2. Nombre des leucocytes

=
o

[any
N

[uny
o

Nombres des leucocytes
(x108/mm3)

témoin \\>K traitm
D

NS: Ladifférenceest satistiq

Figure6: Effet dela /85 DL
(XQ r@ ‘

@ notr@ semble que le traitement a I'IMI a

ment un e % leucocytes (10 x108/mms2 + 3,01) qui reste

0,05) en comparaison avec celui des rats
figure 6 et tableaux V, VII, VIII et XI de|’annexe
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111.1.2.3. Nombre des plaguettes sanquines

1200

1000

Z
(]

4

[0

o

o
I

(o2}

o

o
I

N

o

o
]

Nombre des plaquettes
sanguines (x103mm3)

N
o
o

N RN
o \ »
temoin trait
QN

NS: Ladifférenceest statistiqu if(i%ative p@w témoin.

Figure 7: Effet dela 1/85 DL 5Q d i prid e &nbred&splaquett&s
' ch emelles.
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111.1.2.4. Nombre des érythrocytes

7,2
7

) 6,8
§ 6 6 .
£
?g 6,4 - NS W4 g?/\%
8 S N
o= 62
8
NS
< \\

5,8 = T

témoin \) traité Q\

opride induit une petite régression du

ra'tés par rapport aux rats témoins, nous notons
'e D,75) et (6,70 x10%/mm3 + 0,34). Cette diminution

‘ 6,35 x1o
sment no ive(p<0,05) (figure 8 et tableaux V, VII, VIII et XI

N
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111.1.2.5. Taux de |’ hémoglobine

13,5

13

12,5

12

(9/200ml)

11,5

Taux del"hémoglobine

11

10,5

témoin traité
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111.1.2.6. Taux de |’ hématocrite

41

40

39

38

37 ~

36 -

Hématocrite (%)

35 A

34 -

33 -

témoin
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[11.1.3.Etude histopathologiqgue

[11.1.3.1. Parenchyme pulmonair e des rats témoins

L’ observation des coupes histologiques du parenchyme pulmonaire des rats

témoins a permet de mettre en évidence de trés nombreux aveéoles gui représentent

les unités terminales du systéme respiratoire (figure 11a). Ces avéoles sontséparées
les unes des autres par des petits cloisons interalvéolaires qui COti ules
aplatis et se connectent aux canaux alvéolaires (figure 11b)

Chague canal avéolaire fonctionne structurell om n cauloir qui se
connecte a plusieurs sacs alvéolaires et alvéoles. Chague sac alv€olaire est compose
de deux ou plusieurs avéoles qui partagent une ure commune (figure 11 c).
Chaque alvéole est entouré par un épithé trés prend deux
types de cellules: les pneumocytes de t %I ules pavi ossédant un

noyau aplatis, sombre et ovale avec

dis (figure 11 d).
a périphérie, d'une lumiére

sur un tissu conjonctif fin. Le
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<
Figure 11: Structure du parenchyme pulmonaire chez les rat SNVINS.
o& et (0);

Epithéium;

n alvéolaire.

Coloration : Trichrome de Masson. Grossissements;
x1000 (d).

; PI: Pneumocyte

chiole et des bronchioles terminales.
un épithélium bronchial normal et des
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[11-1-3-2- Parenchyme pulmonaire desratstraités

L’ éude du parenchyme pulmonaire en microscopie optique chez les rats femelles
traitées par I’imidaclopride araison de 1/85 DL 50 (4,98 mg/kg/j) pendant 30 jours révéle

des atérations plus ou moins importantes :
- I'épaississement du septum intra-alvéolaire et par cons@u duction du

diamétre des sacs alvéolaires et des alveoles (figure 1
- L’épaississement des parois bronchiales termin igure cvd et €. Leur

épithélium est altéré et il est localement desquamé avec un lasme vacuolise.

- Lalumiére des bronchiol es terminales contient iscellulaires (figure 12 d).

- la présence des images de congestion\sangui Ciée cumulation des
hématies et une vasodilatation (figur et ). @
- Le phénomene de I'infiltration aﬁ}ssi obsgrvéa’sein du parenchyme

pulmonaire (figurel3 d). %
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S

(@) et (d) et lesratstraitées avec I'l M1 (b), (c) et (e).
Masson : (b) et (d); HE : (a), (c) et (e). Grossissemen

B: Bronchiole BT: Bronchiole terminale; CA:

* : Desguamation.

M: Musclelisse; SA: Sac alvéolaire; VS:V%
CS: Congestion sanguine; D: Débris; %

(a) Coupe de poumon ch
intactes et des alvé
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Figure13: Structure du parenchyme pulmonaire chez les rats fem traitées
avec I'IMI. Coloration: Trichrome de Masson: (d); HE: , (©.
Grossissements: x100 (a) ; x400 (b), (c) et (d).

B: Bronchiole; BT: Bronchiole terminale; CA: olairesNE : ~ Epithélium;

M: Musclelisse; SA: Sac dvéolaire; VS:Va guin; CH :

avéolaire; AL: Alvéole, CS: Congestion
<
@2

‘chyme pulmonaire a faible

MA: Macrophage alvéolaire; Ly: L
PI: Pneumocyte de type 1.

onchiole et des bronchioles
sanguine et |’ épaississement de la
e contient des débris.

< ) , ) . .
umulation des hématies et une vasodilatation

ant I'infiltration des cellules immunitaires au sein de la
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111.2. DISCUSSION

L’imidaclopride est connu par son incidence élevée contre de nombreux
organismes nuisibles (Wang, 2003; Azevedo et al., 2011). Malgré sa faible toxicité
chez les mammiféres (Anatra-Cordone et Durkin, 2005; Bourg, 2006), I'IMI présente

de sérieux dommages a I’ échelle morpho-fonctionnelle chez les rats. effets sont

marqués par des atérations sur le plan systémique et cyto-architectural (Ammar et al.,

2003; Haifaa, 2007; Yu et al., 2008; Bhardwad; et al., 2010; E>Gend

Mohany et al., 2009, 2011). X‘
Le présent travail porte sur la recherche de la 2 par\aie otdle d'IMI a
raison de 1/85 DL50 pendant 30 jours chez les ratsfemelles desquche'wistar. Aucun

changement de comportement chez les anim 'est signaé au cours de
I’ expérimentation. D’ aprés Bhardwa et al.<{R010) u time diarrhée sont
observées chez les rats femelles de sou %ar traitées pa o/jr d'IMI
pendant 90 jours. Cela revient pro la fgriode gment imposé aux
rats.

Q <
oi ns et traités ont présenté

une surcharge calorique et

siderent’larégression du poids corporel comme signe de toxicité.

La croissance pondérale ne semble pas corrélée avec le poids relatif des
poumons. Les résultats de notre étude ne montrent un changement statistiquement
significatif. Cependant, les études de Mahdeb (2002) et de Benouadah (2009) ont
révélé une augmentation significative de la masse relative des poumons et des reins
des rats traités dans les conditions de toxicité subchronique par différents
xénobiotiques. Plusieurs auteurs expliquent cette augmentation par une congestion
sanguine des veines centro-lobulaires du foie (Kara, 2008) et par des ccdémes
(Dominique et al., 2005).
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Notre étude montre que le traitement a I'IMI ne semble pas perturber
significativement le taux des parametres hématologiques. Des augmentations
statistiquement non significatives du taux sérique de la protéine réactive C (CRP), du
nombre des leucocytes (GB) et des thrombocytes (PLT) sont enregistrées. Des
diminutions statistiquement non significatives du nombre des érythrogytes (GR) ains

4

chez les

rats traités. S
Différentes études cliniques et expérimentales ont r o% ides, y
< lo

gue du taux d'hémoglobine (HB) et de I’hématocrite (HTC) sont aussi n

compris les néonicotinoides, provoquent souvent des tr h ues (Ammar
et al., 2003; Celik et Suzek, 2008; Mohany wGoyal et al., 2010).

L’ augmentation du taux de la CRP indique la pré

systémique (Wilson, 2008). Cette proténe est
cytokines (Packard et Libby, 2008) libérées pardiffé

proliférés suite a une agression (Ad
2009).

3’suggerent que I'IMI affecte I'immunité innée et stimule la libération des
MRqunoglobulines, les 1gG en particulier. Cependant, nos résultats sont en
contradiction avec ceux rapportés par Diker et al. (2006) et Benouadah (2009) qui ont
signalé une diminution du nombre des leucocytes et des plaguettes. De méme pour
Lalita et al. (2012) qui ont décrit une diminution du nombre de toutes les cellules
sanguines des rats intoxiques. Ces chercheurs ont expliqué cette diminution par I’ effet

immunosuppresseur sur |’ activité hématopoiétique de la moelle osseuse.
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Selon les travaux de Marizvikuru et al. (2012) réalisés sur des rats traités dans les
conditions de toxicité chronique, les niveaux élevés de PLT pourraient étre attribués a
I’élévation du taux des acides gras tels que I'acide gammalinoléique et des
prostaglandines qui ont des effets bénéfiques sur |'agrégation des trombocytes (Venu,
2007). 1l a été montré que |’ inflammation pulmonaire systémique stimule |’ agrégation

plaguettaire (Nemmar et al., 2008). La production de I’IL6 au cours de inflammation

sedimentation (Samama et al., 2004).
Nos résultats sont en accort avec ceux rapporté
suggeére que la réduction des taux d hémoglobine gt du nombre des érythrocytes est

du a une hémorragie et aux effets toxiques du pesti sur la modle osseuse causant
des dysfonctionnements du systéme hématofaiétique.
Benouadah (2009) suggére que la dimi n significativ de’HTC et

de I'HG est due a des effets sur Ié KA des olytiques directs
ob Kara (2008). Ces

hémosynthése (Mongi et

sur les hématies. Les mémes
modifications pourraient étre
al., 2011) dont la Delta-
voie de biosynthe i s ar les xénobiotiques (Fox et al.,
1988; Walker et

, enzyme impliguée dans la

'nti nu. La lumiere bronchiale présente de débris cellulaires. La congestion des

vaisseallx sanguins et une hémorragie modérées ont été également observées.

Plusieurs chercheurs ont trouvé des altérations similaires au niveau du
parenchyme pulmonaire des animaux traités par divers produits toxiques témoignant
clairement le développement de I’inflammation pulmonaire (Shen et al., 1988 ; Morgan
et al., 1993 ; Kostkaet al,. 2000 ; Morowati, 1998 ; Rady, 2009, Gokce et al., 2010).
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Les macrophages pulmonaires font partie du systeme de défenses pulmonaire.
Leur abondance indique une inflammation du tissu pulmonaire (Dominique €t al.,
2005). Le processus inflammatoire endommageant les poumons dépend de plusieurs
facteurs endogenes y compris les cytokines pro-inflammatoires (Witschi et Last,
1991). Newland et Richter (2008) ont montré que I’ épithélium pulmonaire joue un

réle crucial au cours de I'inflammation en synthétisant les IL1

2003; Oltmanns et al., 2005).
Des résultats similaires sont observés dans les tr (2010) qui

ation du tissu

du nombres

ticulier et de

mentatlon de la

a |nut|on du volume
\ s témoins (Paul et al.,

Selon Zh @ es parois alvéolaires est du par

I’ augmentation diy xombre eIIuI es, les pneumocytes Il en particulier.

2002).

% cytokines jouant ainsi le réle chémo-

Jui se différencient en macrophag& au niveau du

Lese@llules de Clara sont des cellules non ciliées localisées principalement dans
ronchioles terminales. Nos observations montrent que ces cellules riches en P450
sont vacuolisées et bourgeonnées. Elles ont été identifié comme productrice d’une
microprotéine qui sert comme biomarqueur de toxicité pulmonaire et qui agit comme
un immunorégulateur naturel protecteur des voies respiratoires contre les réactions
inflammatoires (Boyd, 1977; Bernard et al., 1992).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

A travers cette étude menée chez les rats femelles de souche wistar, nous avons
recherché I’effet delI’IMI araison de 4,98 mg/Kg/j (1/85 DL50) durant 30 jours sur la
structure du parenchyme pulmonaire et sur les taux de quelq parametres

hématol ogiques.

<
D’ apres les résultats obtenus nous pouvons conclure que ; Xm
- L’exposition a une dose tres faible d’'IMI (4,98 mg /KQ e& i des effets
déléteres a I’ échelle structurale qui sont présent@s par des im de I'inflammation

au niveau du parenchyme pulmonaire.

- Cesimages correspondent a:

e [infiltration des cellulesimm monaire,

e |'épaississement des paroisg

la desquamation des

toxicité de /85 DL50 d’' IMI est modérée.

Il serait intéressant de compléter et de comparer ces résultats obtenus en conditions
de laboratoire a ceux des enquétes et des dosages sanguins réalisés chez les agriculteurs et
les citoyens qui se trouvent en contact direct avec les pesticides.

En perspective nous proposons de réaliser une étude plus approfondie

- Recherche del’ effet de cette dose sur les autres organes vitaux.
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- Recherche de I'implication du systeme immunitaire dans la génération du processus
inflammatoire par le dosage des cytokines, des immunoglobulines et de la vitesse de

sédi mentation.
- Poursuivre larecherche sur la dose sans effet observable.
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ANNEXE 2

|. . Matériel

|.1. Appareillage

Balance électrique.
Balance de précision.
Centrifugeuse.

Bain Marie

Etuve. &
Distributeur de paraffine de type « Leica ». &\

Platine refroidissante de type « Leica ».
Automate Cobas Integra 400 plus.
Automate Sysmex SF- 3000

Appareil de circulation detype « Leieay.
Microtome de type « Leica ». @

Microscope optigque de type « L et @ O (g

Appareil photos numérique
|.2. Petit matériel %

vealptites en plastiques.
es moules en métal (Port-cassettes).

Leslamestypes « SLIDES »

Les port- lames.

Leslamelles

Les boites d acool et de coloration.

Tubes de prél évement
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|.3. Réactifs

L’ insecticide Imidaclopride.

L’ anti coagulant EDTA.

Liquide de fixation « Formol commercialisé & 35% ».
Alcool (100%, 90%, 70%).

Xylene.

Lagdatine.

<
Les colorants.
Liquide de montage (Eukit). X
L’ eau acidifiée.

L’ eau distillée

Tableau |11 : Composition del’ allmen% @@

ﬁ \@W‘ (%{\;§ 20

\ﬁ e ‘r%\'@(%) 4
? 2 brute 6.5
wmbose brute (%) 55

) 7 cacium (%) 1.1
Phosphore (%) 0.8

Vitamine A (UL/ kg) 22000

Vitamine D3 (UL/ kg) 2200

Vitamine E (UL/ kg) 100
Sulfate de cuivre pentahydraté / cuivre g

(mg/Kg)
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ANNEXE 2

Il1. Fichestechniques:

[1.1. Fichetechnique N°1 : Fixation

Fixateur : formol a10%
Formule chimique: CH20
Poids moléculaire : M= 30,03

Composés :

Bau distillé.....ooon e e
Chloruredesodium.........coove oo

Formol conCentré.......c.coveeeee i)

[1.2. Fiche technique N°2 : Collage des r@ @@

Géatine

Gélatineen poudre ..........[.

nain d hématoxyline de Groat.............ovvvierieiii i e 3 minutes.
- Rincage al’ eau courante.
- UnbaindeFuchine PoONCeaU............cooviiii i 30 secondes.
- Ringage al’ eau acidifiée 1%.
- Unbain d’orange G Molybidique.............ccooiiiiiiii i, 30 secondes.
- Ringage al’ eau acidifiée 1%.
-UnbaindeVertlumiere............cooeoi i i e en 2. .. 30 SECONdES.

- Ringage al’ eau acidifiée 1%.
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ANNEXE 2

b- Coloration del’hématoxyline éosine (HE)

- Deux bainsd’ hématoxyline ............ccooviiiviiiinn s 2 minutes chacun.
- Ringage al’ eau courante.
- Unbain d’ acide chlorhydrique ...............ccooeivviiiennnn. 2 minutes.

- Ringage al’ eau courante.

-Unband ammoniaC ........ccoovveiieiii e 2 MiNULES.
- Ringage al’ eau courante. <
SUNDBANA EOSING ... 0 \

- Ringage rapide.

finale

Concentration 100 | 99 | o8 @W 20 ?\b}; 75 | 70 | 65 | 60

95 6,5 | 5,15 3§3\;§§\ L J\&@

90 133/ 11, 1,5(&7,*9 @\%
85 20,6 | 19,1 ['\1p&( TE2 l%%§};@ 56
80 28Q) 27 | 25,57 %4 @'\1_ 13,8 6,83
75/ | 37,6 35034 @&\\_1 29,5]21,9]145| 7,2

7 //,_8 46 @i@x 40,9 39,2 | 31,1 (23,1 15,4 | 7,64
65 &\57&% 8| 52 [502(41,5| 33 |24,7|164 8,15

) 708 7o) 65,9 | 64,9 | 63 |53,7|44,5|354|265|17,6 8,76

55 88,6 | 86,4 84,3 |82,2|80,1| 78 |67,9|57,9|48,1|383|286| 19 |9,47
) 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
25 309 | 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
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ANNEXE 2

[1l. Calcul statistique

[11.1. Lamoyenne
Soit , , e e ieeeeeees.. . Unesuite fini de nombre.

Lamoyenne arithmétique est |e rapport :

: Lamoyenne arithmétique &
: L' effectif &
: Caractére quantitatif \ @

[11.2. L écart type

: Lavariance : L' effectif

: Lamoyenne arithmétique . Caractére quantitatif
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ANNEXE 2

[11.4. Test d"'homogeénéité de deux échantillons

* n < 30: Loi de Student

Hypothése nulle (Ho): Les deux échantillons sont semblables; le traitement n'a
pas d'effet.

Onvacalculer " la variance commune estimée" : %

En suite écart réduit” :

: L' écart réduit.

2llemetn'cpas d'effet.
> % : L’ hypothése nulle est rejetée; la différence est significative donc le

traitement a un effet.
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Annexe 3

Tableau V : Poids corporels et pulmonaires des rats femelles témoins et traitées par
1/85 de DL 50 d’'imidaclopride

Poidsrelatifs
Poids corporels Poids corporels Poids absolus
) despoumons
Rats | au début del’exp alafindel’exp des poumons
© © (mg) (mo19
J J J de PC)
o 113,22+ 175,534+ ** 1,4896+ 0,8518394+
temoins
23,40367 23.1143 0,35019 0,1563991
r gt 114,99 + 173,387+ *** 1,6196+ 0,923121+
raites
10.6928 22.0725 0,46638 0,169555

PC : Poids corporel, exp : expérimentation

* * Tressignificatif par rapport au début de |’ expérimentation.
* ** Hautement significatif par rapport au début de |’ expérimentation.

Tableau VI : Les valeurs hématologiques moyennes des rats femelles témoins et

traitées par la dose de 1/85 de DL 50 d’'imidaclopride.

FNS
CRP

Rats (mg/) GB GR HB HT PLT

(x10%/mm3) | (x10%mmd) (9/200ml) (%) (x103/mm3)
g 52,39 + 6.55 + 6.70 + 12.05 + 3768+ | 93175+
& 3.90 2.77 0.34 0.92 2.29 57.46
|_
38 52.78 + 10+ 6.35+ 1141+ | 3544+ | 94943+
'g 2.52 3.01 0.75 1.70 4.99 175.20

CRP : Protéineréactive-C ; GB : Globule blanc ; GR : Globule rouge ;
HG: hémoglobine; HC: hématocrite; PLT: Plaguette
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Tableau V11 : Poids corporels et pulmonaires des rats femelles traitées par 1/85
DL50 d'imidaclopride.

Poids corporels | Poidscorporels | Poids absolus Poidsrelatifs
Rats au début de alafindel’exp | despoumons des poumons
I"exp (9) (9) (mg) (mg/100g de PC)
1 110 193.09 2431 1,258998
2 117.6 175.62 1421 0,809133
3 107 178.40 1.376 0,771300
4 104.7 180.33 1.893 1,049742
5 137.8 209.07 1.910 0,913570
6 108.2 144.97 1.057 0,729116
7 124.5 180.26 2.029 1,125596
8 1154 173.82 1.718 0,988379
39 103.5 166.70 1.304 0,782244
10 121.2 13161 1.057 0,803130
Moyenne 114,99 173,387 1,6196 0,923121
Ecart type 10.6928 22.0725 0,46638 0,169555

PC: Poids corpordl,

exp:

expérimentation

Tableau VIII: Poids corporels et pulmonaires des rats femelles témoins.

Poids corporels | Poidscorporels | Poids absolus Poidsrelatifs
Rats au début de alafinde des poumons des poumons
I"exp (9) I"exp (9) (mg) (mg/100g de PC)
1 120.20 176.32 1.717 0,97379764
2 124.60 187.15 1910 1,02057173
3 142.40 206.18 1.281 0,62130178
4 93.40 162.25 1.420 0,8751926
5 85.5 145.77 1.120 0,76833368
Moyenne 113,22 175,534 1,4896 0,85183949
Ecart type 23.4036 23.1143 0,35019 0,15639919

PC : Poids corpordl,

exp

. expérimentation
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Tableau | X: Les valeurs hématologiques moyennes des rats femelles traitées par 1/85
de DL 50 d'imidaclopride.

FNS
CRP
Rats GB GR HB HT PLT
(mg/ml)
(x10¥mm3) | (x10%mm3) | (g/100ml) (%) (x10¥mm?3)
1 52,74 5,8 6,56 11,7 36,4 975
2 56,25 / / / / /
3 53,31 / / / / /
4 48,5 9,3 7,02 13,7 41,4 877
5 53,01 7,6 7,26 12,8 39,8 1041
6 / 13,1 5,27 9,7 29,4 784
7 50,88 13,9 6,19 10,7 33,1 1101
8 54,75 8,5 6,63 12,3 38,9 690
9 / 11,8 5,49 9 29,1 1178
Moyenne 52,78 10 6,35 11,41 35,44 949,43
Ecart type 2,52 3,01 0,75 1,70 4,99 175,20
CRP: Protéineréactive-C ; GB : Globule blanc ; GR : Globule rouge ;
HG : hémoglobine; HC : hématocrite; PLT: Plaguette
Tableau X : Les valeurs hématol ogiques moyennes des rats femelles témoins
FNS
CRP
Rats GB GR HB HT PLT
(mg/ml)
(x108/mm3) | (x106/mm3) | (g/100ml) (%) (x2103/mm3)
1 54,59 5,4 6,73 12,3 38,5 920
2 56,68 5 6,64 13 38,5 942
3 49,96 10,7 6,31 10,8 34,3 1002
4 48,33 51 7,13 12,1 39,4 863
Moyenne 52,39 6,55 6,70 12,05 37,68 931,75
Ecart type 3,90 2,77 0,34 0,92 2,29 57,46

CRP : Protéineréactive-C ; GB :

HG : hémoglobine; HC : hématocrite; PLT: Plaguette
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Tableau XI : Comparaison entre les poids corporels et pulmonaires des rats

témoinset traitéespar 1/85de DL 50 d'IMI et leurs signification statistique

Paramétres Calcules Ratstémoins Ratstraités
Poids corpord au | MOyecarttype | 11322+234036 | 114,99 + 10,6928
début del’exp Ecart réduit t=0.18
©) % de risque (p) ddi= 13 p= 216
Signification Ladifférence Non significative
Moyz+ecart type 175,534+ 23.114 173,387 +22.0725
Poids corporel a _
lafin delexp (g) Ecart r-edwt t=0.16
% de risque (p) ddi=13 p=2,16
Signification Ladifférence Non significative
Poids absolusdes | Moy+ecart type 1,4896+0,35019 1,6196+ 0,46638
poumons Ecart réduit t=1.77
(mg) % de risque (p) ddl=13 p=2,16
Signification Ladifférence Non significative
Poidsrelatifsdes | Moyxecart type | 0,8518394+0,1563991 | 0,923121+0,169555
poumons Ecart réduit t=0.72
(mg/100g de PC) | 9% de risque (p) ddi= 13 p=2,16
Signification Ladifférence Non significative
Par amitres Calaules Poids corporel au Poi-ds corporel a
début del’exp (g) lafin del’exp (g)
Moyz+ecart type 113,22 + 23,403 175,534+ 23.114
Ratstémoins Ecart réduit t=3.788
% de risque (p) ddi=8 p=2,30
Signification Ladifférence Tresdignificative
Moyz+ecart type 114,99 + 10,6928 173,387 +22.0725
Ratstraités Ecart réduit t=7.143
% de risque (p) ddi=18 p=2,10
Signification Ladifférence Hautement significative

PC : Poids corpordl,

exp : expérimentation
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Tableau XIl: Comparaison entre les paramétres hématologiques des rats

femelles témoins et traitées par 1/85 de DL 50 d'IMI et leurs significations

statistiques
Parametres Calcules Ratstémoins Ratstraités
Moy * ecart type 52,39 + 3,90 52,78 +2,52
Protéineréactive-C
Ecart réduit (t t=0,1819
(mgh) ©
% de risque (p) ddi=9 p=2.26
Signification Ladifférence Non significative
Moy =* ecart type 6.55+2.77 10+ 3.01
Globules blanc Ecart réduit t=1,70
(x10%mm3)
% de risque (p) dd =9 p=226
Signification Ladifférence Non significative
Moy * ecart type 931.75 £ 57.46 949.43 £175.20
Plaquettes
(x104mm?) Ecart réduit t=0, 177
% risque (p) dd =9 p=226
Signification Ladifférence Non significative
Moy * ecart type 6.70+0.34 6.35£0.75
Globulesrouges
(x106/mm?) Ecart réduit t=0, 798
% risque (p) dd =9 p=226
Signification Ladifférence Non significative
Moy * ecart type 12.05+ 0.92 11.41£1.70
Hémoglobine
(g/lOOml) Ecart réduit t= O, 630
% risque (p) dd =9 p=226
Signification Ladifférence Non significative
Moy + ecart type 37.68 + 2.29 35.44 + 4.99
Hématocrite
(%) Ecart réduit t=0, 767
% risque (p) dd =9 p=226
Signification Ladifférence Non significative
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Tableau X|11: Table de Student.

Annexe 3

a% | 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
oo 1,282 1,645 1,96 2,326 2,576 3,291
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