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RESUME

Les insecticidesd’originebiologique sont considérés comme non toxiques pour les espeéces non
cibles. Cependant, ils peuvent présenter un potentiel danger chez les mammiferes.Dans le but
d’enrichir les connaissances sur la toxicité despinosad, un bioinsecticide, nous nous sommes
intéressées par la recherche de la toxicité subaigiie de spinosad administré par voie orale a
raison de 1/1000 de la DL50Opendant sept jours chez des souris males adultes de souche
M.N.R.I. Notre étude s’intéresse a 1’évolution du poids corporel, les variations du poids
relatifsdu foie, des reins et des poumons et leurs structures.

Les résultats obtenus montrent quetoutes les souris ne montrent pas des changements
significatifs des poids corporels et des poids relatifs des organes.L.’observation microscopique
des coupes au niveau des organes a montré¢ multiples altérations chez les souris traitées. Au
niveau pulmonaire, leparenchyme présente des foyers inflammatoires témoignés
parl’épaississement des cloisons inter-alvéolaires et des parois endothélialesainsi que la
dilatation des capillaires inter-alvéolaires. Le parenchyme hépatique révéle la présence des
capillaires sinusoides dilatés et des congestions au niveau de la veine centrolobulaire et
interstitiel. Au niveau du parenchyme rénal, les congestions sanguines, la dilatation des
capillaires interstitiels corticaux et médullaires et la dégénérescence de 1’épithélium de
certains tubules rénaux sont remarquables.

L’ensemble de ces résultats nous laissent suggérerl’effet toxique del/1000 de la DL50 de

spinosada 1’échelle tissulaire chez les souris males adultes.

Mots clés :Bioinsecticide, Inflammation, Spinosad, Souris males, Toxicité.



RESUME

L’¢tude de la toxicité des insecticides naturels chez les mammiferes noncible est le
sujet de plusieurs études scientifiques récentes.Dans le présent travail, L’objectif est d’évaluer
les aspects de la toxicité a court terme de spinosad administré par voie orale a raison de1/1000
DL50 et I’effet amélioratif du curcuma chez des souris males pendant 14 jours. L’étude s’est
axée sur I’évaluation du poids corporel, le poids absolus, le poids relatif et la structure de
certains organes y compris, les poumons, le foie et les reins.

Les résultats obtenus montrent chez tous les groupes de souris des changements
généralement non significatifs du poids corporels, du poids absolus et du poids
relatifs.L.’étude histopathologique des coupes provenant de toutes les souris traitées a montré
de multiples altérations.L’étude du parenchyme pulmonaire a révélé la présence de foyers
inflammatoires, 1’épaississement des cloisons inter-alvéolaires, des parois endothéliales et de
la matrice extracellulairepar dilatation des capillaires inter-alvéolaires.L’observation
microscopique du parenchyme hépatique a révélé la présence des congestions au niveau
interstitiel et au niveau de la veine centrolobulaire, une dilatation des capillaires sinusoides
avec infiltration cellulaire. Au niveau du parenchyme rénal, le microscope optique a révéler
des congestions sanguines modérées, une dilatation des capillaires interstitiels corticales et
médullaires et la dégénérescence de 1’épithélium de certains tubules rénaux.

L’ensemble des résultats obtenus suggérent que le curcuma, administré par voie orale
seul ou aprés traitement des souris avec le bio-pesticide, cause quelques dommages
cytoarchitecturales au niveau des parenchymes pulmonaires, hépatiques et rénales et n’offre
aucuneffetamélioratif via a vis du spinosad.

Mots clés : Spinosad; Curcuma; Foie; Rein ; Poumons ; Souris male,



ABSTRACT

Biological insecticides are considered as non-toxic in non-target species. However, they can
present a potential danger in mammals. So, in order to enrich the knowledge on the toxicity of
spinosad, a bioinsecticide, we are interested about looking for the subacute toxicity of
spinosad administered orally at rate of 1/1000 LD50 for seven days in adult male mice of
N.M.R.L strain. Our study focuses on changes in body weight, changes in the relative weight

of the liver, kidneys and lungs and their structures.

The results obtained indicate that all mice do not show significant changes in body weights
and organ relative weights. Microscopic observation of organ sections show multiple
alterations in treated mice. In lungs, the parenchyma presents inflammatory foci affirmed by
thickening of the alveolar septa and the endothelial walls as well as the dilation of the inter-
alveolar capillaries.Hepatic parenchyma reveals the presence of dilated sinusoidal capillaries
and congestions in the centrilobular and interstitial vein. In renal parenchyma, blood
congestions, dilation of cortical and medullary interstitial capillaries and degeneration of the

epithelium of some renal tubules are remarkable.

All these results let us suggest the toxic effect of 1/1000 LD50of spinosad at tissue level in

adult male mice.

Key words: Bioinsecticide,Inflammation,Spinosad,Male mice,Toxicity.
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Introduction

Les produits phytosanitaires, désignent les préparations contenant une ou plusieurs
substances actives, ayant pour action la destruction des végétaux indésirables etla protection
des végétaux contre tout organisme nuisible (Hardi et @l.,2017). Ils sont tres utilisés pour
augmenter la qualit¢ des productions agricoles (Bodereau-Dubois, 2011) et protéger les
plantes et les humains de diverses maladies (Nicolopoulou-Stamati et al., 2016).L utilisation
massive et incorrecte des pesticides fait augmenter les risques écologiques et sanitaires. Leurs
résidus qui s’accumulent dans les tissus végétaux ou animaux, dans les eaux souterraines et
méme de surface menacent la santé humaine et animale conduisant a des effets toxicologiques

différents (Mosbah, 2008).

Les bio-insecticides peuvent se définir au sens large comme des pesticides
d’originebiologique,  c’est-a-dire, bas¢ sur des micro-organismes ou  des
produitsnaturels(Mekerbi, 2015).Les bio-pesticides microbiens ont une matiere active
composée de microorganismes utiles tels que les bactéries, les champignons, les virus ou les
protozoaires. Les bio-pesticides a base de bactéries sont utilisées pour contrdler les maladies
des plantes, les nématodes, les insectes et les mauvaises herbes, car elles sont présentes dans

le sol, ou elles sont les micro-organismes les plus abondants(Charef et Debiane, 2017).

Le spinosad est un bio-insecticide, hautement sélectif, issu de la fermentation
aérobique de la bactérie Saccharopolysporaspinosa, naturellement présente dans le sol. Il est
compos¢ de deux constituants actifs, la spinosynA et spinosyn D (El Naggar et a/, 2017).Le
spinosad est tres efficace contre plusieurs especes d'insectes (Hertlein et al., 2010),0u il cible
un site dans les récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine (Copping and Menn, 2000; Orr et
al., 2009), et du gamma-acide amino-butyrique (Barbosa et al., 2015)provoquant ainsi une
hyperexcitation du systéme nerveux (Salgado and Sparks, 2005).L’évaluation des parametres
¢cotoxicologiques du spinosad est nécessaire pour vérifier les effets écologique du produit et

¢valuer les valeurs de sa toxicité sur les espéces non cibles (Santos et al,. 2019).

Dans le but d’approfondir larecherchersur les effetstoxiques despinosada faible dose,
nous nous sommes intéresséspar la recherche de la toxicité sub-aigue de spinosad administré

par voie orale a raison de 1/1000 de la DL50 chez des souris males adultes. L’étude




ciblel’évolution du poids corporel, les variations du poids relatifs des organes et

I’histopathologie du foie, des reins et des poumons.

Notre travail comporte trois chapitres. Dans le premier, nous rapportons des rappels
bibliographiques sur le curcuma, le spinosad et sa toxicité a 1’échelle tissulaire. Dans la
deuxiéme partie nous décrivons le matériel et les techniques utilisés. Les résultats obtenus
sont rapportés et discutés dans la troisiéme partie et a la fin on termine par une conclusion et

des perspectives.




CHAPITRE I :
DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES



Chapitre 1 Données bibliographiques

I.1. GENERALITES SUR LE SPINOSAD

Le Spinosad (SPD) est un bio-insecticide organique (Bond et a/.,2004; Kirst., 2010 ;
kanth et al., 2015),hautement sélectif dans la lutte contre les insectes (El-Naggaretal., 2017).11
est dérivé naturellement de la biomasse obtenu par fermentation aérobie de I'actinomycéte
Saccharopolysporaspinosa(Mertz and Yao,1990 ; Mossa et al.,2018). Le SPD estcomposéde
deux substances actives, spinosynA 85% et spinosyn D15%(Santos et a/.,2019)(figure 1).Ce
bio-insecticide contient un tétracyclique dérivé de polykétides macrolide avec deux

saccharides (Williams et a/., 2003; Huan et al., 2015).
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(2) Spinasyn D (R = CHy)

Figure 1: Structure chimique de spinosad(Aboul-Enein et al., 2012).

Les voies d’expositions au SPD sont trois, la voie orale est associée a la
consommation de végétation traitée, de I’eau et de poissons contaminés, la voie cutané par
contact avec les feuilles traitées ou au moment du traitement, la voie respiratoire par

inhalation des aérosols lors de la pulvérisation (S.E.R.A, 2016).

Chez les mammiferes, aprés administration orale, 80% des Spinosyn A et 66% des
Spinosyn D sont rapidement absorbésdans I’intestin. Ces composés sont métabolisés
principalement via 1'o-dé-méthylation et / ou la conjugaison au glutathion. Les résidus sont

initialement distribués vers les tissus péri-rénal, rénal, hépatique et au niveau de la graisse et




Chapitre 1 Données bibliographiques

les ganglions lymphatiques. Le SPD estexcrété via les matieres fécales dans 48 heures (Mars,

2012).

Le spinosadest un produit neurotoxique,agit sur le systéme nerveux de 1’insecte,
provoquant 1’excitation des neurones, principalement par la stimulation des récepteurs
nicotiniques de 1’acétylcholine (NAChR) et, secondairement, par la stimulation du gamma-
acide amino-butyrique (GABA)(Barbosa etal.,2015).Ce qui provoque chez l'insecte des
contractions musculaires involontaires, la prostration avec des tremblements et enfin la

paralysie et la mort de I’insecte (Salgado et al., 1998 ; Aboul-Enein et al., 2012).

1.1.1. Toxicité

I.1.1.1. Ecotoxicité

Le SPDest class¢ comme un élément faiblement toxique sur le plan environnemental
et est donc considéré comme un outil efficace pour protégeantl’environnement (Thomson and
Sparks, 2002).SelonSalgado et Sparks(2005), le SPDrévele une efficacité insecticide et un
profil éco-toxicologiquefavorable. Bien qu’il soit connu comme un insecticide écologique
faiblement toxique pour les oiseaux et la faune terrestre (tableau I) (Del Rio- Galvan et al.,
2016),des travaux montre que SPDest trés toxique pour les espeéces aquatiques avec des effets
a long terme.(European Commission, 2008b ; Monteiro et al., 2019). L'évaluation de leur
risque éco-toxicologique dans les organismes dérivés des écosystémes aquatiques est cruciale
afin d’atteindre un équilibre approprié entre la quantité des pesticides appliquéespour la lutte

contre les insectes et la gestion environnementale raisonnable (Santos et al., 2017).




Chapitre 1 Données bibliographiques

Tableaul :Risques pour les organismes non ciblés.

Organisme Mode d’administration Risque

Souris Alimentaire pendant 90 jours | Aucun

Aigué orale Aucun a modéré
Rat

Alimentaire pendant 2 ans Aucun
Lombric Aigué 14 jours Aucun
Abeille domestique Contact 48 heures Elevé

Contact 24 heures Modére
Prédateurs et parasites

Orale 24 heures Faible

Dépot sur la coquille pendant |
Huitre Faible

96 heures

Aigug orale,
Canard colvert . : : Aucun
Alimentaire pendant 8 jours

(ARLA, 2001)

I. 1.1.2.Toxicité a I’échelle tissulaire

a) Hépatotoxicité

Plusieurs études toxicologiques ont montré la toxicité du SPD sur plusieurs organes
chez les mammiferes. El-Naggaret al. (2017), ont signalé¢ que I’examen histologique du foie
chez les souris traitées avec SPDa montré de 1égers changements, dont l'agrégation de petites
plaques de fibres de collagene (figure2a), une dégénérescenceet une nécrose étendues des
hépatocytes (figure 2b), ainsi que une infiltration des cellules immunitaires. La détection de
diverses anomalie a 1’échelle nucléaire comme la fragmentation de I'ADN internucléosomal
témoignant une apoptose au niveau des hépatocytes a également été présentée(Aboul-Eneinet
al., 2012). Selon Mansouret al. (2008), une exposition sub-chronique des rats au SPD peut
provoquer une hypertrophie des cellules hépatiques avec une granularité du cytoplasme et une

congestion des vaisseaux sanguins.
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Figure 2 :coupes histologiques du foie colorées a I’Hematoxylin et a I’Eosin, (a)
agrégation de petits plaques de fibres de collagéne (fleches rouges) ;(b)souris
traitées avec 350 mg / kg de SPD présentant une dégénérescence étendue (étoiles).

Sur le plan fonctionnel, le SPD réduit D’activit¢ de I'acétylcholinestérase, la
superoxydedismutase et le glutathion hépatiques avec une augmentation significative des
malondialdéhyde, aprés une exposition sub-chronique (Aboul-Eneinet al.,2012). Selon
Zidanet al. (2014) etMossa et al. (2018),une exposition aigue et sub-aigue au SPD provoque
une ¢lévation significative des enzymes hépatiques, des triglycérides et du taux de la
bilirubine totale, d’une part et d’autre part, elle diminue la concentration totale des protéines

et de I’albumine sérique chez les rats.

b) Néphrotoxicité

Selon El-Naggaret al. (2017), I'examen histologique des reins des souris traitées par
le SPD a montré plusieurs altérations tissulaires comme 1’¢largissement des tubules rénaux,
une infiltration lymphocytaire entourant les glomérules endommagés (figure 3b) et une

vacuolisation cytoplasmique des cellules de la muqueuse épithéliale des tubules rénaux.
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Figure 3 :Coupeshistologiquedes reins colorées a I’Hématoxyline et a I’Eosine, (a)
témoin;(b) souris traitées présentant une infiltration lymphocytaire (IF) entourant
des glomérules désorganisés (fleches) et des cellules nécrotiques épithéliales
dégénérées et vacuolées (fleches).

L’acide wurique et la créatinine sont utiles dans la déduction précoce de la
néphrotoxicité induite par des composés exogenes. Abdel-Tawaber a/(2018), ont montré que
I’administration sub-chronique du SPD au rat méle a diminué la concentration de I’acide
urique chez le rat. Zidanet al. (2014), ont prouvé que I’exposition aigue au SPD augment le

taux de I’urée et de la créatinine chez les rats males et femelles.

c) Pneumotoxicité

Selon Yanoet al. (2002),’exposition au SPD a raison de 0,05% provoque une
accumulation importante des macrophagesdans les alvéoles présentant des vacuolisations
cytoplasmiques, chez des rats males. Dans le méme contexte, des rats femelles ayant recu
0,1% de SPD pour 12 mois, ont développé une histiocytose alvéolaire et une inflammation
chronique correspond aux foyers et masses pales notés dans les poumons de ces rats (figure

4).
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Figure 4 : coupes histologiques des poumons colorées 2 I’Hématoxyline et a ’Eosine, (A)
rats témoins ; (B) rats traitées par 0,1% de SPD pendant 506 jours présentant une
accumulation sous-pleurale du tissu conjonctif fibreux et des cellules inflammatoires
chroniques (fléches) et des débris amorphes (*) de macrophages occupant la majorité
des espaces alvéolaires.
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Notre étude porte sur la recherche des aspects de la toxicité sub-aigue de spinosad
administré par voie orale a raison de 1/1000 de la DL50chez des souris males adultes. L’étude
s’est axée sur I’évaluation du poids corporel, le poids relatif et la structure de certains organes
vitaux y compris, le foie, les reins et les poumons.

Cette étude est réalisée au niveau de la station expérimentale de la Facult¢ SNV a
I’Université de Blida 1 et dans le laboratoire de cytologie du CHU N’FFISSA HAMOUD a

Hussein Day, Alger. Elle a duré six mois de mois de janvier au mois de juin 2019.

II.1.MATERIEL

II.1.1. Animaux

Notre étude est réalisée sur 10 souris blanches males de la souche Naval Medical
Research Institue (N.M.R.1.).Ces souris proviennent de I’institut Pasteur de Kouba dont leurs

poids corporels est de 27,50g en moyen.

Dés leur arrivée, les souris sont élevées dans des cages en polypropyléne qui sont
tapissées d’une litiere constituée de copeaux de bois. Les cages sont nettoyées trois fois par
semaine jusqu’a la fin de I’expérimentation. Les souris sont soumises a une période d’adaptation
pendant une semaine sous des conditions controlées, une température ambiante et a une
photopériode de 12 heures d’obscurité suivie de 12 heures de lumicre. Le besoin alimentaire
journalier des souris est présenté¢ sous forme d’aliments et d’eau fourni « ad-libitum ».La
nourriture est composée d’un concentré équilibré en protéines, glucides, lipides, vitamines et sels
minéraux (tableau II annexe I).Les manipulations pratiquées sur les souris sont effectuées en

respectant leur bien-€tre, excluant tout état de stress susceptible d’interférer avec les résultats.

I1.1.2. Insecticide

Le spinosad (SPD)est un bio-insecticide commercialisé sous le nom de SUCCESS*
APPAT présent¢ dans une bouteille en plastique de 1L sous forme de solution d’une

pureté de 0,24 g/L (annexe I). Sa dose 1étale (DL50) est de 7100 mg/kg/ chez les souris males
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(Gilbert et Yano, 1996). La dose choisie durant cette étude est de 7,1mg/kg/j (1/1000 DL50). Elle

est calculée comme suit :
Comme la pureté du produit est de 0,24g/L

Nous avons :

1000 ml de produit

1000 ml de produit — 240 mg de mati¢re active (M.A).

Y (ml) — 7,1 mg/Kg

Y= la quantité a prendre= (7,1X1000)/240 = 29,58 ml

29,58 (ml) — » 1000g de poids corporel

X (ml) —»  Poids corporel de la souris traitée (g)

X= la quantité a dissoudre (ml) pour chaque souris = (29,58 x Poids corporel de la souris
/1000

Exemple: pour un poids corporel de 27g

X= (29,58 x27)/1000=0,0295 ml

11.1.3.Appareillage et réactifs

Une gamme de matériel non biologique est utilisée afin de réaliser L’expérimentation. Le

détail de I’appareillage et réactifs est présenté dans I’annexe I.

10
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II.2.METHODES

11.2.1.Expérimentation

Apres la période d’adaptation, 06 souris sont marquées et réparties en deux lots:
e Premier lot (t¢émoin) comporte 03 souris qui recoivent Iml d’eau courante par
voie orale pendant 7 jours puis les mettre en repos pendant 7 jours.
e Deuxieme lot (traite) comporte 03 souris traitées par 1/1000 DL50 de spinosad
dissoute dans I’eau courante pendant 7 jours puis les mettre en repos pendant 7

jours.

Toutes les souris ont recu de I’eau et de la nourriture a volonté durant 1’expérimentation.
La prise de poids corporel est réalisée trois fois, avant le gavage, aprés une semaine de gavage,

et le jour des sacrifices.

11.2.2. Prélévement des organes

A la fin de I’expérimentation, les souris de chaque lot, sont sacrifiées par décapitation
rapide et sans anesthésie. Les sacrifices sont effectués la matinée entre 9h etllh afin d’éviter les
variations nycthémérales pendant la journée. Apres le sacrifice et la dissection des animaux, le

foie, les poumons et les reins sont rapidement et soigneusement prélevés et pesés.

11.2.3. Etude histologique

La structure des organes est réalisée en suivant les étapes de la technique histologique

selon Gabe (1961).

11.2.3.1. Fixation des organes et rincage

La fixation permet de conserver les caractéres morphologies et moléculaires tissulaires.
Elle entraine un durcissement de 1’organe ce qui permet de maintenir les diverses formations
tissulaires en place, ainsi ces cellules seront protégées contre les attaques bactériennes, les

distorsions et les rétractions.

11
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Les différents organes prélevés sont conservés dans le formol a 10% pendant 48 heures puis

rincés a I’eau courante pendant 24 heures.

11.2.3.2. Déshydratation et éclaircissement

Le but de la déshydratation est d’éliminer 1’eau a partir des tissus pour permettre ensuite
I’imprégnation a la paraffine. La déshydratation est réalisée dans trois bains d’alcool éthylique a

concentration croissante :

- Un bain d’alcool 70° pendant 1 heure.
- Un bain d’alcool 95° pendant 1 heure.
- Un bain d’alcool 100° pendant 1 heure.

L’¢éclaircissement est effectué dans un bain de xyléne pendant 1 heure. Cette étape permet

d’éliminer I’alcool des tissus.

I1.2.3.3. Imprégnation

Dans une étuve réglée a 58°C, les organes sont imprégnés dans deux bains successifs
durant une heure chacun. Le premier bain est composé de 50% de xyléne et 50% de paraffine et

le deuxiéme bain ne contient que la paraffine pure.

11.2.3.4. Inclusion et mise en bloc

L’inclusion a pour objectif d’imprégner totalement les tissus dans la paraffine de fagon a

pouvoir confectionner un bloc et le couper .Elle est réalisée selon les étapes suivantes :

- Ecoulement de la paraffine dans des moules métalliques.
- Inclusion et orientation des pi¢ces dans la paraffine.
- Placement des cassettes sur lesquelles, est inscrit le type d’organe et le numéro de 1’animal.

-Refroidissement des blocs de paraffine sur une plaque métallique réfrigérée environ 10minutes.

12

——
| —



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

11.2.3.5.Confection des coupes

Les blocs obtenus sont coupés a 1’aide d’un microtome de type « Leica » avec une

épaisseur de 3um.

11.2.3.6. Collage des rubans et séchage

Les rubans sont étalés dans un bain marie (37°C) puis récupérés et collés sur des lames en
verre préalablement nettoyées, puis déposé dans une étuve réglée a 25°C pendant 24 heures pour

les séchées.

11.2.3.7. Déparaffinage et réhydratation

Cette étape sert a retirer la paraffine du tissu et la remplacer par I’eau pour permettre la
pénétration des colorants. Les coupes sont passées dans un bain de xyléne pendant 30 minutes.

Les organes sont imprégnés dans un bain d’alcool 100° pendant 10 minutes pour les réhydratées.
11.2.3.8. Coloration
Elle a pour but de visualiser les différents constituants tissulaires et cellulaires. Dans notre
étude, nous avons appliqué deux types de coloration :

» Coloration d’hématoxyline-éosine

C’est une coloration topographique qui permet de visualiser la morphologie des cellules (Ou
hématoxyline colore les structures nucléaires en bleu et 1’éosine colore le cytoplasme en rouge
(rose violacé) et le collagéne en rose). Afin de déterminer leur répartition, architecture et

structure.

> Coloration Trichrome de Masson

C’est une coloration spécifique. Elle est utilisée pour mettre en évidence les ¢léments du tissu
de soutien, en particulier le collagéne ainsi les altérations tissulaires tel que les fibroses et les

inclusions.

13
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Les étapes des deux colorations sont présentées dans 1’annexe 1.

11.2.3.9. Montage

Les lames colorées sont prolongées dans un bain de xyléne pour 1’éclaircissement. Elles
sont recouvertes des lamelles collées par un EUKITT. Les lames sont ensuite nettoyées au xyléne

puis séchées.

11.2.3.10. Observation microscopique

Les lames ainsi préparées sont prétes pour 1’observation au microscope photonique aux différents
grossissements (x40, x100 et x400). La prise des photos est effectuée a 1’aide d’un appareil

photos.

11.2.4. Etude statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes plus ou moins écart type(annexe I).
La normalité de la distribution des échantillons est vérifiée par un test de Shapiro-Wilk via le
logiciel statistique S.P.S.S. (Statistic Package for the Social Science). Les comparaisons intra et

inter groupes sont effectuées par un test t de student apres 1’application d’un test de Ficher.

La différence est jugée statistiquement comme :
» Non significative lorsque p > 0,05
» Significative (*) lorsque 0,05> p > 0,02
» Tres significative (**) lorsque 0,02> p > 0,01

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

Tous les calculs sont réalisés a 1’aide des fonctions statique (moyenne, écart type,

test student) du logiciel le Microsoft Excel.
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III.1. RESULTATS

La recherche des aspects toxiques de spinosad a raison de 1/1000 DL50 pendant 7
jours a été basée sur le comportement des souris, 1’évaluation du poids corporel et du poids

relatif du foie, des reins et des poumons et leurs structures.

I11.1.1. Comportement

Dans nos conditions expérimentales, les souris traitées ont changées de comportement.
Nous avons remarqué une diminution de I’activité avec une tendance de rester dans les coins
des cages, une constipation suivis d’une diarrhée, une chute des poils et une géne respiratoire.
Des résultats similaires sont rapportés chez des souris males traitées par 109,7 mg/kg/j et
141,1 mg/kg/j de SPD pendant six semaines (Stebbins et a/.,2002), chez des souris femelles
traitées par 9,2mg/kg/j de SPD pendant 18 jours (Aicha et Ouidah, 2018).Au cours de notre
expérimentation, nous n’avons pas eu de mortalité chez les souris témoins. Par contre chez les

souris traitées par spinosad, nous avons eu 2 mortalités a cause de la toxicité.

111.1.2. Evolution pondérale

Les résultats de 1’évolution pondérale des souris males témoins et traitées et leurs
significations statistiques sont présentés dans la figure Set les tableaux VII, VIII, IX de

I’annexe II.
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Figure 5 : Influence du traitement sur le poids corporels (g) des souris males témoins et
traitées.
Nos résultats montrent une croissance générale stable et non significative chez les

souris témoins (27,57g + 3,81 vs 30,43g = 4,07 ; P=0,21). Cependant, chez les souris traitées
les changements en poids corporel sont statistiquement non significatifs pendant
I’expérimentation 31,4g+ 3,27 vs 28,9g + 3,84; P=0,16 durant la premiére semaine et 28,9g +
3,84 vs 32,6g+ 5,27 ; P=0,28 durant la deuxiéme semaine.

Laperturbation du poids enregistrée pendant la premicre semaine est probablement due
au stress du gavage et la nature du produit qui est visqueux, difficilement dissoute dans 1’eau
et durement digérée par les souris. Alors que 1’augmentation négligeable constatée durant la
deuxiéme semaine est probablement due a I’adaptation des souris traitées avec le bio-
insecticide. Ces résultats se corroborent avec ceux trouvés par El-Naggar et al. (2017) qui ont
enregistré une diminution non significative du poids corporel chez des souris males recevant
35 mg/kg/j de spinosad pendant 4 semaines consécutives. D’aprés la méme étude, une
diminution significative du poids corporel a été signalée chez des souris recevant 350 mg/kg/j
pendant 4 semaines. Plusieurs études qui portent sur la recherche de la toxicité chronique de
spinosad (Yano et al., 2002 ; Stebbins et al., 2002 ; Mansour et al. 2008; Ravikanth et al.,
2018) ont rapporté une diminution significative du poids corporel chez des rats males et
femelles. Cela, nous laisse suggérer que les changements sont dose et/ou temps dépendants.
Nos résultats indiquentprobablement que la dose choisis de notrebio-pesticide n’a pas d’effet

sur la croissance pondérale des sourismales traitées.
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111.1.3.Evolution des poids relatifs

II1.1.3.1. Poumons

Les variations du poids relatif des poumons chez les souris males témoins et traitées et
leurs significations statistiques sont rassemblées dans la figure 6 et les tableaux X, XI, XII de

I’annexe II.

1,6

»!
»

0,8 1

Poids relatif du poumon (g)

Temoins Spinosad

Figure6 : Influence du traitement sur le poids relatif des poumons chez des souris males
témoins et traitées.

En comparaison avec ceux des souris témoins, les résultats révelent une augmentation
du poids relatif des poumons chez les souris traitées avec spinosad (0,75% =+ 0,01vs1,08% =+
0,36). Ces changements sont statistiquement non significatifs avec P=0,12.Ces résultats
s’opposent a ceux trouvé par Arkam (2019), qui a enregistré unediminution non significative
des poids relatifs des poumons chez des rats traités avec le bio-pesticideGreen muscle a raison
de 1/10DL50.Cela indique que I’administration, pendant 14 jours, de spinosad n’a pas

influencé 1’évolution des poidsdes poumons chez les souris traités.
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I11.1.3.2. Foie

Les variations du poids relatif du foie chez les souris males témoins et traités et leurs
significations statistiques sont présentées dans la figure7 et les tableaux X, XI, XII de

I’annexe II.

Poids relatif du foie (g)
AN

Temoins Spinosad

Figure7 : Influence du traitement sur le poids relatif du foie chez des souris males
témoins et traitées.

En comparaison avec celui des souris témoins, le poids relatif du foie chez les souris
traitées par spinosad montre une augmentation significative (4,74% + 0,94 vs 6,62% =+ 0,57

avec P=0,02).

Ces résultats d’un part se corroborent avec ceux trouvées par Mansour et a/.(2008), chez
des rats traités par plusieurs doses du spinosad pendant 8 semaines et d’un autre part s’oppose
a ceux enregistrer par El-Naggar et al (2017) qui ont rapport¢ une diminution non
significative des poids relatifs du foie chez des souris traitées par 35 mg / kg de SPD.Ceci
s’explique par les changements histopathologiques observés au niveau du tissu hépatique

(figure 12).
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111.1.3.3. Reins

Les variations du poids relatif des reins chez les souris males témoins et traitées et

leurs significations statistiques sont rassemblés dans la figure8 et les tableaux X, XII, XII de

I’annexe II.
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Figure8 : Influence du traitement sur le poids relatif des reins chez des souris males
témoins et traitées.

En comparaison avec celui des souris témoins, les résultats du poids relatif des
reinschez les souris traitées par spinosad montrent une augmentation non significative qui est
de I’ordre de 0,75 = 0,10 vs 0,88 + 0,12avec un P=0,12.Ces résultats ne concordent pas avec
ceux d’El-Naggar et al. (2017) qui ont rapporté¢ une diminution non significative des poids

relatifs des reins chez des souris traités par 35 mg / kg de SPD.
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111.1.4. Histopathologie des organes étudiés

111.1.4.1.Structure du parenchyme pulmonaire

» Chez les souris témoins

L’¢étude des coupes histologiques des poumons provenant des souris males témoins
montre une structure classique avec un aspect général normal. Le parenchyme pulmonaire
présente deux types de bronchioles, des bronchioles terminales reconnaissables
essentiellement par leurs épithéliums cubiques simples. Les bronchioles terminales se divisent
en bronchioles respiratoires dont la paroi est plus fine (figure 9 a et b).

Les canaux alvéolaires ne possédent pas de paroi propre. Ils sont bordés par un
¢pithélium pavimenteux simple. Les canaux alvéolaires sont composés deplusieurs sacs
alvéolaires. Chacun contient deux ou plusieurs alvéoles (figure 9 c et d).

Les alvéoles, reconnaissables par leur aspect optiquement vide sont séparés les uns des
autres par des cloisons inter-alvéolaires contenants des capillaires sanguins (figure 9 b, c et d).
Ces cloisons sont bordées par des pneumocytes de type I qui sont des cellules pavimenteuses
tres aplatis, entre lesquels se trouvent les pneumocytes de type Il reconnaissables par leurs
noyaux arrondis (figure 9 d et e).

Les gros vaisseaux sanguins se trouvent essentiellement a proximité des bronchioles
terminales (figure 9 b et e) alors que les plus petits vaisseaux et les capillaires sanguins se

trouvent dans lescloisons inter-alvéolaires (figure 9b).
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Al : alvéole ; Br : bronche respiratoire ; Bt : bronche terminal ; C : capillaire ; Ca : canal alvéolaire ; Ci : cloisons
inter-alvéolaires ; Gr : globule rouge ; PP : parenchyme pulmonaire ; P1 : pneumocyte type I ; P2 : pneumocyte
type II ; Sa : sac alvéolaire ; Vs : vaisseau sanguin.

Figure9 : Structure du parenchyme pulmonaire chez les souris males témoins.
Coloration: Trichrome de Masson ; Grossissement x40 (a), x100 (b), x400 (c) et

x1000 (d et e).
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» Chez les souris traitées par spinosad

La microscopie optique du parenchyme pulmonairemontre un aspect plus au moins
conservé par rapport a celui des témoins (figure 10 a et b). Elle révele les altérations

suivantes:

e Epaississementdes cloisons inter-alvéolaires (figure 10 c).

e Epaississement de 1’épithélium des bronchioles terminalesainsi que la couche
muqueuse qui les tapisse (figurel0 d).

e Dilatation des vaisseaux et des capillaires sanguins avec présence de leucocytes
(figure 10 e).

Vu I’absence des données sur SPD, les résultats de I’histologie sont discutés avec un
insecticide chimique, I’acétamipride. Bouazza et Maameri(2016) et Mondal et a/.(2014) ont
trouvé des résultats similaires chez des souris males adultes traitées par 1/20 et 1/10 DL50
d’acétamipride et des rats femelles de souche Wistar traitées par des doses variés entre 25
mg/kg/j et 200 mg/kg/j de ’ACE pendant 28 jours, respectivement. Les lésions trouvées
peuvent expliquer la géne respiratoire remarquée chez les souris traitées pendant

I’expérimentation.
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Al: alvéole; Bt: bronche terminal; Br : bronche respiratoire ; C: capillaire; Ca: canal alvéolaire; Ci: cloison
interalvéolaire;dVs : vasodilatation ; E: épithélium bronchique ; Gr: globule rouge; L:leucocytes ; P1:
pneumocyte type I ; P2 : pneumocyte type II; Sa: sac alvéolaire; * : épaississement des cloisons inter-alvéolaires.
Figurel( : Structure du parenchyme pulmonaire chez les souris males traitées par 1/1000
DL50 de spinosad.

Coloration: Trichrome de Masson; Grossissement x40 (a), x100 (b), x400 (c) et

x1000 (d et e).
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111.1.4.2.Structure du parenchyme hépatique

» Chez les souris témoins

L’examination des coupes histologiques du parenchyme hépatique chez les souris
témoinsa permis de mettre en évidence une architecture lobulaire normale. Cette derniére
présente une veine centrolobulaire limitée en périphérie par des espaces portes(figure 11 a).
Dans les lobules, les hépatocytes s’organisent en travées composées de rangées cellulaires.
Ces rangées sont séparées par des capillaires sinusoides bordés avec les cellules endothéliales

et les cellules de Kupffer (figure 11 b, c et d).

» Chez les souris traitées par spinosad

La structure générale du parenchyme hépatique est maintenu(figure 12 a et c). Cependant

nous observons, par endroits, quelques altérations qui se manifestent principalement par:

e Congestions sanguines modérées au niveau de la veine centrolobulaire (figure 12 a),
de la veine porte (figure 12 d) et au niveau interstitiel (figurel2 b et c).

¢ Dilatation des capillaires sinusoides(figurel2 b).

Ces résultats sont similaires a ceux observés par El-Naggar et al. (2017) qui ont noté la
présence de diverses foyers inflammatoires chez des souris traitées par 350 mg / kg de SPD.
De méme, Mansour et al. (2008) ont enregistré la présence d’une congestion des vaisseaux

sanguins chez des rats traités par 1/100 DL50 de SPD par voie orale pendant 8 semaines.
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et -
HBN : hépatocyte binuclée ; He : hépatocytes ; K : cellule de Kupffer ; L : leucocyte ; N : noyau ; Ph :
parenchyme hépatique ; S: capillaire sinusoide ; Vcl : veine centrolobulaire ; VP : veines portes ; Vs : vaisseau
sanguin.
Figure 11 : Structure du parenchyme hépatique chez les souris males témoins.
Coloration : HE (a et b); Trichrome de Masson (c et d)

Grossissement: x40 (a); x 100 (b); x 1000 (c et d).




Chapitre 111 Resultats et discussion

CS : congestion sanguine ; Hc : hépatocytes ;L : Leucocyte ; N : noyau ; S: capillaire sinusoide ;Sd : Sinusoides
dilatés ; Vcl : veine centrolobulaire ; Vp : Veines portes
Figure 12: Structure du parenchyme hépatique chez les souris males traitées par

1/1000 DL50 de spinosad
Coloration: HE; Grossissement: x40 (a); x 100 (b); x 400 (¢); x 1000 (d).




Chapitre 111 Resultats et discussion

111.1.4.2.Structure du parenchyme rénal

» Chez les souris témoins

La microscopie optique du parenchyme rénal chez lessouris témoins révele une
organisation structurale classique avec une zone corticale et la médulla (figurel3 a et b). Le
cortex est compos¢ de plusieurs formes tubulaires et glomérulaires (figurel3 b et ¢) comprend
les glomérules, les tubes contournés proximaux, qui sont plus denses et plus nombreux et les
tubes contournés distaux (figure 13 c¢).Chaque glomérule, de forme dense et arrondie, est
constitué d’une matrice conjonctive, le mésangium.Ce dernier est riche en anse capillaires et
en cellules, les podocytes. La chambre glomérulaire est enveloppée par la capsule rénale de

Bowman (figurel3 d).

La zone médullaire est formée de structures tubulaires. Les principaux tubules
observés sont les tubes collecteurs, reconnaissables a leurs cellules cubiques et leur diametre
important, et les portions larges et gréles de I’anse de Henlé. Ces derniers sont identifiés par
leur paroi fine et leur épithélium aplati. Des capillaires se trouvent entre les structures

tubulaires et sont identifiable grace a la présence de sang dans leur lumiére (figurel3 e et f).
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AH : anse de Henlé ;Ca : capsule ; Cg : chambre glomérulaie; Cs :Acapillaire sanguin ; Cx : cortex ; G :
glomérule rénal ; M : mésangium ; Md : médullaire ; P : podocyte ; T : tube collecteur ; Tcd : tube contourné
distal ; Tcp : tube contourné proximal ; Vs : vaisseau sanguin.

Figurel3 : Structure du parenchyme rénal chez les souris miles témoins.

Coloration : HE (figure a, b, e, et f), Trichrome de Masson (figure c et d) ;
Grossissement : x 40 (a), x 100 (b), x 400 (c et e), x 1000 (d et f).
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» Chez les souris traitées par spinosad

L’¢étude des coupes histologiques du parenchyme rénal chez les souris traités montre
un aspect tissulaire plus au moins conservé par rapports aux souris témoins (figure 14 a).
Cependant, nous notons par endroits quelques désorganisations de 1’architecture tissulaire au
niveau cortical et médullaire, dont le degré vari d’une souris a une autre. Ces altérations

structurales se manifestent principalement par :

e Dilatation des capillaires glomérulaires et des capillaires interstitiels corticales
(figure 14 c et d)

e [Lésions tubulo-interstitielsau niveau de la zone médullaire et le développement de
chorion riche en fibre de collagene (figurel4 b, e et f)

e La dilatation des capillaires inter-tubulaires médullaires accompagnée d’hémorragie
fréquente (figure 14 ¢ et f).

e Altération, par endroit, de 1’épithélium tubulaire portant des noyaux pycnotiques

(figure 14f).

Ces résultats se corroborent avec ceux retrouvés par El-Naggaret al (2017) qui ont
enregistré I'¢largissement des tubules rénaux, une légeére infiltration lymphocytaire entourant
les glomérules endommagés et une vacuolisation cytoplasmique des cellules de I’épithélium

tubulaire chez des souris traitées avec 35 mg / kg de SPD.
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AH : Anse de Henlé ; CB : capsule de Bowman ; Cg : chambre glomérulaire ;Ch : chorion ; Cs : congestion
sanguine ;Cx : cortex ; dC : dilatation des capillaires ; dT : dégénérescence des tubules ; G : glomérule; H :
hémorragie ; M : mésangium ; Md : médullaire ; NP : noyaux pycnotiques ; P : podocyte ;TC : tube collecteur ;
Tcd : tube contourné distal ; Tcp : tube contourné proximal ; Vs : vaisseau sanguin.

Figurel4: Structure du parenchyme rénal chez les souris males traitées par 1/1000 DL50
de spinosad.
Coloration : HE (a), Trichrome de Masson (b, c, d, e et f) ; Grossissements : x100
(aetb), x 400 (c et e), x 1000 (d et f).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

A travers ce travail réalisé sur les souris males, nous avons cherché les effetstoxiques
de bio-insecticide : spinosad, a raison de 1/1000DL50 et I’effet amélioratif de 0,5gdu curcuma
administré par voie orale pendant 14 jours. Nous pouvons conclure que les résultats obtenus
montrent clairement que cette faible dose n’a pas d’effets néfastes sur la croissance de toute
les souris, leurs poids absolus et le poids relatifs en générale. Mais sur le plan histologique
I’intoxication de spinosad s’est traduite principalement par des altérations qui sont

caractérisées par I’apparition des 1ésions tissulaires au niveau des organes vitaux :
% Au niveau du parenchyme pulmonaire :

Nous avons enregistrés la présence de foyers inflammatoires, 1’épaississement des
cloisons inter-alvéolaires, de la paroi endothéliale et de la matrice extracellulaire par la

dilatation des capillaires inter-alvéolaires, I’hyperplasie et I’hypertrophie cellulaire.
¢ Au niveau du parenchyme hépatique :

La présence d’une congestion au niveau interstitiel et au niveau de la veine

centrolobulaire, la dilatation des capillaires sinusoides avec infiltration cellulaire.
% Au niveau du parenchyme rénal :

Nous avons trouvé descongestions sanguines modérés, une dilatation des capillaires
interstitiels corticales et médullaires et une dégénérescence de 1’épithélium de certains

tubules rénaux.

Selon les résultats trouvés nous pouvons conclure que la dose administrée du curcuma
n’a aucun effet amélioratif sur les lésions tissulaires provoquées par le bio-insecticide. Par
contre, cette dose a causé des 1ésions tissulaire au niveau des organes étudiés. Cependant, ces

résultats ne sont qu’une expression partielle de 1’effet du traitement par curcuma a 1’échelle tissulaire.
Il est tres intéressant d’approfondir I’étude et d’orienté la recherche en :
- Cherchantles effets chroniques en prolongeons la durée du traitement.

- Etudiant la toxico-cinétique pour compléter notre étude de toxicité.



Cherchant la toxicité aux niveaux des autres organes tels que la rate, le cerveau,

le cceur et surtout les glandes endocrines.

Faisant des dosages de certains parameétres biochimiques (urémie, créatininémie

et les transaminases, enzymes antioxydants).

Utilisant le principe actif, la curcumine, directement par voie intrapéritonéale ou

Intraveineuse.



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Au terme de ce travail réalis¢ sur les souris males adultes, nous pouvons conclure que
la faible dose(1/1000 de la DL50) administrée pendant sept jours par voie orale n’a pas
d’effets toxiques sur la croissance pondérale des souris et les poids relatifs des organes vitaux.
Alors que sur le plan histologique I’intoxication parle spinosad s’est traduite principalement

par des altérations au niveaux de différents parenchymes :
¢ Au niveau du parenchyme pulmonaire

Au niveau des poumons, nous avons enregistré la présence des foyers inflammatoires,
I’épaississement des cloisons inter-alvéolaires, de la paroi endothéliale et de 1’épithélium
bronchial avec la présence d’une muqueuse épaisse dans la lumiére bronchiale terminale et la
dilatation des capillaires inter-alvéolaires. Ces altérations sont en faveur d’une inflammation

tissulaire.
¢ Auniveau du parenchyme hépatique

Le traitement a causé¢ descongestions au niveau de la veine centrolobulaire et
interstitielavec une dilatation des capillaires sinusoides du parenchyme hépatique.Ces signes

correspondent probablement a une hépato-toxicité tissulaire.
¢ Auniveau du parenchyme rénal

Lescongestions sanguines sont retrouvées aussi au niveau du parenchyme rénal.Elles
sont accompagnées d’une dilatation des capillaires interstitiels corticaux et médullaires et
d’une dégénérescence de 1’épithélium de certains tubules rénaux. Ces lésions peuvent étre

considérer comme des signesd’unenéphro-toxicité tissulaire.

A T’issu des résultats obtenus, nous pouvons conclure que la 1/1000 de la DL50 de
spinosad peut étre toxique a I’échelle tissulaire chez les souris males adultes. Cependant, ces
résultats restent préliminaires. Il serait donc nécessaire de confirmer la toxicité par voie orale

par d’autres tests.



Par ailleurs, nous pouvons développer cette étudeen 1’orientant vers

la recherche de la toxicité chronique,

d’étudier la toxico-cinétique,

chercher la toxicité aux niveaux des autres organes tels que la rate, le cerveau, le ceeur
et surtout les glandes endocrines.

Exploiter la fonction des organes par les dosages de certains paramétres biochimiques
tels que I'urémie, la créatininémie et les enzymes hépatiques.

Chercher I’implication du stress oxydant dans le développement de la toxicité.
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I. MATERIEL ET REACTIFS
1.1. Réactifs

e Alcool (70%).

e Colorants.

e Formol 36°.

e [’eau courante.

e L’Eukitt.

e Paraffine « Leica ».

e Spinosad.

e Xyléne.

Figurel:AlcoolFigure2: Formal 36°Figure3:Spinosad
(Success* Appat)
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Figure 4 : XyléneFigure 5 : Paraffine « Leica »Figure 6 : L’Eukitt



Figure7: Colorants

1.2. Appareillage

e Appareil photos.

e Automate.

e Balance ¢électrique.

e Balance de précision.

e Bain Marie.

e Etuve.

e Microscope photonique.

e Microtome de type « Leica ».

e Platine refroidissante de type « Leica ».

e Réfrigérateur.

¢lectrique

Figure8 : Balance
photos
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Figure 11 : I’automateFigure 12 :Bain maricFigure 13 : Etuve
Thermo-statée

Figurel4: Microtome  Figurel5 : Platine refroidissanteFigure 16:microscope
photonique

1.3. Autre matériel

e Bécher.

e Boites en verre.

e (ages en plastiques.

e C(Cassette en plastique

e Entonnoir.

e Eprouvette graduée.

e Erlenmeyer.

e Lames porte-objet et lamelles.
e Mangeoires et biberons.

e Moules en métal (porte-cassette).
e Papier aluminium

e Pissette d’eau distillée.

e Porte-lames.
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e Sonde de gavage pour souris.
e Seringues et aiguilles.
e Spatule.

e Trousse de dissection.

Figure 17 : Cages en plastiques et biberons.Figure 18 : Régime alimentaire sous
forme de croquettes

Figure 19: Sonde de gavage Figure 20 : Seringues et aiguilles
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Figure 21 : Trousse Figure 22: Boites en verre  Figure 23 : Bécher
de dissection

e i |
ey

" I J
' i
‘|
. ’
Figure 24: Entonnoir Figure 25:Eprouvette Figure 26 : Erlenmeyer
L]

Figure27: Pissette d’eau distillée  Figure 28: Cassette Figure29 : Moules enmétal
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Figure 30: Lames porte-objetFigure 31:CiseauFigure 32 : Pesée des
souris

Figure 33 : sacrifice et prélévement des organes



Figure 34 : Procédure d’inclusion et mise en bloc.

Tableau II: Composition des bouchons alimentaires.

Composition des bouchons alimentaires

Protéines (%) 20
Matiéres grasses brutes (%) 4
Cendre brutes 6,5
Cellulose brute (%) 5,5
Calcium(%) 1,1
Phosphore (%) 0,8
Vitamine A (UI/kg) 22000
Vitamine D3 (UI/kg) 2200
Vitamine E (mg/kg) 100
Sulfate de cuivre penta hydraté/ cuivre (mg/kg) 8

I1. FICHES TECHNIQUES

Annexe [
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II.1. Fiche technique N°1 : Fixation

Fixateur : formol 10%
Formule brute : CH20
Masse molaire : 30.026 = 0.0012 g/mol

Masse volumique : 0.8 g/m3

11.2. Fiche technique N°2 : Coloration

Les protocoles des deux colorations sont les suivants :

11.2.1. Coloration a ’hématoxyline-éosine

- Un bain d’hématoxyline...............ccooiiiiiiiiiiiinnn.,
- Ringage a I’eau courante..............ccovviiiiiiiniiiinennnn..

SUN Dain d’E0SINE. . ...

- Ringage rapide a I’eau courante.

11.2.2. Coloration de Trichrome de Masson

- Un bain d’hématoxyline ..............coooviiiiiiiiiiinnn...
- Ringage a I’eau courante..............cooviiiiiiiiniiinennn..

- Un bain de Fuchsine Ponceau..................ooooiiiiiii. ..

- Ringage rapide a I’eau courante

- Un bain d’acide phosphomolybdique...........................

-Unbainde Vert lumi€re..........coovveiiiiiiinnnn...

- Ringage rapide a I’eau courant.

ITII. CALCUL DE POIDS RELATIF

10 secondes.
5 minutes.

30 seconde.

.......................... 10 secondes.
....................... 5 minutes.

....................... 2 minutes.

....................... 15 minutes.

........................ 5 minutes.
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Le poids relatif de chaque organe a été calculé suivant la formule :
Pr = (Po /Pa) x100

Pr : poids relatif de ’organe(%), Po : poids de I’organe (g), Pa : poids corporels de la souris.

IV. CALCUL STATISTIQUE

Soit une série statistique {x1, x2, x4,...... xn} dont n appartient & N* (entiers naturel non nul)

IV.1. La moyenne arithmétique

_ x1+x24+x3+-+xn Yt q xi

n n

Dont :
m: la moyenne aréthmithique.
n: Peffectif de la série.

X : le caractére étudié.

IV.2. La variance

Y1 (xi-m)?
D T e——
n
dont :
v: la variance.
m: la moyenne aréthmithique.
n: Deffectif de la série.

x : le caractére étudié

IV.3. L écart type

Ou
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o: I’écart type.

v: la variance.

IV.4. Test de normalité « Shapiro-Wilk »

Le test de Shapiro-Wilk est basé sur la statistique W. En comparaison des autres tests,

ilest particuliérement puissant pour les petits effectifs (n < 50). La statistique du test s'écrit :

A

o1 (X m—ir )= X)) |

Yilx;—-m)?

W=

Ou

X : la série des données triées.
1 . . 1
[E]: La partie entiére du rapport >

a;: constantes correspondantes a une distribution normale.

m: la moyenne arithmétiques.

PlusW est ¢élevé, plus la compatibilit¢ avec la loi normale est crédible. Les valeurs
seuilsW,,; sont lues dans la table de Shapiro-Wilk. La région critique, rejet de la normalité,
s'écrit :

R.C.: W <W it

IV.5. Test de Student (indépendant)

On étudie deux variables X et Y et on cherche a savoir si les deux observations de
tailleny et ny, de moyennes observéesmyet my et de variances observéess’ X ets’ yissues
respectivement d'une population de moyenne gxet de variance 6’ et d'une population de
moyenneuy et de variance 6y, proviennent de la méme loi théorique de moyenne .

Leshypothéses sont:

Ho: ux = pyet le traitement n’a pas d’effet.
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H;: ux # py et le traitement a provoqué un changement.

Pournx< 30 ouny< 30, eto’ Y= o’ v, la statistique du test est :

La variance commune estimée :

S = Ny s%x+y s’y
Ny+ny,—2

Le test de Student :

Dont :

my: la moyenne aréthmethique de 1I’observation X.
my: la moyenne aréthmethique de I’observation Y.
s: la variance commune estimée.

ny: Deffectif de I’observation X.

ny: Ueffectif de 1’observation Y.

s’ y<la variance de I’observation X.

2 . .
s°y: la variance de ’observation Y.

On compare let,ps avec #yde la table de Student avec un pourcentage d’erreur o= 5% et
un dégrée de liberté ddl =n;+ n, - 2:
o  Sityps<ty: Hoest retenue, la différence est non significative et le traitement n’aPas

d’effet.

o Sit,p>ty: Hy est retenue, la différence est significative et le traitement auneffet.

IV.6. Test de Fisher
Il sert a vérifier 1'égalité de deux variances (homoscédascticité). Les hypothéses du

testsont :

52X= §2Y

&’ x# 6%y
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La statistique du test est :

nstx
ny—1
nyszy
ny—1

Fobs_

Dont:
nyx: effectif de I’observation X.
ny: Ueffectif de 1’observation Y.
s’x:la variance de I’observation X.

2 . .
s°y: la variance de 1’observation

On compare le F 4 avec la valeur seuil dans la table de Fisher-Snédécoranx— 1 et

ny— 1 degrés de liberté.
o SiF,,¢<valeur seuil : H, est retenue, la différence entre les variances des
deuxobservations n’est pas significative.

o SiF,>valeur seuil :H; est retenue, la différence de variances des deux

observationsest significative.
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Tableau 111 : table de Student

Avec a est le pourcentage d’erreur et v est le dégrée de liberté

o2 0,900 | 0500 [ 0300 | 0,200 | 0,100 0,00 0, (k21 0. 0, (0
i 0,1584 | 1,0000 | 19626 | 30777 | 62138 | 12,7062 | 21,8205 | 63,6567 | 6366193
o 01421 | 02165 | 13962 | 18866 | 20200 | 42007 | 69646 | 99248 | 215001
3 0,1366 | 0,7649 | 1,2498 | 1.6377 | 23534 | 3.,1824 | 45407 | 55400 | 12,9240
4 00,1338 | 07407 | 11804 | 1.5332 | 2138 | 2,7764 3.7460 46041 = 6103
5 01322 | 0.7267 | 11558 | 1.4760 | 20150 | 25706 | 3.3649 | 4,0321 i, HGEE
1 0,1311 | 07176 | 11342 | 1.4398 | 1.9432 | 2.44609 | 3.1427 | 3,7074 5,0588
T 01303 | 07111 | 1.0192 | 14149 | 1.8046 | 236406 2 0080 3.4995 54079
8 01207 | D,7064 | 11081 | 13068 | 18605 | 29060 | 28066 | 349554 50414
0 0,129 | 07027 | 10097 | 1.2830 | 1,833 | 22622 | 28214 | 42498 4,78040
10 | 01280 | DEDOS | 100481 | 1,3702 | 18125 | 2.20R] 27638 | 31603 45860
11 01286 | 06074 | 1,0877 | 1,3634 | 31,7050 | 22010 | 2.7i81 | 31058 44370
12 | 0,128% | 06955 | 1,0832 | 1.3562 | 1.7822 | 2,178% | 26810 | 3,0545 43178
12 | 0,1281 | 06038 | 1,0795 | 1.35002 | 177040 | 21604 | 26503 | 30123 4.2208
14 | 0,1280 | 0.6924 | 1,0763 | 1,.3450 | 1.7613 | 2.1448 | 2.6245 | 29768 4.1405
15 | 0,127 D,6912 | 1,0735 | 1.3406 | 1.7531 | 2,1314 | 265025 | 20467 40728
16 | 0,1277 | 06001 | 10711 | 1.3368 | 1,7459 | 2.11040 | 25835 | 29208 4,01540
17 01276 | 06802 | 1.0690 | 1,333 | 1.7396 | 21008 2 5060 2.8082 3.9651
I 0127 | G688 | 10672 | 1.3304 | 1.7341 21 2 5524 285784 3.9216
19 | 10,1274 | 06876 | 1,0655 | 1.3277 | 1.7201 | 20030 | 25395 | 28600 e TR
20 | 0,1273 | 06870 | 1,0640 | 1,3253 | 1.7247 | 20860 | 25280 | 2.8453 3.5495
2 00,1272 | n,BROY | 1,0627 | 1,3282 | 1,7207 | 2,070 25176 28314 3.81043
22 | 0,1271 | 06858 | 1.0614 | 1.3212 | 1.7171 | 20730 | 25083 | 2.R1BR 3.7021
23 01271 | GES3 | 1,0803 | 1.3195 | 1.71309 | 20687 2. 40090 2 R0T3 3. 7TETE
24 01270 | O G848 | 10593 | 1 3178 | 17109 | 20630 2. 4922 27069 3. 7454
25 O, 1260% | GRS | 1,058 | 130163 | 31,7081 20505 24851 2,7874 3.7251
26 | 01269 | 0,640 | 1,055 | 1.3150 | 1,7056 | 20555 24786 | 27787 3, 7066
27 O, 1368 | 0,6837 | 1,066T | 1.3137 | §,7033 | 20518 FATET 20T 3, 6800
28 | 0,1268 | 06834 | 1,0560 | 131256 | 01,7011 | 20484 | 24671 | 2,7633 3,670
20 | 0,1268 | 0,6830 | 1,0553 | 1,3114 | 1.6001 | 20452 | 24620 | 27564 | 3.6504
0 01267 | O.6H28 | 10647 | 1.3104 | 16073 | 20423 24673 2 TE00 364610
40 01265 | 06807 | 1,0500 | 1,331 | 1,683 | 200311 24233 27045 3.5510
60 | 0,1262 | ETRG | 1.0455 | 1.2068 | L6706 | 20003 | 23001 | 26603 . 1 1
B0 | D,1261 | DEGTVE | 1,0432 | 1,2032 | 1,6641 | 1,9040 20730 | 26387 34163

1290 | 0,1259 | 06765 | 1.0400 | 12886 | 16577 | 1.9700 | 243578 | 26174 | 24735

s

(0,157 | 0.6745 | 1,0364 | 1,2516 | 16440 | 1,0000 | 23063

[ 258 | 30005 |
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Tableau IV : table de Fisher

v,est le nombre de ddl du numérateur avec o= 0,05.

v,est le nombre de ddl du dénominateur avec o= 0,05.

&
p—
bJ
=
e
o
=21
0

10 15 20 30 z

161 | 200 | 216 | 225 | 230 | 234 | 239 | 242 | 246 | 248 | 250 | 254
185 | 190 | 192 ( 192 | 193 193 | 194 | 194 | 194 | 194 | 195 | 195
10,1 [ 955 | 928 | 912 [ 901 | 894 | 885 | 8,79 | 8,70 | 8,66 | 8,62 | 5,53
7,71 | 694 | 6,59 | 639 | 6,26 | 6,16 | 6,04 | 5,96 | 586 | 5,80 | 5,75 | 5,63
6,61 | 5,79 | 541 | 5,19 | 5,05 | 495 | 4,82 | 4,74 | 462 | 456 | 4,50 | 4,36
5,99 [ 514 | 4,76 | 453 | 4,39 | 428 | 4,15 | 4,06 | 394 | 3,87 | 3,81 | 3,67
5,09 | 4,74 | 435 | 4,12 | 3,97 | 387 | 3,73 | 3,64 | 3,51 | 3,44 | 3,38 | 3,23
5,32 | 446 | 4,07 | 3,84 | 3,69 | 358 | 344 | 3,35 | 3,22 | 3,15 | 3,05 | 2,93
915,12 | 426 | 3,836 | 363 | 3,48 | 337 | 323 | 3,14 | 301 | 294 | 2,86 | 2,71
10 [ 4,96 | 4,10 | 371 | 348 | 333 | 322 | 3,07 | 2,08 | 285 | 2,77 | 2,70 | 2,54

Lo

GO =] S0 O = Ll Bd =

11 [ 4,84 | 398 | 3,59 | 3,36 | 3,20 | 3,00 | 295 | 2,85 | 2,72 | 2,65 | 2,57 | 2,40
12 | 4,75 | 3,80 | 349 [ 326 | 3,11 | 3.00 | 2,85 | 2,75 | 2,62 | 2,54 | 247 | 2,30
13 | 4,67 | 3,81 | 3,41 [ 3,18 | 3,03 | 2,92 | 277 | 2,67 | 2,53 | 246 | 238 | 2,21
14 [ 4,60 | 3,74 | 334 | 3,11 | 296 | 2,85 | 2,70 | 2,60 | 246 | 2,30 | 231 | 2,13
15 | 4,54 | 368 | 3209 | 3,06 | 2,90 | 2,79 | 264 [ 2,54 | 240 [ 2,33 | 2,25 | 2,07
16 | 4,49 | 363 | 324 | 301 | 285 | 2,74 | 2,59 | 2,40 | 2,35 | 2258 | 2,19 | 2,01
17 | 4,45 | 3,59 | 3,20 | 296 | 2,81 | 2,70 | 2,556 | 2,45 | 2,31 | 2,23 | 2,15 | 1,96
I8 [ 4,41 | 3565 | 3,16 | 293 | 2,77 | 266 | 2,51 | 2,41 | 227 | 219 | 2,11 | 1,92
19 | 4,38 | 3,52 | 3,13 | 290 | 2,74 | 2,63 | 248 [ 2,38 | 223 | 2,16 | 2,07 | 1,88
20 | 4,35 | 349 | 3,10 | 2,87 | 2,71 | 260 | 245 | 2,35 | 2,20 | 2,12 | 2,04 | 1,84
22 |1 4,30 | 344 | 3,05 | 2,82 | 2,66 | 2,56 | 240 | 2,30 | 2,15 | 2,07 | 1,958 | 1,78
24 | 4,26 | 3,40 | 3,01 J8 | 262 (251 | 236 ) 2,25 | 2,11 | 203 | 1,94 | 1,73
26| 4,23 | 3,37 | 2,98 | 2,74 | 2,50 [ 247 | 232 | 2,22 | 2,07 | 1,99 | 1,90 | 1,69
28 | 4,20 | 3,34 | 295 | 2,71 | 256 | 245 | 220 | 2,19 | 204 | 1,96 | 1,87 | 1,65
30 | 4,17 | 3,32 | 262 | 2,69 | 2,553 | 242 | 227 | 2,16 | 201 | 1,93 | 1,84 | 1,62
40 | 4,08 | 3,23 | 2534 | 261 | 245 | 234 | 2,18 | 2,08 | 1,92 | 1,34 | 1,74 | 1,51
a0 | 4,03 | 3,18 | 2,79 | 256 | 2,40 | 2,20 | 2,13 | 2,03 | 1,87 | 1,78 | 1,69 | 1,44
60 | 4,00 | 3,15 | 2,76 | 2,53 | 2,37 | 225 | 2,10 | 1,99 | 1.84 | 1,75 | 1,65 | 1,39
8O 13,96 | 3,11 | 2,72 | 249 | 2,33 | 221 | 2,06 | 1,95 | 1,79 | 1,70 | 1,60 | 1,32
100 (3,94 | 3,09 270 | 246 | 230 | 2,19 | 2,03 | 1,93 | 1,77 | 1,658 | 1,57 | 1,28

1,46 | 1,00

i
=]

o | 3,84 | 3,00 | 2,60 | 2,37 1,83 | 167 | 1,

]
]
=
[}
—
=
=
[y
(=]
==
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Tableau V : Table des valeurs limites de Shapiro-Wilk a 1% et 5% d’erreur.

n = la taille de 1’échantillon

5%

1%

0.767

0.753

0.748

0.687

0.762

0.686

0.788

0.713

0.803

0.730

0.818

0.749

0.829

0.764

0.842

0.781

0.850

0.792

0.859

0.805

0.856

0.814

0.874

0.825

0.881

0.835

0.887

0.844

0.892

0.851

0.897

0.858

0.901

0.863

0.905

0.868

0.908

0.873

0.911

0.878

0.914

0.881

0.916

0.884

0918

0.888

0.920

0.891

0.923

0.894

0.924

0.896

0.926

0.898

n
3
4
5
(6]
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

0.927

0.900
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Tableau VI : Table de dilution d’alcool (Table de Gay-Lussac).

Concentration initiale

100 99 98 97 | 96 95 9 |85 80 |75 70 65 60 50
Concentration95/6,5 5,15 383 1253 1,25

finale 1991325 111,83 10,43 9,07 773 641
8512054 119,05 117,58 (16,15 1473 113,33 6,56
802859 27,01 2547 2395 2245 20,95 13,79 15,83
753758 359 134,28 32,67 (31,08 29,52 21,89 1448 172
7014775 45,93 44,25 42,54 40,85 39,18 31,05 23,14 115,35 7,64
655937 57,49 155,63 (5381 52 50,22 4153 133,03 2466 16,37 8,15
607282 70,80 63,8 (65,85 (6492 63 (53,65 4448 (3544 26,47 117,58 876
551886 86,42 184,28 92,16 (80,06 77,99 67,87 57,9 148,07 38,32 128,63 19,02 947
50/107,441105,08/102,75/100,44(98,15 05,80 84,71 173,90 163,04 52,43 41,73 31,25 20,47
45(130,261127,57/125,11122,57/120,06 117,57 /105,34 133,30 181,38 69,54 (57,78 146,09 134,46 |11,41
40/158,561155,58152,84/150,02/147,22.1144,46/130,8 |117,34/104.0190,76 (77,58 154,48 15143 |25,55
35/194,631191,391188,19/185,01/181,85 178,71 163,28 |148,01/132,88 117,82/ 102,84 87,93 173,08 143,59
30|242,381238,571234,99 231,33(227,70 224,08/ 206,22 |188,57/171,05 /153,61 136,04 118,341101,71/67,45
25/308,9 |304,52/300,18 125,86 291,56/267,28 266,12 245,15224,3 1203,61/182,83(162,24/141,651100,73
20/408,5 |403,13(397,79 /392,47 |387,17,381,9 (3558 |329,84|304,011278,26/252,58/226,98 201,43 150,55
15/574,75/567,43(560,53 553,55 546,59 539,66/305,27 474 436,85 1402,81/368,83 334,91 301,07 233,64
10/907,09/896,73(836,4 1§76,1 (865,15/855,15/804,5 |753,65/702,89652,21/601,6 |551,06/500,50 /399,85

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

concentration initiale x (en bleu) pour obtenir la concentration désirée.
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Tableau VII : Poids corporel des souris males témoins.

Souris Poids corporel a JO | Poids corporel a J7 | Poids corporel a J14
(8 (8 (2
1 31,9 32,8 35,1
2 24,7 23,6 27,6
3 26,1 27,9 28,6
Moyenne 27,57 28,1 30,43
Ecart type 3,81 4,60 4,07

Tableau VIII : Poids corporel des souris males traitées par 1/1000 DL50 de spinosad.

souris Poids corporel a JO | Poids corporel a J7 | Poids corporel a J14
(8 (€] (2
1 31,4 28,9 32,6
2 26,7 22,1 25,2
3 25,1 22,4 22,4
Moyenne 27,73 24,46 26,73
Ecart type 3,27 3,84 5,27

Tableau IX : Valeurs pondérales moyennes des souris méales témoins et traitées par
1/1000 DLSO0 de spinosad.

Souris Poids corporel a JO | Poids corporel a J7 | Poids corporel a J14
(2 (2 (2
Témoins 27,57+ 3,81 28,1 +4,60 30,43 +4,07
Traitées par 27,73 £3,27 2447 £3,84 26,73 £5,27

spinosad
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Tableau X: Poids relatifs des organes chez les souris males témoins (%).

organes
Les poumons Les reins Le foie
Souris
1 5,44 0,74 0,88
2 5,10 0,76 0,68
3 3,67 0,76 0,69
Moyenne 4,74 0,75 0,75
Ecart type 0,94 0,01 0,10

Tableau XI: Poids relatifs des organes chez les souris mailes traitées par 1/1000 DL50 de

spinosad (%).
organes
Les poumons Le foie Les reins
Souris

1
0,70 6.65 0,79

2
1,42 7.18 0,83
3 1,11 6.02 1,02
Moyenne 1,07 6,61 0,88
Ecart type 0,36 0,58 0,12
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Tableau XII : Valeurs moyennes des poids relatifs des organes chez lessouris méles
témoins et traitées par 1/1000 DL50 de spinosad (%).

organes
Le foie Les poumons Les reins
souris
Témoins 4,74 £ 0,94 0,75+0,01 0,75+ 0,11

Traité par
spinosad 6,02+ 1,07 1,13+0,30 0,83+ 0,11
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