REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA

RECHERCHESCIENTIFQUE
Université BLIDA 1

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie Département de Biologie et Physiologie Cellulaire

Mémoire de fin d’études en vue de I’obtention
du diplome de Master

Option : Biologie Moléculaire et Cellulaire

Theme

L’effet de I’intoxication avec un biopesticide entomopathogene
au niveau de la rate et de ’intestin gréle chez les rats WISTAR

Présente par :
m": Hafian GHANIA et  m":Sagouma CHAIMA

Soutenu le 15/09/2020

Devant le jury composé de :

Mme Matmoura A. Maitre Assistante A UBI présidente.
Mme Bouazza M. Assistante UBI1 examinatrice.
Mme Arkam F. Assistante UBI1 promotrice .

2019/2020




Dedicace

En premier lieu je remercie ALLAH le tous puissant de m’avoir donné la
volont¢ ,la sant€ et le courage pour réaliser ce travail .

Je dédie ce mémoire :

A ma tres chere mere source d’amour et d’affection qui m’a toujours
témoigné son sacrifice et sa bénédiction dans les moments les plus
importants de ma vie .

A mon tres cher pere qui m’a toujours soutenu et aidé .11 est toujours a mes
cotés , depuis mon enfance pour que je réussisse, que ALLAH les garde et
les protege .

Ma chére et adorable sceur : Yasmine

GHANIA



Dedicace

En premier lieu je remercie ALLAH le tous puissant de m’avoir donné la
volont¢ ,la sant€ et le courage pendant tout mon parcours et pour réaliser ce
travail

Je dédie ce mémoire :

A ma tres chere mere Sabrina source d’amour et d’affection mon example ,
la femme qui a sacrifi€ ca vie pour moi qui m’a toujours soutenu et donner
de la force pour affrontir les moments difficiles et réaliser tout mes objectifs

A mon tres cher pere Mohamed qui m’a toujours soutenu et aidé .11 est
toujours a mes cotés , depuis mon enfance pour que je réussisse, que
ALLAH les garde et les protege .

Mes cheres et adorables sceurs : amina et hadjer

A une personne trés chére a mon ceeur une personne qui n’est plus a mes
cotés mais qui m’a toujours encouragg¢ et soutenir pour mes €tudes et mes
réves .

A toutes la famille SAGOUMA et la famille BOURAADA

A mon amie yasmine linda

CHAIMA



REMERCIMENT

Tout d’abord, louange a « Allah » le tout généreux qui nous a guidé sur le droit
chemin tout au long du travail et nous a inspiré. Sans sa miséricorde, ce travail n’aura
pas abouti.

Au terme de ce travail, nous tenons a exprimer toute notre reconnaissance et
remerciements a notre chef d’option Pr Saadi L. professeur a I'université de Blida-1
qui a fait preuve d’une grande patience. Sa confiance, ses conseils ainsi que ses
orientations nous ont permis de mener a terme ce projet. Qu’il trouve ici, le
témoignage d’une profonde gratitude.

Nos vifs remerciements a Mme ARKAM.LF assistante a 1’universit¢ de Blida-let
notre promotrice , pour avoir bien diriger le travail merci pour tout madame

Nous remercions également Mme BOUAZZA , maitre assistante a ’université de
Blida-1, et Mme MATMOURA maitre assistante a 1’université de Blida-1 pour avoir
accepté de juger notre travail et de 1’apporter ses critiques constructives.

Nous tenons a exprimer notre affectueuse reconnaissance a Mme DAHNAN H,
technicienne au niveau de laboratoire de biologie moléculaire et cellulaire a
I’université¢ de Blida -let notre collégues pendant se parcours pour son aide et ses
précieux conseils pendant la partie expérimentale de se projet .

Notre profonde respect et remerciement s’adresse aux membres du service
d’anatomie pathologie, en particulier Pr ABDELLALI M., qui nous a bien accueillit
dans son service et Kenza et Yasmine qui nous ont aidés dans la réalisation des
coupes et la coloration.

Nous remercions aussi tous ceux qui nous ont aidés de prés ou de loin a réaliser ce
travail.



RESUME

Metarhizium anisopliae var. acridum (Green Muscle®) est l'un des bio-insecticides les plus
connus et utilisés dans le monde. Cependant, I’application généralisée peut favoriser l'apparition de
mycoses chez les mammiferes. Notre étude toxicologique cherche les effets nocifs probables du
champignon entomopathogene chez un modele animal.

Des rats Wistar femelles sont inoculées avec le biopesticide a raison de trois doses, 200, 20 et
10 mg /Kg/ jr. Apres 15 jours de traitement par voie oral, la rate et I’intestin gréle sont prélevés pour
I’examen histologique.

Les différents traitements n’ont aucun effet significatif sur la croissance pondérale relative
des rattes. L’étude microscopique révele des images de vasodilatation et infiltration leucocytaire. Les
lésions tissulaires sont plus importante avec la forte dose (environ 10'° spores /kg/jr) ; le parenchyme
splénique révele une fibrose, déplétion lymphocytaire et dégénérescence de quelques nodules
spléniques. Les coupes iléales montrent 1’extension dans la largeur du tissu lymphoide associé a la
mugqueuse intestinale.

Nos résultats suggerent I’effet immunogene et inflammatoire de notre souche fongique

administrée a forte dose pendant deux semaines.

Mots clés: Metarhizium anisopliae var. acridum, Green muscle, rats Wistar, rate, intestin.



ABSTRACT

Metarhizium anisopliae var. acridum (Green Muscle®) is one of the world's most well
known and used bioinsecticids. = However, widespread application may promote mycosis in
mammals. This toxicological study investigates the likely adverse

effects of entomopathogenic fungus in an animal model.

Female Wistar rats were inoculated, by oral route with biopesticide at three doses, 200, 20 and
10 mg /Kg/ day. After 15 days of oral treatments, the spleen and small intestine are collected for

histological examination.

Different treatments have no significant effect on the relative weight growth of rats .compared
to the control , optical microscope observations of histological cuts of treated rats showed multiple
lesions such as vasodilatation and leukocyte infiltration . tissue damages are greater with the high dose
(about 10'° spores/kg/day) the splenic parenchyma reveals fibrosis, lymphocyte depletion , fusion
and degeneration of some splenic nodules. Ileal cuts show the alteration of the villi and the extension

in the width of the lymphoid tissue associated with the intestinal mucosa.

Our results suggest the immunogenic and inflammatory effect of this fungal strain

administered at high doses for two weeks.

Kevywords: Metarhizium anisopliae var. acridum, Green muscle, Wistar rats, spleen, small intestine.
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Liste des abréviations

GM : green muscle .

Pc : poids corporel .

PGPR :Plant Growth Promoting Rhizobacteria
NO :oxyde nitrique .

iNOS : oxyde nitrique synthase inductible .
ROS : especes réactives de I'oxygene .

TIr2 : Toll Like Receptor 2 .

Tlr4 : Toll Like Receptor 4 .

ADN :acide désoxyrbonucléique .

TNF : Tumor Necrosis Factor .



Glossaire

Pesticides : ensemble de produits chimiques destinés a assurer la destruction ou a prévenir 1’action
d’animaux, végétaux ou microorganismes nuisibles : * Insecticides * Herbicides * Fongicides

La lutte biologique : est définie comme étant une stratégie de lutte contre les organismes nuisibles
qui fait appel aux auxiliaires, antagonistes ou compétiteurs, insectes stériles ou autres agents de lutte

biologiques (NIMP, 2005).

La lutte intégrée : est une stratégie de gestion a long terme des bio-agresseurs qui minimise les

risques pour les populations, I’écosysteme et I’environnement (Deravel et al., 2014).

Atrophie : diminution de volume d’une cellule, d’un tissu, d’un organe, survenant apres la
naissance (Jeuge-Maynart et al., 2010).

Congestion : accumulation anormale du sang dans les vaisseaux d’un organe, d’une partie du
corps (Jeuge-Maynart et al., 2010).

Desquamation : détachement des couches superficielles de I’épiderme sous forme de
squames (Jeuge-Maynart et al., 2010).

Dose létal 50 : c’est la dose capable de tuer 50% des animaux d’éxpériance (Moulin et
Coquerel, 2002) .

Hypertrophie : augmentation de volume d’un tissu, d’un organe, due a une augmentation de
volume de ses cellules (Jeuge-Maynart et al., 2010).

Hyperplasie :C’est 1'augmentation du volume d'un tissu qui est un phénoméne
physiologique visant a réparer une perte tissulaire consécutive a une destruction.

Entomopathogéne : Le mot « champignons entomopathogenes » ou « champignons qui provoquent
des malades aux insectes » est limité aux genres ou aux especes qui peuvent étre des agents
pathogénes (Benserradj, 2014).
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INTRODUCTION

L’utilisation intensive des pesticides chimiques améliore le rendement agricole; Cependant,
cette pratique continue a apporté les effets néfastes sur la santé humaine, animale et les insectes
bénéfiques, en particulier les abeilles. De plus, I’exposition continue aux insecticides favorise
I’expression des mécanismes de résistance. Ce phénomeéne développé de plus en plus chez les

insectes ravageurs est une nuisance pour la production agricole (Moutang et al., 2020).

Les effets nocifs potentiels de 1’exposition aux pesticides ont soulevé la considération de
méthodes alternatives. Il y’a plus de cinquante ans, les insecticides biologiques tels que les pesticides
microbiens ont regu une attention particuliére en tant qu'alternatives plus siires pour l'environnement

(Abbasi Larki et al., 2019).

La Iutte biologique par I'utilisation du champignon entomopathogéne Metarhizium
anisopliae var. acridum est une alternative trés prometteuse pour assurer une protection

phytosanitaire performante (Arkam, 2019).

Le projet LUBILOSA (Lutte biologique contre les Locustes et les Sauteriaux) a sélectionné
I’isolat IMI 330189 de M. anisopliae var. acridum Gams & Rozsypal (Deuteromycotina
Hyphomycetes) comme étant la matiére active de Green Muscle® (LUBILOSA, 1999). En conditions
naturelles, ce mycopesticide infecte presque exclusivement les orthoptéres aux antennes courtes et est

développé pour la protection des culture contre les locustes (Jiang et al., 2019).

L’activité fongique de Green Muscle® a montré son efficacité en plein champs, sur les larves
de criquet marocain au Nord-Ouest de I’Algérie, et a confirmé les potentialités acridicides de
Metarhizium anisopliae var. acridum qui exerce des effets cytopathologique au niveau du tégument
(Arkam, et al., 2017-a), de ’hémolymphe (Arkam, et al., 2017-b) et du tube digestif (Arkam, et a/.,
2019).

Les études de la biosécurité des variétés de M. anisopliae chez les mammiféres sont conduites
par plusieurs auteurs (Siegel, 1997; Goettel et Jaronski, 1997; Goettel et al.,2001 ; Vestergaard et al.,
2003). Des exérimentations de toxicité sont faites sur différents modéles animales par différentes
voies d’expositions. Les données rapportées soulignent I’innocuité de M. anisopliae avec des risques
de toxicit¢é minimes et acceptables dans l'environnement (Zimmermann, 2007 ; Goodman et al.,

2018 ; Brunner-Mendoza et al., 2005).

L'exposition orale aux pesticides microbiens est l'une des principales voies d'exposition

humaine et animale en raison de l'application de ces produits dans les cultures agricoles. Bien
1



entendu, I'exposition humaine lors de la fabrication de biopesticide est inévitable. En revanche, il
existe des inquiétudes concernant les effets probables sur la santé des vertébrés (Abbasi Larki et al.,

2019).

L'exposition accrue des humains et des animaux au Metarhizium spp. en raison de
’utilisation commerciale, du nombre croissant des personnes immunodéprimées et le recours aux
thérapies immunosuppressives ont créé un scénario qui pourrait favoriser une augmentation du
nombre de mycoses causées (Roberts et St Leger, 2004 ; Nourrisson et a/.,2017 ; Brancini et al.,

2018).

Dans le but de mieux métriser I’application du biopesticide Green Muscle® a une échelle
garantissant la biosécurité humaine et environnementale, des études toxicologiques sont

indispensables.

Cette étude a comme objectif d’enquéter sur de probables effets néfastes des conidies de M.
anisopliae var. acridum conditionnées en biopesticide. Nous cherchons I’inflammation splénique et
intestinale chez les rats WISTAR femelles. Ces derniéres sont traitées avec le Green Muscle® par
voie orale pendant 15 jours, a raison de trois concentrations, 200 mg /kg de poids corporel /jour, 20

mg /kg /jour et 10 mg/ kg /jour.

Notre travail comporte trois chapitres. Dans le premier, nous rapportons des généralités sur
les insecticides microbiens, I’immunotoxicit¢é des mammiferes exposés a des champignons de
biocontrole et les tissus lymphoides étudiés. Le deuxieme chapitre comporte les matériels et les
techniques utilisés. Les résultats obtenus sont rapportés et discutés dans le troisiéme chapitre. Une

conclusion et des perspectives sont présentées.



Chapitre |

rappel bibliographique

I.1. GENERALITES SUR LES INSECTICIDES BIOLOGIQUES

Les biopesticides sont a base d’organismes vivants (microorganismes, protozoaires, nématodes

entomophages..) ou de produits issus d’organismes vivants (Métabolites bactériens; phéromones

d’insectes; substances naturelles dérivés de plantes), ayant la particularit¢ de tuer ou délimiter la

densité des ravageurs de cultures (Thakore, 2006; Deravel et al., 2014).

Tableau 1 : Exemples de biopesticides commercialisés (Deravel et al., 2014 -modifié).

entomopathogénes

Catégorie Type Organisme Produit commercial Cible
Bactérie Fongicide  Bacillus subrilis Q5T713  Serenade® Botryiis spp.
Fongicide  Bacillus subrilis HiStick® Fusarinm, Rhizoctonia, Aspergillus
Fongicide  Bacillus licheniformis EcoGuard® Selerotinia spp., anthracnose
5B 3086
Fongicide  Bacillus amyloliguefa- Taegro® Rhbizoctonia, Fusarinm
clens
Fongicide  Psendomonas Cerall® Tilletia caries, Fusarinm nivale,
chilororaphis MA342 Seproria nodorim
Insecticide  Bacillus thuringiensis Rona Eco® Chenille, larves de |épidoptéres
:E Insecticide  Bacillus thuringiensis Biobit®@DF Lépidoptéres
E Virus Insecticide  Cvelia pomonella Carpovirusine® Carpocapse (Cvdia pomonella)
‘B grannlosis virus
Larvicide  Helicoverpa zea HeSNPY  Gemstar® Heliothis et Helicoverpa larvae
Larvicide  Spodoptera exigua SpodXE& Larves de Spodoptera exigoa
nucleopolvhedrosis virus
Champignon Fongicide  Coniothyrivm constans Constans® WG Selerotinia spp.
Fongicide  Trichoderma atroviride Esquive® WG Entipa lata
MNématicide Paecilomyees lilacinus BioAct ® WG Meloidgwe spp., Rodopholus
similiz , Heterodera spp.,
Globodera spp.,
Protylenchus spp.
s .
Insecticide Metarhizium anisopliae Green Muscle Criquets
var. acridum (IMI 330189) Locustes et sautereaux
Extrait végétal Insecticide Chrysanthemum Trounce® Pucerons, cochenilles, aleurodes
u cinerariaefolinm
% Insecticide  Quassia amara Quassam® Hoplocampa testudinea
& Insecticide  Azadiradchia indica TotalCare® + 400 espéces d'insecles amvageurs
-
Insecticide  Brassica napus VegOilki Pucerons et acariens
2 | Insectes Insecticide  Acariens Bioline® Insectes, ravageurs
E Insecticide Coccinelle Adaline b Pucerons
¢ | Semio- Lutte par Phéromones naturelles de Ginko® Cydia pomonella
:g chimigues issus  confusion  Cydia pomonella
2 | d'insectes sexuelle
MNématodes Anti limace Nématodes Bioslug® Derocecas reticufatum,

Arion distincms




Chapitre | rappel bibliographique

Les produits considérés comme des biopesticides par les agences de réglementation
européennes et mondiales sont d’origines diverses. IlIs peuvent étre classés en trois grandes
catégories, selon leur nature: les biopesticides microbiens, les biopesticides végétaux et les

biopesticides animaux (Chandler et al., 2011; Leng et al., 2011) (Tableau 1).
I.1.1. Généralités sur les bioinsecticides d'origine microbienne

Les microorganismes entomopathogénes peuvent é&tres des especes de bactéries,
champignons, protozoaires et de virus et rickettsies (Senthil-Nathan, 2015). L’efficacité de I’activité
insecticide d’un nombre important d’entre eux repose sur des substances actives dérivées ces micro-
organismes. Ce sont, ces substances actives qui agissent contre le bioagresseur plutdt que le micro-

organisme lui-méme (Deravel et al., 2014).

I.1.1.1. Principaux microorganismes a activité entomopathogéne

a- Bioinsecticides a base de souches bactériennes

Les especes entomopathogénes appartiennent aux familles des: Bacilliaceae,

Pseudomonaceae et Enterobacteriaceae.

Les insecticides a base de Bacillus thuringiensis sont les plus commercialisés contre les
Iépidopteres, les dipteres et les larves de coléopteres. Bacillus T. est une bactérie Gram+ produit des
protéines cristallines qui sont libérées dans I’environnement apres la lyse des parois bactériennes lors
de la phase de sporulation. Ces protéines sont actives, une fois ingérées par les ravageurs (Rosas-

Garcia, 2009).

En lutte biologique, Bacillus subtilis est utilis€ comme insecticide, bactéricide et biofongiside

dans I’agriculture (Greathead et al., 1994).

b- Bioinsecticides a base de virus et les rickettsiesn

Les virus et les rickettsies entomopathogeénes sont représentés surtout par : Melanoplus et

Riketssiella (Keith et Kevan, 1992).

Les Baculoviridae sont des virus qui infectent les arthropodes insectes ou larves. Aucun virus
similaire n’a, a I’heure actuelle, été répertorié¢ dans I’infection des vertébrés ou des plantes (Chen et

al., 2002).
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Les nucleopolyhedrovirus infectent les larves de 1épidoptéres selon un mode atypique. Les tissus
meurent et se liquéfient. Cette liquéfaction, caractéristique des maladies provoquées par une infection

aux

nucleopolyhedrovirus, libére des millions de formes de virions inclues qui infectent les nouveaux

hotes (Washburn et al., 2003).

¢- Bioinsecticides a base de protozoaires

Les protozoaires entomopathogénes sont représeentés par les familles Amoebidae,
Nosematidae, Neogrageridae et Cugregarinidae. Selon Keith et Kevan, (1992), Nosema locustae

peut infecter les especes de criquet Locusta. migratoria et Schistocerca gregaria.

d- Bioinsecticides a base de souches fongiques

Les champignons entomopathogenes attirent 1'attention de plusieurs chercheurs pour leur
compétence dans l'infection d'une large gamme d’insectes. Comme les ravageurs de 1’agriculture ou

vecteurs de maladies (par exemple, moustiques, punaises embrassates, mouches tsé-ts¢) (Mannino et

al., 2019).

Parmi les microorganismes utilisés en lutte biologique, il existe plus de 700 espéces de
champignons entomopathogeénes. Ils appartiennent au phylums suivants: Chytridiomycota,
Zygomycota, Oomycota, Ascomycota et Deuteromycota (Murillo-Alonso et al., 2019). Cependant,
les genres Metarhizium, Beauveria, Lecanicillium et Isaria sont les plus utilisés et les plus

commercialisés en raison de leur large éventail d’hotes (Murillo-Alonso et a/.,2019).
I.1.1.2. Autres avantages des bioinsecticides d’origine microbienne

Certains insecticides microbiens présentent des bénéfices supplémentaires a leur role de lute

a faible risque sanitaire vis-a-vis des organismes non cibles.

la lutte biologique fongique présente de nombreux avantages, ces agents peuvent survivre et
se reproduire dans l'environnement (Hansen et al, 2010; Luangsa-Ard et al, 2011). Les
champignons du genre Trichoderma ont la particularité de faciliter 1’absorption d’¢léments nutritifs

du sol par les plantes (Harman, 2011).

Dans certains produits commercialisés, les molécules bioactives emploient plusieurs modes
d’action, ce qui les rend particulierement intéressantes pour limiter I’apparition de bio-agresseurs
résistants. Ainsi, les lipopeptides cycliques produits par les bactéries du genre Bacillus peuvent, a la

fois, faciliter la colonisation de I’environnement par le micro-organisme producteur (surfactines et
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iturines), avoir une activité antifongique directe (iturines et fengycines) et induire les mécanismes de

défense des plantes (surfactines, fengycines) (Ongena et al., 2008).

La plupart des bactéries genre Bacillus commercialisées en biopesticides font partie du
groupe des PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) qui favorise la croissance et augmente le

rendement des cultures agricoles (Deravel et al., 2014).

Les souches de Bacillus sont capables de coloniser les racines des plantes et produire des
molécules qui peuvent soit activer les défenses des plantes, soit avoir un effet antibactérien ou

antifongique direct (Pérez-Garcia et al., 2011).
I.1.1.3. Les inconvénients des biopesticides

Certains des avantages ¢cologiques des biopesticides, leur faible rémanence dans le sol ou le
fait qu'un produit soit actif contre un faible spectre d’especes nuisibles, peuvent étre considérés
comme des inconvénients. En effet, ces deux avantages combinés a leur activité dépendante des
conditions environnementales et climatiques rendent les biopesticides moins efficaces et leurs action

est plus lente que leurs homologues chimiques (Popp et al., 2013).

Malgré ces désavantages, les biopesticides sont 1’objet d’un intérét croissant de la part des
exploitants, notamment dans le cadre de la lutte intégrée. Cette derniére est une stratégie de gestion a
long terme des bio-agresseurs qui minimise les risques pour les populations, I’écosystéme et

I’environnement. (Deravel et al., 2014).
I.1.2. Généralités sur Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae est un champignon entomopathogene largement utilisé comme agent
de lutte biologique dans le monde entier pour réguler les populations d'insectes affectant les zones

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

Cette espece comprend un grand nombre de souches différentes et d’isolats de diverses
origines géographiques et de différents types d’hotes. Le genre Metarhizium comprend les
saprophytes du sol appartenant aux Hyphomycétes. Ce genre est parmi les moisissures les plus
communément isolées a partir de sols cultivés ou naturels, ils se retrouvent dans régions tropicales et

tempérées (Nourrisson et al., 2017).
1.1.2.1. Classification

Metarhizium est un genre de champignons entomopathogenes qui a été initialement classé en

trois especes et variétés. Plus récemment, le séquencage de I'ADN a amélioré la résolution
6
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phylogénétique de Metarhizium qui comprend désormais 30 especes (Brunner-Mendoza et al., 2019).

D’aprées Bidochka et al., (2015), la classification de M. anisopliae var. acridum est la suivante :

Régne : Fungi

Embranchement : Dikarya
Sous-embranchement : Ascomycota
Classe : Pezizomycotina

Ordre : Hypocreales

Famille : Clavicipitaceae

Genre: Metarhizium

Espece : Metarhizium anisopliae

1.1.2.2 .Mode d’infection a Metarhizium acridum de I’insecte hote

Le mode d'infection des champignons entomopathogenes se divise en quatre étapes distinctes
qui sont I'adhésion, la germination, la pénétration et la dissémination (Bissaad et al., 2012 ; Brunner-

Mendoza et al., 2019) (Figure 1).

a- Les processus tégumentaires

Les spores de M. anisopliae var. acridum se fixe sur la cuticule de I’insecte principalement par
les protéines andésines. Les spores germent et émettent un tube germinatif qui s'allonger et forme un
hyphe. Les hyphes sortant pénétrent dans la cuticule a ’aide des enzymes (protéases et chitineuses)

(Bissaad et al., 2012 ; Brunner-Mendoza et al., 2019).

Des altérations histopathologiques du tégument du criquet marocain sont apparues des le 3e jour
apres traitement avec Metarhizium acridum, une disparition complete de 1’épicuticule et une nette
diminution dans I’épaisseur de I’exocuticule et de I’endocuticule. L’unité infectieuse du champignon

entomopathogene, la spore, a été repérée dans les parties de la cuticule digérée (Arkam et al., 2017-

a).

b- Les processus intrahémocoeliens

Le champignon parvient a surmonter les mécanismes immunitaires de défense de I'insecte hote
et envahit I’hémolymphe, suivis par la multiplication dans I'hémoccele et exerce un effet cyto-

pathologique sur les hémocytes (Arkam et al., 2017-b et Kilic et al., 2019)

c- Les processus intratissulaires
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La colonisation de I'hdte peut étre facilitée d’une part avec une rapide reproduction et
formation de mycélium par le champignon qui se développe dans tous le corps. Et d’autre part ,suite
a une forte production des métabolites secondaires ou des toxines tels que les destruxines

(Zimmermann ,2007 ; Benserradj 2014 ; Brunner-Mendoza et al., 2019).

Metarhizium cause la destruction des tissus et attaque le tube digestif. Le mésentéron et les
caeca gastriques sont les plus endommagés par I’altération de I’architecture épithéliale et la présence
des signes typiques de nécrose et d’ulcération des muqueuses. Metarhizium exerce une cytotoxicité
intestinale progressive a 1’origine de la réduction de la voracité et de I’activité et la paralysé¢ avant la

mort des criquets quelques jours apres infection (Arkam et al., 2019).

spores du champignon |

sporulation D
4 Uextérieur (:__) :
- adhésion des spore
P ~ il Q\.ur la cuticule
- ’ (€ ) \ de linsecte

!

.-”'/ff = \-Q-:, f%" germination
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' formation

hrulif&:rﬂﬁ;ﬂ \' e d'appresoria

du mycélium e
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dans l'insecte | 5 .
N _'/

pénétration du mycélium dans la cuticule
puis dans l'haemolymphe de linsecte

Figure 1 : Cycle biologique d’un champignon entomopathogéne (Suty, 2010).

a- La propagation de I’infection fongique

Si les conditions de I’environnement sont favorables, du mycélium commence a sortir des
articulations. Au bout d’un certain temps, le champignon fructifie et le cadavre devient vert, un
phénomene appelé “ la muscardine verte” (Figure 2). Les spores se disséminent peu a peu dans le sol

et infectent les nouveaux hdtes causant ainsi une épidémie parmi les larves de criquet (Arkam, 2017-

a).
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Figure 2 : image d’acridiens infectés par Metarhizium anisoplie (fructification du champignon :

la muscardine verte)

a :Adulte de Locusta migratoria (Bissaad, 2012), b: Larve de L.migratoria. (Jiang et al., 2020), ¢ et
d: Larve de D. maroccanus (Arkam, 2019) .

1.1.2.3. Généralités sur le développement du biopesticide Green Muscle ®

Il s’est avéré également que Metarhizium anisopliae var. acridum était presque toujours la
souche la plus virulente pour les sauteriaux et les criquets, (DOUTHWAITE et al., 2001 ;
BIOCONTROLE, 2007). Les propriétés biologiques et physiques de ce champignon ont donc fait de
lui le candidat idéal. C’est ainsi que LUBILOSA « Lutte Biologique contre les Locustes et les
Sautereaux » a développé un bio pesticide sous le nom de «Green Muscle ®» a base de formulation
huileuse de spores de cet entomopathogene (Figure 3). Ce produit est homologué en Afrique du Sud,

dans plusieurs pays ouest africains et au Soudan (LOMER et al., 1999 ; BIOCONTROLE, 2007).
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C

Figure 3 : Conidies de M. anisopliae var. acridum, I’isolat IMI 330139 (Green Muscle®)
(Arkam, 2019). a : en suspension huileuse, b : Aspect macroscopique du champignon sur le milieu

de culture. ¢ : observation sous microscopie optique, Gr : 1000

1.2 MODULATION DE LA REPONSE IMMUNITAIRE CHEZ LES MAMMIFERES VIS-
A-VIS DES AGENTS FONGIQUES DE BIOCONTROLE

I.2.1. Revue de la littérature sur les cas d’infections a Metarhizium spp.

Une série d'études (Goettel et al., 1997; Barbieri et al., 2005; Instanes et al., 2006, Ward et
al., 2011) a démontré que l'extrait allergénique brut de M. anisopliae contient des composants qui
induisent chez les animaux de laboratoires, des réponses immunologiques, inflammatoires et histo-

pathologiques caractéristiques de l'allergie.

10
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D’aprées Goettel et Jaronski (1997), la société Mycotech a observé une toxicité extréme chez
la  souris aprés une provocation pulmonaire (intranasale) par un isolat de M.
anisopliae var. anisopliae. Un autre cas a impliqué un chat atteint de rhinite envahissante due aux M.

anisopliae de (Muir et al., 1998).

En raison de l'application généralisée de M. anisopliae au Brésil pour le contrdle biologique
des ravageurs de canne a sucre, plusieurs personnes ont développé des symptomes asthmatiques,
d’ou la possibilité pour ce champignon d’étre I’agent étiologique de l'asthme bronchique (Barbieri et
al., 2005). Des cas d’infections humaines a Metarhizium spp. sont rapportés. Une kératite est signalé
chez un homme immunocompétent (Cepero de Garcia et a/ 1997), et deux cas de sinusite (Revankar
et al, 1999). Quatre cas d'infections oculaires & M. anisopliae ont été rapportés par Eguchi et al
(2015) chez des humains sains ou qui présentent d’autres pathologies. Des Iésions de la peau causées
par M. anisopliae sont décrites chez un patient adulte atteint par la leucémie aigu€ myéloide (Osorio
et al., 2007). Un cas de mycose invasive et disséminée caus€ par Metarhizium anisopliae chez un

enfant immunodéprimée (Burgner et al., 1998).

Nourrisson et al. (2017) a signalé huit nouveaux cas d’infection dus au Metarhizium chez
I’homme. Les souches isolées de ces huit cas et trois d’autres cas, qui avaient déja été publiés et
déclarés, ont I’identification moléculaire comme M. robertsii (six), M. guizhouense (trois), M.
brunneum (un) et M. pingshaense (un). Dans aucun de ces cas, la mycose n’a été associée a

[’utilisation de Metarhizium comme bioinsecticide.

1.2.2. La réponse des mammiféres a des infections induites par des mycopesticides

Des modeles expérimentaux avec des rongeurs sont utilisés pour mesurer les effets potentiels
tels que l'allergénicité, la toxicité, l'infectiosité et la pathogénicité, afin d'évaluer la sécurité¢ des

biofongicides (EPA, 1996 ).

L'exposition accrue aux spores et aux mycotoxines des espeéces Cladosporium affecte les
cellules alvéolaires de type II, les macrophages et la production et la composition des surfactants
pulmonaires (Kuhn et Ghannoum, 2003). L'exposition de cellules humaines aux extraits de
Cladosporium in vitro induit la migration des cytokines des cellules T helper Thl et Th2 et des

¢osinophiles (Shin et al., 2004).

11
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Quelques études ont démontré que les agents fongiques de lutte biologique peuvent altérer

I'homéostasie du systéme immunitaire par modulation négative:

D’aprés une  étude est réalisée par Alves-Filho et al., (2011) pour voire la modulation
immunitaire, des souris exposées a des spores intranasales du champignon Trichoderma
stromaticum utilisées dans des dosages ex vivo pour les mesures de cytokines, ont révélé une
diminution des taux d'TL-10 et d'IFN-y dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire et les cultures de

splénocytes

Les phagocytes obtenus a partir de souris traitées au thioglycolate, exposées a des spores de 7.
stromaticum in vitro ont montré une production régulée a la baisse d'oxyde nitrique (NO) par l'oxyde
nitrique synthase inductible (iNOS) et les especes réactives de 1'oxygeéne (ROS) par les neutrophiles.
En outre, les deux types de cellules présentent une expression diminuée du gene Clec7a qui code le

récepteur Dectin-1, TollLikeReceptor 2 ( 71r2 ) et Toll Like Receptor 4 (71r4 ).

Ces expériences in vitro et in  vivo menés avec 1. stromaticum ont suggéré une ¢ventuelle

modulation négative principalement des composants cellulaires du systéme immunitaire inné

I.3. GENERALITES SUR CERTAINS TISSUS LYMPHOIDES SECONDAIRES CHEZ
LES MAMMIFERES

L.3.1. Les tissus lymphoides associés a ’intestin

Parmi les tissus lymphoides associés aux muqueuses (MALT), les tissus lymphoides
associés a I’intestin comprennent, outre les amygdales, les tissus adénoides et I’appendice, des
structures spécialisées appelées les plaques de Peyer (Figure 4) située dans la partie terminale

de I'intestin gréle (I’iléon).

Les plaques de Payer ont une grande importance. Elles contiennent des cellules
épithéliales spécialisées dans la capture des antigenes du systéme digestif. L’antigene
péneétre a travers un épithélium spécialisé formé de cellule M. La masse du tissu lymphoide
est formée de cellule B organisées en follicules formant un dome sous la couche des cellules

M et entouré par une couronne de cellules T. Le follicule de cellules B est tres active et
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comporte un centre germinatif (Petr et al., 2008).
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Figure 4 : Schéma de la structure de plaque de Payer, tissus lymphoide associé a la

mugqueuse de Pintestin gréle (Mowat et al., 2003).

1.4.1. Structure et fonctions de la rate

La rate (Figure 5) est ’organe lymphoide secondaire le plus volumineux de I’organisme. Elle
est située dans la partie supérieure gauche de ’abdomen (Stevens et Lowe, 1997). L’artére splénique

et drainée par la veine splénique dans le systéme porte hépatique (Wheater et al., 2004).

La rate posséde deux constituants principaux dont les fonctions sont déférentes: la pulpe

rouge et la pulpe blanche et une zone marginale intermédiaire (Kierszenbaum, 2006).

<> La pulpe blanche : correspond au tissu lymphoide. Elle est située pour I’essentiel
autour d’une artériole centrale, constitués d'une trame de fibres réticulaires anastomosées et comporte
une zone T et une zone B.
- La gaine ou manchon lymphoide périartériolaire riche en lymphocyte T.
- Le corpuscule de Malpighi correspond & un amas de lymphocytes, essentiellement de LB,
organisées en structures nodulaires constituants soit en follicules primaires non stimulés soit en

follicules secondaires stimulés. Ces derniers présentent un centre germinatif contenant

13
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essentiellement des lymphocytes B et T activateurs et des cellules réticulaires dendritiques pour
la capture et rétention des antigenes et complexes immuns (Kouassi, 2003).
<> La pulpe rouge : formé d’un réseau de fibres de réticuline et d'un réseau
anastomotique de sinus veineux séparés par des cordons de Billroth. Ces derniers incluant de tres
nombreux macrophages, lymphocytes, des plasmocytes, des granulocytes, et des hématies.
<> La zone marginale: en périphérie de la pulpe blanche, mal individualisée
morphologiquement, le réseau fibrillaire réticulé se renforce, contenant un grand nombre
d'histiocytes et de macrophage, comportant un stroma de type hématopoiétiques et une

vascularisation complexe (Dadoune, 1998) .

- Fonction de la rate

Pendant la vie feetale, la rate forme le site de I’hématopoiese qui disparait vers le septiéme mois

de la gestation.

A I’age adulte, la rate est un filtre placé en dérivation sur la circulation. La pulpe blanche assure
I’épuration antigénique du sang et la production des réponses immunologiques spécifiques. La pulpe
rouge assure le stockage des globules rouges et des plaquette et ¢limine de la circulation des cellules
sanguines agées ou anormales (destruction par les macrophages spléniques) en particulier les
hématies. Le fer et d’autres substances utiles pour I’hématopoiese sont récupérés. La zone marginale

est le lieu principale de capture des antigénes par les macrophages (Dadoune, 1998)
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Figure 5 : systéme de filtration et constituant de de la rate (pulpe blanche, zone marginale

et pulpe rouge). (Osorio S, De et al.,(2007)
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Notre travail est une contribution a I’étude de la biosécurité expérimentale du mycopesticide Green
Muscle® (GM), développé a bases des conidies du champignon entomopathogéne Metarhizium

anisopliae var. acridum.

Les rats Wistar femelles sont traités par voie orale pendant 15 jours, a raison de trois

concentrations, 10 mg de GM /kg de poids corporel /jour, 20 mg /kg /jr et 200 mg/ kg /jr.

Notre étude est basée sur 1’évaluation des effets du biopesticide sur le poids corporel des

animaux. La rate et I’intestin gréle font I’objet d’une étude histopathologique.

L’¢levage et le traitement des rats ont été menées conformément aux normes établies par
I’Organisation de Coopération et de Développement Economiques, Guideline-407, adopté le 3
octobre 2008. Et par la Comité d’Ethique de I’Université de Blidal et a la 1égislation Algérienne de
la protection des animaux d’expérimentation utilisées a des fins scientifiques [loi n°12-235 /2012 ;

Décret exécutif n° 10-90].

e [’expérimentation animale a ¢été réalisée au niveau de la station expérimentale de la Faculté
SNV a I’Université Blida-1 durant la période de septembre - octobre 2018.

e La préparation des doses de traitement et la dissection des animaux sont réalisés au niveau du
laboratoire de recherche, Biotechnologies, Environnement et Santé, Université de Blidal.

e La technique histologique a été réalisée au laboratoire d’histologie au service de Cytologie a
I’Hopital Nafissa Hamoud d’Alger durant le mois de février 2020.

e [’observation microscopique et 1’étude histopathologique des photomicrographies sont réalisé

au laboratoire des projets de fin d’é¢tude de la Faculté SNV a I’'Université Blida-1

II.1.MATERIEL

11.1.1. Matériel animal

Notre étude a été menée sur un échantillon de 20 rats femelles adultes de souche Rattus
norvigicus Wistar, acqui€rent de I’animalerie de I’institut pasteur de Kouba- Alger. Le poids

corporels moyen des animaux est de 162,4 g + 25.
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I1.1.2. Matériel technique

L’ensemble des appareillages, verreries, solutions et des réactifs utilisés pour 1’expérimentation et

I’étude histologique sont présentés dans I’annexe 1.
I1.1.3. Le biopesticide Green muscle

Green muscle® (IMI 330189), biopesticide en forme de poudre séche de spores (conidies), de

couleur verte foncée contenant environ 5x10'° conidies /g (image du biopesticide, voir ’annexe 1).

Le produit est fourni par I'Institut National de Protection des Végétaux (INPV) d’El-Harrach-

Alger. (Fiche technique, voir annexe 1).

Pour évaluer la viabilité des conidies avant 1’expérimentation, nous avons réalis€ un test de
germination décrit par Atheimine et a/. (2014). Le taux de viabilité des conidies est considéré important,
le taux de germination des spores apres mise en culture est obtenu a 90, 18%. (Test de germination,

voir annexe 1).

e Préparation des formulations de traitement avec M. anisopliae

Chez les rats Wistar, la dose Iétale 50 du biopesticide Green muscle® (DL50 GM) est supérieure a 2

g de maticre active en spores /kg de poids corporel (PC) (Zimmerman, 2007).

DL 50 (GM) > 2g de spores d’ou DL50 (GM) > 10! conidies de M. anisopliae /kg de PC de rat
(car 1g 5x10'° conidies /g).

Les trois doses testées D1, D2 et D3 sont les suivantes :

DL 50 (GM) > 2000 mg de spores de spores contenues dans GM d’ou

1/10 DL50> 200 mg de GM /Kg de PC (D1) contenant environ 10'%spores de M. anisopliae
1/100 DL50> 20 mg de GM /Kg de PC (D2) contenant environ 10° spores de M. anisopliae
1/200 DL50>10 mg GM/Kg de PC (D3) contenant environ 5x10® spores de M. anisopliae

Ces doses sont calculées comme suit :

> Calcule de la premiére dose D1

Recherche de la concentration en spores contenue dans 200 mg de GM
1000 mg GM == 5 x 10'? spores 5x10' x200

Di= — = 10"spores
200 mg =3 D, 1000

D1= 200 mg de GM /Kg de PC correspond 2 environ 10'° spores de M. anisoplie /kg /jr
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» Calcule de la deuxiéme dose

Recherche de la concentration en spores contenue dans 20 mg de GM
1000 mg GM = 5 % 10'° spores 5x 10" x20

D= ——— = 10%spores
20 mg  — 1), 1000

D2= 20 mg de GM /Kg de PC correspond a environ 10° spores de M. anisoplie /kg /jr

» Calcule de la troisiéme dose

Recherche de la concentration en spores contenue dans 10 mg de GM
1000 mg GM = 5 % 10'° spores 5x10" x 10
Di= —— = 5x108%spores
10 mg === D3 1000

D3= 10 mg de GM /Kg de PC correspond a environ 5x 10® spores de M. anisoplie /kg /jr

Le biopesticide Green muscle utilisé présente une formulation huileuse« OF » c'est-a-dire que les

conidies de M. anisopliae ne sont pas miscibles dans une formulation aqueuse.

Pour inoculer les rats, nous avons préparé les formulations, a base de spores de Metarhizium
anisopliae, mélangées dans de I’huile de tournesol. Cette huile végétale a été choisie comme solvant

organique naturel.

I1.2. METHODES
I1.2.1. Elevage des animaux

Les régles d’usage en vigueur pour le soin et I'utilisation des rats Wistar ont été suivies

conformément aux dispositions légales concernant 1’expérimentation animale.

Les rats femelles Wistar sont réparties dans des cages de polypropyléne de 30cm /40cm
/15cm. Avant toute expérimentation, les rattes sont soumises a une semaine d’acclimatation dés leurs

arrivées a 1I’animalerie. Tous les animaux vivent dans un environnement controlé (12h de lumiére et
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12h d’obscurité), a température ambiante (24 £1°C). Les cages, comportant une litiere de copeaux

de bois, ont été nettoyées une fois sur trois jours tout au long de I'expérimentation (Figure 6).

Tous les animaux recoivent de 1’eau par des biberons et un régime alimentaire standard
équilibré sous forme de granulés. L’aliment est composé¢ d'un concentré équilibré de glucides,
protéines, lipides, vitamines et minéraux (49,80%, 34,50%, 10% et 5,70% respectivement) provenant

de la société industrielle de concentré a Bouzerea, Alger.

Pour notre expérimentation nous avons formés quatre lots de cinq individus chacun.

- Lot 1 : rats témoin.

- Lot 2: rats traités avec D1 (200 mg GM /Kg /jr contenant environ 10'° spores /kg/jr)
- Lot 3 : rats traités avec D2 (20 mg de GM /kg /jr ou 10° spores/kg /jr)

- Lot 4 : rats traités avec D3 (10 mg de GM /kg/jr ou 5 x108 spores/kg /jr).

Figure 6: Répartition des rats Wistar femelles en lot (Original)

I1.2.2. Expérimentation
11.2.2.1. Réalisation de ’inoculation des rats femelles Wistar

Les manipulations sur les rates ont été effectuées dans le respect de leur bien-€tre, excluant

tout type de stress susceptible d’interférer avec les résultats.

Comme il est difficile de réussir le gavage des rats avec une formulation huileuse, nous avons
choisis d’introduire I’inoculum de traitement dans 1’appats alimentaire de chaque cinq rats encagés

ensemble (Ayant des poids corporels rapprochés).
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Les cages de rats ont été approvisionnées de 1’eau et la nourriture durant les 15 jours
d’expérimentation. Le poids d’aliment consommé quotidiennement par 5 individus est estimé a 250

g de copeaux de bois.

e Pour le les rats du lot témoins : pulvérisation quotidienne de 5 ml d’huile de tournesol sur
250 g de bouchon alimentaire consommé chaque jour par les 5 rats encagés.

e Pour les trois lots traités avec le biopesticide : selon la dose choisie, le poids a prélever de
Green muscle est multiplié par 5, pesé par une balance de précision, puis dilué¢ dans 5 ml
d’huile de tournesol. Apres agitation pendant 5 minutes, pour désagréger les spores,
I’inoculum est pulvérisé sur 250 g de bouchon alimentaire consommés chaque 24 h. chaque

inoculum est préparé juste avant traitement (Figure?7).

Figure 7: Pulvérisation de ’inoculum de traitement avec le Green muscle sur le bouchon

alimentaire consommé par les rats (Originale).

Les doses choisies sont ajustées en fonction de 1’évolution du poids corporels des rats.
Exemple : Rechercher le poids (mg) a prélever de GM pour traiter les rats avec D1:
Si le poids corporel moyen des 5 rats du lot traité avec D1 (200 mg/kg/jr) est 160 g, la dose
administrée sera par conséquent

1000 g de PC s 200 mg de GM

175 x 200
175 g — X3 X3= — = 35mg
1000
5x35=175mg

Le poids correspondant a 200 mg GM /kg PC /jr a administré pour les 5 rats
du lot 2 (175 g de PC moyen) = 175 mg /jr
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11.2.2.2. Le suivis des rats durant la période de I’expérimentation

Durant la période de traitement, une attention particuliére est accordée pour le suivie du
comportement des rats femelles. Et cela pour la recherche de probables signes de toxicité ou

d’allergie suite a ’administration de Green Muscle ® en comparaison avec le lot témoin.

Pour suivre I’évolution du poids corporel, ’ensemble des rats a fait 1’objet de pesées
hebdomadaires juste avant I’opération de traitement journalier (J1 et J7) et le jour du sacrifice (J 15).
Pour chaque lot trait¢ avec GM, la masse vive moyenne de 5 rattes encagées est retenue pour

recalculer la masse de spores qui correspond a la dose choisie/Kg de PC
L’augmentation relative du poids corporels pour chaque animal ont été calculé comme suit :

Augmentation relative du PC = (PC a la fin de I’exp (g) x 100) - 100
PC au début de I’exp (g)

I1.2.2.3. Sacrifice des animaux et prélevement des échantillons

Apres la durée requise pour les traitements réalisés avec le Green muscle (15 jours), les rattes
Wistar sont sacrifiées. Et cela la matinée, entre 8h et 11h afin d’éviter les variations hormonales

pendant la journée.

Chaque rat est pesés puis anesthési¢ par 1’éther éthylique a 1’aide d’un coton 1’égerment imbibé de
cette solution. Aprés décapitation rapide de la téte, le rat est placé sur sa partie ventrale dans la cuve
a dissection. Avec les outils de dissection, la rate et I’intestin gréle sont prélevés, et débarrassés du
tissu adipeux adhéré sur un lit de glace. Ces tissus sont rapidement plongés dans le formol a 10 %

pour la fixation et font I’objet de I’étude histopathologique.
11.2.2.4. Etude histologique

Afin d’obtenir des coupes histologiques colorées et prétes a I’observation microscopique, nous
avons adopté la technique histologique classique présentées selon la technique de Gabe, (1967),

Martoja et Martoja-Pierson, (1968).

La technique histologique passe par plusieurs opérations successives (voir les figures de ’annexe 1)
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e Fixation et rincage des tissus

La fixation a pour but d’immobiliser les cellules tout en conservant leurs morphologies. Le
cerveau et le cervelet, sans étre séparées, ont été plongés dans le formol commercialisé dilué a 10%
pendant 48 heures, puis rincés a 1’eau courante écoulée pendant 24 heures. Les organes ont été mis

dans des cassettes afin de permettre le passage des liquides au cours de la manipulation.

e Déshydratation, éclaircissement et inclusion

Les cassettes ont été ensuite placées dans un automate a [’histologie (un appareil de
circulation) qui sert a assurer la déshydratation, 1’éclaircissement des tissus et I’inclusion a la
paraffine. Chaque cassette passe dans plusieurs bains d’éthanol de concentration croissante (70°, 90°,

et 100°) pendant 1 heure chacun afin d’éliminer I’eau des tissus.
e Inclusion dans la paraffine et confection des blocs

Les cassettes ont été plongées dans deux bains successifs de xyléne pendant 1 heure puis dans un
bain de mélange xyléne-paraffine 50% de chaque et ensuite dans un bain de paraffine pure. Les blocs

de paraffine ont été confectionnées dans des moules en métallique puis réfrigérés

e Confection des coupes

Les coupes ont été effectuées au microtome de type «Leica »a 4 a Sum d’épaisseur

e C(Collage des rubans et séchage

Les rubans sont étalés dans un bain marie (37°C) puis récupérer et coller sur des lames

propres, puis séchés dans une étuve réglée a 25 °C pendant 24 heures.

e Déparaffinage, réhydratation

Cette étape sert a retirer la paraffine du tissu et la remplacer par ’eau pour permettre la
pénétration des colorants (les colorants sont hydrosolubles). Le déparaffinage a été réalis¢ dans un
bain de xyléne pendant 30 minutes et suivi par une réhydratation en immergeant les lames dans des

bains d’alcool de degrés décroissant puis dans I’eau distillée.
e Coloration

Les coupes de la rates ont été ensuite colorées a 1’hématoxyline-¢osine (Voir fiche
technique- annexe 1). Cette coloration topographique permet de visualiser la morphologie des
cellules, le noyau en bleu et cytoplasme en rose violacé afin de déterminer leur répartition,

architecteur et structure.
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Les lames portant les coupes intestinales sont colorée au trichrome de Masson (Voir fiche
technique- annexe 1). C’est une coloration spécifique qui permet de visualiser les fibres de

collagénes colorées en vert.

e Eclaircissement et montage

Aprés la coloration, les lames ont été mises dans un bain de xyléne pour I’éclaircissement. Le
montage a été effectué avec une lamelle fixée par I’Eukitt. Les lames ont été ensuite nettoyées au

xyléne puis séchées

e (Observation microscopique et prise de photomicrographies

Les lames histologiques sont observées au microscope optique aux différents grossissements (%100,
x400 et x1000). La prise des photos a été effectuée a 1’aide d’un I’appareil photos Samsung prime 5

pour I’¢tude histopathologique des photomicrographies.

11.2.2.5. Etude statistique

Les résultats ont été représentés sous forme de moyennes avec leur écart-type (Moyenne =+

SEM).

L’analyse des données a ¢été effectuée par le testzdeStudent, qui est basé sur la comparaison

des moyens inters et intra groupes.

Le test ANOVA unidirectionnel avec le test posthoc de Tukey ont été appliqués pour
comparer les différences entre les groupes expérimentaux. Le logiciel SPSS statistique version 23 a

¢été utilisé pour analyser les données.
Les différences sont considérées comme :

- Significatives : lorsque (P<0,05).
- Hautement significatives : lorsque (P<0,01).

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

23



CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

RESULTATS

Notre étude est une contribution a la recherche de I’effet immunotoxique du mycopesticide Green
Muscle®, chez les rats Wistar femelles traitées pendant 15 jours a raison de trois doses, D1 (200 mg
/kg de PC / jr contenant environ 10'° spores /kg), D2 (20 mg /kg de PC / jr contenant environ 10°
spores / kg/jr) et D3 (10 mg/kg de PC / jr contenant environ 5x 10® spores /kg/ jr). Nous cherchons les
effets possibles de M. anisopliae sur le comportement, la croissance et 1’inflammation au niveau du tissu

splénique et sur I’histologie de I’intestin gréle
mportemen I istar femell

les animaux sont gardés sous surveillance durant la période de I’expérimentation avec les spores du

champignon entomopathogéne, M. anisopliae var acridum (GM™)

Les différents traitements avec le biopesticide n’ont pas entravé la prise de nourriture par les rattes
Wistar. L’administration de notre souche fongique n’a pas changé le comportement habituel des rattes.

Nous avons noté I’absence de symptdmes cliniques de toxicité et d’allergie.
Etude pond¢rale
Les résultats relatif a la croissance des rats femelles témoins et traitées sont illustrés sur la figure 6 (a et

b) et le tableau 2. Les significations statistiques sont présentés est détaillées sur les tableaux I, II, III, V et

VI de ’annexe 2.

Nous avons suivis 1’évolution de la masse corporelle des rats femelles expérimentées pendant les deux
semaines. D’apres les résultats obtenus, tous les animaux ont gagné du poids. La croissance pondérale
entre début et fin de I’expérimentation est jugée statistiquement hautement significative (p <0,01) pour

tous les lots a ’exception du lot traité avec la forte dose, D1 (différence non significative avec p=0.365).

L’analyse de variance (ANOVA) de I’augmentation relative du poids corporels révele des différences
non significatives (p > 0,05) entre les différents lots. De méme, le test de comparaison multiple de Tukey

révele un seul groupe homogene.
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Tabl II: Evolution du  poids corporel (PC) durant I’expérimentation et

augmentation relative de PC chez les rats témoins et traitées par GM.

Lots Poids corporel (2) | Poids corporel (g) | Aug relative
Début exp (J1) Fin exp (J15) du PC (%)

Témoin 159.2 + 7,46 176,2 + 7,56 10,70 = 1,14
D1 162.4 + 25,96 178.4 +£ 26,68 10,00 + 2,04
D2 1644+ 10,50 181.6 £ 10,92 10,48 + 0,63
D3 172.8 £5,93 189.2 +4.96 9.52+1,39

Valeurs en moyenne et écart type. J : jour. Exp : Expérimentation.

D1=200 mg de GM /kg /jr ; D2=20 mg de GM /kg /jr ; D3= 10 mg de GM /kg/jr
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Figure 8 : Evolution de la masse corporelle (a) et augmentation relative de poids

corporels (b) chez les rats témoins et traitées par Green Muscle®
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Et histopathologi

Notre objectif est de rechercher d’éventuelles lésions splénique et intestinale observables en
microscopie photonique et de comparer I’'importance de ces altérations tissulaires entre les lots des rats

traitées avec chacune des trois doses testées.

Structure du parenchyme splénique

» Chez les rats témoins

L’observation microscopique des coupes histologiques de rates provenant des rongeurs

témoins révele une structure normale.

Le parenchyme splénique est formé de petits nodules blanchatres formant la pulpe blanche
qui sont disséminés dans une matrice rougeatre appelée la pulpe rouge (Figure 9-a et b).

- Larate est entourée d'une capsule conjonctive qui envoie de nombreuses travées dans
le parenchyme (Figure 9-b).

- La pulpe blanche est située pour I’essentiel autour d’une artériole centrale, elle est
constituée d'amas de tissu lymphoide (corpuscules de Malpighi) qui correspond a des
agrégats lymphocytaires, organisées en structures nodulaires. La zone marginale est en
périphérie du nodule splénique qui contint le centre germinatif (Figure 9 - c, d et )

- La pulpe rouge est un tissu richement vascularisé. Elle est constituée d'un réseau
anastomos¢ de sinus veineux fenétrés et séparés par les cordons de Bilroth (Figure 9- c,

dete).
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Figure 9 (a. b. c. d et e) : Structure du parenchyme splénique chez les rats témoins
Ca : capsule conjonctive ; PB : pulpe blanche ; PR : pulpe rouge; T : travées conjonctives; NS:

nodules spléniques; VS : vaisseaux sanguins, AC : artériole centrale; A: artere;

CG: centre germinatif; ZM: zone marginale;
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Chez les rats traitées par le biopesticide Green Muscle® a raison de 10 mg /kg / jr contenant

environ 5x10% spores de M. anisopliae /kg /ir (D3)

En comparaison avec le témoin, le parenchyme splénique chez les rats traités avec la faible
dose (D3) présente une structure générale plus au moins conservée avec quelques

désorganisations, de I’architecture tissulaire par endroits, dont le degré vari d’un animal a 1’autre.

Les principales altérations tissulaires sont illustrées comme suit :
* Développement locale de tissus conjonctif fibreux (figure 10- a et b)
* Epaississement de la paroi des artéres (Figure 10- a et e)

* Faible déplétion cellulaire au niveau de la pulpe rouge (Figure 10- a, d et e) et

de la pulpe blanche (Figure 10- b et c).

* Présence de deux arteres centraux dans la pulpe blanche par fusion de deux
nodules spléniques (Figure 10-b) et une légere hyperplasie de la pulpe blanche
(Figure 10- a, b et ¢).

» Dilatation des sinusoides et diapédese de quelques cellules sanguines (Figure

10-e).
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Figure 10 (a, b, ¢, d et ¢): Structure du parenchyme splénique chez les rattes traitées
avec GM a 10 mg/kg/jr ou 5x103 spores /kg /jr (D3). Coloration : HE

Ca : capsule conjonctive ; PB : pulpe blanche ; PR : pulpe rouge; T : travées conjonctives; NS:
nodules spléniques; VS : vaisseaux sanguins, AC : artériole centrale; A: artére; CG: centre
germinatif;, ZM: zone marginale; CS: congestion sanguine, ***: déplétion lymphocytaire; F:
fibrose; double fléche: Epaississement de la paroi des artére; fleche rouge: Diapédese ou
Envahissement par les cellules sanguines. Fléche noir : Hyperplasie de la pulpe blanche;

f.NS: fusion de deux nodules spléniques; C: dilatation des capillaires sinusoides.
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> Chez les rats traitées par le biopesticide Green Muscle® a raison de 20 mg /kg / jr

contenant environ 10° spores de M. anisopliae /kg /ir (D2)

L’étude microscopique du tissu splénique provenant des rattes traitées avec la moyenne dose (D2)
de GM, montre une structure un peu désorganisée par rapport a celle observée chez les individus
témoins et a permet de mettre en évidence des modifications plus ou moins importantes, illustrées
comme suit :

» Dilatation des artéres et artéres centrales avec épaississement de leurs parois
endothéliales (Figure 11 - aetb).

* Une forte déplétion leucocytaire au niveau de la pulpe rouge (Figure 11 - a, b et
¢) pertes de lymphocytes au niveau du centre germinatif (Figure 11 - d et e)

* Présence de fibrose locale (Figure 11- b et c).

* Fusion des deux nodules spléniques et désorganisation de la zone marginale
(Figure 11 -c et d).

* congestion sanguine modérée (Figure 11- e).

» Dilatation des vaisseaux et des sinus veineux accompagnée de 1’infiltration par les

cellules sanguine au niveau de la pulpe blanche (Figure 11- d et e).
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Figure 11 (a. b, c. d. et ): Structure du parenchyme splénique chez les rats femelles traitées
avec GM a 20 mg/kg/jr ou 10° spores /kg /jr (D2). Coloration : HE

Ca : capsule conjonctive ; PB : pulpe blanche ; PR : pulpe rouge; T : travées conjonctives; NS:
nodules spléniques; VS : vaisseaux sanguins, AC : artériole centrale; A: artére; CG: centre
germinatif;, ZM: zone marginale; CS: congestion sanguine, ***: déplétion lymphocytaire; F:
fibrose; double fléche: Epaississement de la paroi des artere; fleche rouge: Diapédése ou
Envahissement par les cellules sanguines. Fléche noire: Hyperplasie de la pulpe blanche;

f.NS: fusion de deux nodules spléniques; C: dilatation des capillaires sinusoides;
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> Chez les rats traitées par le biopesticide Green Muscle® a raison de 200 mg /kg / jr

contenant environ 10'° spores de M. anisopliae /kg /ir (D1)

Les coupes de la rate provenant des individus traitées avec la forte dose du biopesticide GM (D1)

sont étudiées sous microscope photonique.

Les altérations décrites chez les individus traitées par D2 et D3 semblent étre accentuées avec

I’augmentation de concentration en spores de M. anisopliae administrées pendant 15 jours.

Les modifications cyto-architecturales du parenchyme splénique sont les suivantes :

*  Hyperplasie de la pulpe blanche par augmentation du nombre de nodules spléniques

et par fusion de ces derniers (Figure 12- a, b, d et f)
* Présence de fibrose diffuse et de congestion sanguine (Figure 12- a ,b, c et f).

* Dilatation des artéres, vaisseaux et sinusoides avec épaississement des parois

endothéliales et envahissement par les cellules sanguines (Figure 12 - d, e et f).
* Epuisement sévere des lymphocytes du corpuscule de Malpighi (figure 12 e et f).

* Hémorragie bien apparente qui se présente au niveau de la pulpe rouge au tour de

I’artére dilatée (Figure 12 —b et e)

* Dégénérescence du parenchyme marquée par la présence de signe de nécrose au

niveau de la pulpe rouge et des nodules spléniques (Figure 12- f)
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Figure 12 (a. b. c. d. et e): Structure du parenchyme splénique chez les rats femelles traitées

avec 200 mg/kg/jr ou 10'° spores /kg /jr (D1). Coloration : HE

Ca : capsule conjonctive; PB : pulpe blanche; PR : pulpe rouge; T : travées conjonctives; NS :
nodules spléniques; VS : vaisseaux sanguins, AC : artériole centrale; A: artére; CG: centre
germinatif; ZM: zone marginale; CS: congestion sanguine, ***: déplétion lymphocytaire; F:
fibrose; N: nécrose; H: hémorragie; double fléche: Epaississement de la paroi des artere; fleche
rouge: Diapédése ou Envahissement par les cellules sanguines. Fléche noire: Hyperplasie de la

pulpe blanche; £.NS : fusion de deux nodules spléniques; C: dilatation des capillaires sinusoides;
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Structure histologique de I’intestin gréle

» Chez les rats témoins

Les coupes histologiques réalisées au niveau de I’intestin gréle des individus témoins

montrent une structure intacte et présentent a partir de 1’intérieur vers la lumiére digestive (Figure 13-

aetb):

- La séreuse, entoure I’intestin et est riche en vaisseaux lymphatiques.

- La musculeuse est une couche de muscles lisses.

- La sous muqueuse est un tissu conjonctif riche en vaisseaux sanguins.

- La muqueuse constituée par les glandes de Liberkhiin a la base, et par des cryptes en forme

de villosités en contact avec le bol alimentaire.

L’assise épithéliale des villosités intestinales est simple prismatique a plateau strié ; composée
de deux types cellulaires; les entérocytes et les cellules caliciformes sécrétrices de mucus avec la
présence de lymphocytes intra-épithéliale. Le chorion, au centre des villosités, est riche en

fibroblastes et leucocytes (Figure 13- b et ¢).

Les coupes histologiques iléales (partie distale de I’intestin gréle) montre une structure normal
de la plaque de Payer, un tissu lymphoide associé a la muqueuse intestinale (MALT). Nous notons la

présence d’agrégats lymphoides et de cellule M intra- épithéliale (Figure 13- d).
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: Structure ;l-ewlr’in'testin gréle chez les rats femelles Wistar

témoins. Coloration : Trichrome de Masson

Mu : la muqueuse. S.Mu: sous-muqueuse. M: musculeuse. S : la séreuse. Lu : lumiére intestinale. F :
fibroblaste, L : lymphocyte. TC : le tissu conjonctif (chorion). GL : glande de Liberkhiin ;
AE: assise épithéliale, E: entérocytes ; CC: cellule caliciforme, VI: villosités intestinale, L:
lymphocyte intra épithéliale, PS : plateau stri¢ ; N : noyau de I’entérocyte ; AL : agrégats
lymphoides ; CM : Cellules M.
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> Chez les rats traitées par le biopesticide Green Muscle® a raison de 10 mg /kg / jr

contenant environ 5x10% spores de M. anisopliae /kg /ir (D3)

L’histologie de I’intestin gréle, provenant des individus traités avec D3, révéle la
conservation de I’architecture tissulaire pour toutes les coupes observées au microscope optique

(Figure 14 - a, b et c).

- Nous notons la dilatation de vaisseaux sanguins au niveau de la sous muqueuse

(Figure 14 — a).

- Le chorion de la muqueuse intestinale est riche en capillaires dilatés et en

infiltrats leucocytaires (Figure 14 — b).

- Quelques villosités montrent un aspect hypertrophié par envahissement de

lymphocytes et de plasmocytes (Figure 14 — c).
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. N b L)t
Figure 14 (a. b et gr : Structure de P’intestin ;réle chez es rattes traitées avec GM a 10
mg/kg/jr ou 5x108 spores /kg /jr (D3). Coloration : Trichrome de MassonMu : la
muqueuse. S.Mu: sous-muqueuse. M: musculeuse. S : la séreuse. Lu : lumiére intestinale. F :
fibroblaste, L : lymphocyte. TC : le tissu conjonctif (chorion). GL : Glande de
Liberkhiin ; AE: Assise épithéliale, E: Entérocytes ; CC: Cellule caliciforme, V: Villosités
Intestinale, C: dilatation des capillaires, IC: Infiltrat cellulaire, L: Lymphocyte intra

épithéliale, N : noyau de I’entérocyte ; d.Vx: dilatation des vaisseaux,
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Chez les rats traitées par le biopesticide Green Muscle® a raison de 20 mg /kg / ir

contenant environ 10° spores de M. anisopliae /kg /jr (D2)

L’observation microscopique des coupes histologiques intestinales des rats traités avec la

moyenne dose (D2) de GM, montre quelques 1ésions tissulaires locales, marquées principalement par

- L’altération structurale, par endroits, de la sous muqueuse et de la musculeuse associée a la

vasodilatation et diapédese leucocytaire (Figure 15- a et b).

- La déformation de quelques glandes de Liberkhiin. Le tissu conjonctif adjacent montre la

dilatation des capillaires et la circulation des hématies (Figure 15- b).

- L’hypertrophie de quelques villosités par augmentation de la largeur du chorion, riche en

infiltrat cellulaire. L’assise épithéliale présente un aspect altéré (Figure 15- ¢).
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20 mg/kg/jr ou 10° spores /kg /jr (D2). Coloration : Trichrome de MassonMu : la
muqueuse. S.Mu: sous-muqueuse. M: musculeuse. S : la séreuse. Lu : lumiére intestinale.
F : fibroblaste, L : lymphocyte. TC : le tissu conjonctif (chorion). GL : Glande de
Liberkhiin ; AE: Assise épithéliale, E: Entérocytes ; CC: Cellule caliciforme, V: Villosités
Intestinale, C: dilatation des capillaires, IC: Infiltrat cellulaire, CS: Congestion sanguine,
FI : Foyer inflammatoire, L: Lymphocyte intra épithéliale, PS : plateau stri¢ ; d.Vx:

dilatation des vaisseaux, Np : noyaux pycnotique des entérocytes. D : dégénérescence.
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Chez les rats traitées par le biopesticide Green Muscle® a raison de 200 mg /kg / jr

contenant environ 10'° spores de M. anisopliae /kg /ir (D1)

L’examen des coupes de I’intestin gréle des rats traités avec la forte concentration de GM (D3)
révele des altérations plus importantes par rapport a celles notées chez les individus inoculés avec la

faible (D1) et la moyenne dose (D2).

- Au niveau de la musculeuse, la structure des muscles lisses est plus au moins altérée

(Figure 16-a).

- Au niveau de la sous muqueuse, nous notons la dilatation des vaisseaux sanguins
associée a des infiltrats leucocytaires envahissant la muqueuse en surface avec altération

des glandes de Liberkhiin (Figure 16-a).

- Au niveau de la muqueuse, nous observons, par endroit, la présence de foyers
inflammatoires témoignée par I’hypertrophie de quelques villosités intestinales avec
I1ésions des cellules épithéliales a noyaux picnotiques et présence d’amas lymphocytaires

dans le chorion (Figure 16- b et ¢).

- Les coupes histologiques iléales révelent 1’abondance des agrégats lymphoides au niveau
des plaques de Payer ce qui cause une prolongation dans la largeur de ce tissu lymphoide
intramuqueux. L hyperplasie de ce dernier est a I’origine de 1’effacement, par endroits, du relief

villositaire et les structures glandulaires (Figure 16- d).

Figure 16 (a, b, ¢ et d) : Structure de ’intestin gréle chez les rattes traitées avec GM
2 200 mg/kg/jr ou 10'spores /kg /jr (D1). Coloration : Trichrome de Masson

Mu : la muqueuse. S.Mu: sous-muqueuse. M: musculeuse. S : la séreuse. Lu : lumiére intestinale. F
: fibroblaste, L : lymphocyte. TC : le tissu conjonctif (chorion). GL : Glande de Liberkhiin
; AE: Assise épithéliale, E: Entérocytes ; CC: Cellule caliciforme, V: Villosités Intestinale, C:
dilatation des capillaires, IC: Infiltrat cellulaire, CS: Congestion sanguine, FI : Foyer

inflammatoire, L: Lymphocyte intra épithéliale,
PS: plateau strié; d.Vx: dilatation des vaisseaux, Np: noyaux pycnotique des

entérocytes. D : dégénérescence ; VI : villosité intestinale ; AL : agrégats lymphocytaires de la

plaque de Payer ; CM : cellule M.
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Figure 16 (a, b, ¢ et d) : Structure de I’intestin gréle chez les rattes traitées avec GM a
200 mg/kg/jr ou 10'%spores /kg /jr (D1). Coloration : Trichrome de Masson

Mu : la muqueuse. S.Mu: sous-muqueuse. M: musculeuse. S : la séreuse. Lu : lumiére intestinale. F : fibroblaste,
L : lymphocyte. TC : le tissu conjonctif (chorion). GL : Glande de Liberkhiin ; AE: Assise épithéliale, E:
Entérocytes ; CC: Cellule caliciforme, V: Villosités Intestinale, C: dilatation des capillaires, IC: Infiltrat cellulaire,
CS: Congestion sanguine, FI: Foyer inflammatoire, L: Lymphocyte intra épithéliale,PS : plateau strié ;
d.Vx: dilatation des vaisseaux, Np: noyaux pycnotique des entérocytes. D : dégénérescence ; VI :

villosité intestinale ; AL : agrégats lymphocytaires de la plaque de Payer ; CM : cellule M.
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Chapitre III Résultats et discussion

Sous nos conditions expérimentales de toxicité subaigue, les rats femelles traitées avec le
biopesticide GM, sont exposées aux M. anisopliae par deux voies en méme temps, 1’ingestion répétée
et I’inhalation étendue des conidies du champignon entomopathogéne a raison de trois concentrations
D1 (10 mg /kg /jr ou 5x108 spores /kg) ; D2 (20 mg /kg /jr ou 10? spores /kg) et D3 (200 mg /Kg /jr
ou 10'% spores /kg).

Aucune anomalie clinique ou changement de comportement n’ont était remarqués, durant les
15 jours de traitement. Au cours de I’expérimentation, tous les animaux ont gagné du poids ce qui
refléte la croissance et une surcharge calorique qui reste moins importante chez les rattes traitées
avec la forte dose (D3). Cependant notre souche fongique n’a pas d’effet significatif sur la croissance
pondérale relative des rats traités par rapport aux rats témoins. Les mémes remarques sont notées par
Arkam, (2019) suite aux traitements des rattes Wistar avec les mémes doses de GM sous des

conditions de toxicité subchronique (30 jours).

Des résultats similaires sont rapportés par plusieurs auteurs qui ont étudié D’activité
toxique de différents champignons entomopathogenes vis-a-vis des cobayes. Nous citons les travaux
de Toriello et al. (2006), suite a ’administration orale unique de M. anisopliae var. anisopliae chez
des souris CD-1 males et femelles traitées par 10® spores /ml de souche virulente (EH-479/2)
pendant 21 jours. Les mémes résultats sont signalés par Hadj Rabia, (2014), lors de 1’étude de la
toxicité orale aigue de deux champignons entomopathogénes, Beauveria bassiana et M. anisopliae
var. acridum chez les rats Wistar. Dans un autre test, ’administration orale et parentérale de
suspensions de spores de M. anisopliae a des rats Albinos pendant 21 jours ne révele aucune
anomalie de comportement ou de déséquilibres des paramétres sanguins testés (Jevanand et Kannan

,1995).

Nos résultats relatifs a 1’étude histo-phatologique du parenchyme splénique révelent des
lésions au niveau de la pulpe blanche (fusion et hyperplasie des nodules spléniques, épuisement
lymphocytaire..) et de la pulpe rouge (vasodilatation, déplétion leucocytaire ...). Ces altérations
semblent étre accentuées avec ’augmentation de la dose administrée (fibrose diffuse, hémorragie,
atrophie et nécrose de quelques nodules). Les dommages tissulaires sont en faveur de la réaction
immunitaire spécifique vis-a-vis de notre souche fongique au niveau de cet organe lymphoide
périphérique et suggere une splénotoxicité. D’apres Garg et al. (2004), les effets toxiques des
xénobiotiques sur la rate peuvent se manifester sous plusieurs formes : diminution du poids de la rate
et de l’activit¢ des macrophages résidants, réduction de la taille des follicules spléniques avec

épuisement lymphocytaire et la présence des foyers hémorragiques.

L’étude des coupes intestinales provenant des rattes traitées avec GM montre quelques

altérations (vasodilatation, infiltration cellulairdZu niveau du chorion hypertrophié, et altération de
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I’assise épithéliale). Ces lésions suggérent I’inflammation intestinale suite au passage important des
spores de M. anisopliae envahissant la muqueuse et sont des signes de toxicité intestinale. Au niveau
de I’iléon des rats administrés de 10'° spores/kg/jr pendant 15 jours, ’hypertrophie des plaques de
Payer par hyperplasie des agrégats lymphoides intramuqueux reflétent la réaction immunitaire

spécifique et I’activation des lymphocytes B en réponse a I’infection fongique.

En effet, les mécanismes de I’'immunité¢ innée sont les premiers a étre mis en jeu. Cette
immunité est assurée par la peau et les muqueuses constituants une barriere physique et chimique qui
empéche les micro-organismes d’accéder au tissus. Quand cette barriere est rompue, les germes
pénetrent dans les tissus et les organes et déclenchent I’infection qui se traduit alors par des I€sions et
des inflammations (Benzar, 1999). Apres I’inflammation la réparation passe par la constitution d’un
nouveau tissu conjonctif qui va remplacer les tissus détruits au cours de I'inflammation (Fleisher,

2012).

Nos résultats sont assez comparables avec ceux obtenus par Arkam, (2019) sous des
conditions de toxicité subchronique avec les mémes doses de GM. D’aprés cet auteur, les 1€sions
histologiques observées au niveau des parenchymes rénale, hépatique et pulmonaire, suggérent le
caractére inflammatoire dose-dépendant. Cette étude a enregistrée une augmentation hautement
significative en nombre de globules blancs, de globules rouges et du taux de I’hématocrite et
augmentation tres significative du taux de I’hémoglobine chez les rats traités avec 200 mg/kg/jr
pendant 30 jours. Cependant, les perturbations des parameétres biochimiques rénaux et hépatiques
sont jugées non significatives, cela suggeére que les altérations tissulaires observées sont non
fonctionnelles mais transitoires due a des réponses inflammatoires normales bien attendues apres
I’administration répétée des spores de Metarhizium anisopliae var. acridum. De telles particules
étrangeres sont immunogenes et donc a l'origine des anomalies notées au niveau systémique et

tissulaire chez les rats WISTAR.

Nos observations au microscope optique ne nous offrent aucune preuve histologique de la
germination des spores de Metarhizium au niveau des tissus étudiés. Shadduck et al. (1982) annonce
que les conidies de M. anosipliae sont récupérées de I'estomac, des poumons et de la rate apres 2
semaines d'exposition des souris aux poussiéres de spores, mais pas a la fin de la 3°™ semaine.
D’apres le méme auteur, suite a I’injection intra-péritonéale des spores de M. anosipliae a des rats, le
champignon a été récupéré a partir de granulomes focaux et a partir de rates des rats ; mais les rates

¢taient stériles 21 jours apres 1'exposition.

Toriello et al, (2006) ont testée la pathogénicité intra gastrique aigué chez les souris CD-1
d’une souche de M. anisopliae var. anisopliae (10® conidies/animal). Cette souche a pu pénétrer

l'intestin et se disséminer par diffusion hématogéne dans 1'hdte. D’aprés le méme auteur, des signes
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de germination fongique ont été observés chez une seule souris morte au niveau de deux ganglions
lymphatiques, des poumons et du foie. Cependant, 1’étude histopathologique ne révéle aucune
réaction inflammatoire dans les organes examinés chez les souris traités, le champignon n’a pas pu
germer ni se développer, suggérant le statut non immunogene et non toxique de cette souche

fongique.

Anand et Tiwary, (2010), ont étudi¢ les réponses immunologiques et cytotoxiques de la dose
intratrachéale aigué (10% conidies/50ul) de suspension de conidies brute de M. anisopliae chez des
souris BALB/c, les niveaux significativement ¢€levés de protéines totales plasmatiques, lactate
déshydrogénase et albumine ont indiqué une cytotoxicité. Les données sur les cytokines obtenues par
les méme auteurs suggerent l'activation des voies IL-23 / Th17 conduisant a une réponse de type Thl
non controlée (production élevée de TNF-a, IFN-y et IL-6) en réponse a I’infection fongique.
D’apres le méme auteur, M. anisopliae a la capacité d'augmenter une réponse allergénique chez la
souris (taux sérique ¢levé des IgE et des protéines totales plasmatiques et de la lactate
déshydrogénase (LDH). De pareilles signes d’allergie sont ¢galement détectées au niveau de la peau
et des poumons des souris suite a I’administration d’une dose de 10® spores /ml de M. anisopliae

(Ward et al., 2009).

Plusieurs travaux ont étudié la toxicité aigue des bio-insecticides chez des rongeurs;
D’apres une étude récente de Abbasi Larki et al. (2019), des rats Wistar ont été traités par gavage
unique a une dose sublétale (5000 mg/kg) de suspension de bactérie entomopathogeéne Bacillus
thuringiensis. Les résultats ont démontré certaines complications pathologiques, des anomalies
hématologiques et biochimique y compris la congestion et I'inflammation des organes vitaux des rats
tels que le foie, le coeur, les poumons et les reins. Cependant, les études des aspects histologiques de
I’effet d’une administration unique de B. bassiana (Halouane, 2008 et Hadj rabia-Haddadj, 2014) et
M. anisopliae (Hadj rabia-Haddadj, 2014) n’ont révélé aucune Iésion histologique sur les différents

organes ¢étudiés des rats et des souris.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Green muscle®, biopesticide développé a base de Metarhizium anisopliae var. acridum, occupe

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

Dans nos conditions expérimentales, 1’inhalation étendue et I’ingestion massive répétée des

spores du champignon, pulvérisées sur 1’appat alimentaire des rats durant 15 jours, sont a I’origine

des inflammations tissulaires au niveau de la rate et I'intestin gréle. Sans avoir un effet significatif

sur le poids corporel relatif des rats Wistar femelles.

Nos résultats refletent ’influence de la dose sur I'importance des altérations histologiques

observées. A faibles doses, 10 mg/kg/jr et 20 mg/kg/jr, GM s’est montré tres peu agressif.

L'administration de 200 mg/kg/jr ou 10'° spores/kg/jr suggérent une forte activation de la réponse

immunitaire spécifique antifongique en réponse a la mycose induite. Cela est révélé par I’induction

de dommages cyto-architecturales plus importants :

. Au niveau de I’intestin gréle :
Hypertrophie de quelques villosités associée a I’altération de 1’épithélium, vasodilatation et
envahissement cellulaire du chorion.
Hyperplasie des plaques de Payer par accroissement des agrégats lymphoides.

. Au niveau du parenchyme splénique :
Hyperplasie de la pulpe blanche et fusion de quelques nodules spléniques alors que d’autres
montrent un aspect dégénérée avec déplétion lymphocytaires sévere.

Fibrose, épaississement des parois artériels et hémorragie.

Nous suggérons ’absence d’effet toxique remarquable de Green muscle vis-a-vis des

mammiferes une fois appliqué en plein champ a sa dose recommandée. Cependant nous

recommandons en perspectives les notes suivantes :

D'autres études plus approfondies de toxicité expérimentale a long termes (sur le systéme
endocrinien et reproducteur, les parametres de stress oxydant, le profil immunologique...)
sont nécessaires pour caractériser les effets toxicologiques probables chez les mammiferes.
Des preuves soigneuses de biosécurité et de non toxicité apres exposition au Green Muscle ou
aux molécules fongiques (in vivo) restent indispensables pour évaluer les risques d’allergie
ou de mycose chez les étres humains (fabricant du bioinsecticide, agriculteur, habitants au
voisinage de champs agricoles).

L’utilisation du biopesticide en lutte antiacridienne nécessite une certaine précaution (évitez

I’inhalation des poussieres de spores et le contact cutanée ou oculaire...).



Sensibiliser les agriculteurs sur les risques d’une mauvaise utilisation de cet insecticide
biologique qui peut augmenter le risque d'exposition humaine a une échelle significative pour

causer des problémes de santé conséquents.
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Annexe 1

1. Fiche technique de GREEN MUSCLE ®

> Information Générale

e Nom commercial du produit: GREEN MUSCLE

e Catégorie d’usage: Biopesticide (acridicide)

e Domaine d’application : Lutte biologique antiacridienne

e Ravageurs cibles: Les criquets de I'infra-ordre Acrididea (Orthoptera).

e Cultures: Toutes cultures attaquées par les criquets

» Matiére active

e Matiére active : Matériel biologique

e Nom scientifique de I’agent biologique : Metarhizium anisopliae var. acridum souche IMI
330189

e Stade de développement : Conidies (spores).

e Nature de I’organisme : un champignon pathogéne appartenant au groupe des champignons
mitosporiques, qui sont des anamorphes (stades asexués) de champignons dans I’embranchement
Ascomycota. Il est treés spécifique aux criquets. Parce que les criquets ont la capacité¢ de
détoxiquer les toxines des autres champignons entomopathogeénes, M. acridum a développé une
autre stratégie pour tuer son hote et dans le processus a perdu les génes pour la synthétisation de
toxines.

e Contenu en matiére active : +5%*10'" spores séches par g

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

e Impuretés : moins d’1%

e Contenu en eau : moins de 6%

e Taille des particules : moins de 60 um

» Formulation
e Type de formulation: TC
e Liquide de mélange : Gasoil ou une autre huile appropriée, par ex. 70% pétrole lampante plus
30% huile végétale.
e Dose recommandée : 50 g/ha dans 1 L (application aérienne) ou 2 L (application terrestre) de
gasoil.

¢ Doses appliquées : 25 2 100 g/ha : selon la densité de la végétation et la viabilité des spores.
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e Efficacité au champ: Une dose de 50 g/ha dans 1-4 L de gasoil (en fonction de la densité de la
végétation) ou une autre huile appropriée réduit les populations par au moins 80% dans 3

semaines (ou moins dans la présence d’ennemis naturels tels que des oiseaux).

> Propriétés physico-chimiques

e Apparence : Poudre fine de couleur vert marin.

e Odeur : sans odeur particuliére

e Stabilité : Durée de stockage> 5 ans a 4°C.

e Incompatibilités : Incompatible avec la plupart des fongicides

o Compatibilité avec d’autres pesticides : compatible avec certaines pesticides utilisés dans
la lutte antiacridienne, par ex. les pyréthrinoides.

e Stabilité en stockage : Des données expérimentales montrent que des conidies séches (<5%
contenu en eau) peuvent étre stockées jusqu’a 2 ans a +20°C et pendant plus de 3 ans a
<10°C. Des modeles de stockage indiquent qu’une viabilité des conidies de >80% peut étre
maintenue pendant >10 ans, si le matériel technique est stocké dans des sachets
imperméables sous réfrigération (<10° C). Sous des conditions de stockage tropicales, une
durée de vie de >2 ans peut étre attendue a des températures de nuit/jour de 20 - 30°C et

approximativement 6 mois sous un régime de 30 - 40°C.

> Toxicité et pathogénicité

e Toxicité acute orale (rat) : DLso >2 g/kg poids vife

e Toxicité acute dermique (rat) : DLso >2 g/kg poids vif

e Toxicité acute inhalation (rat) : CLso >17,25 mg/kg poids vif

e Toxicité intrapéritonéale (rat) : DLso >100 mg/kg poids vif

e Irritation ceil (lapin) : Oui

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

e Sensibilisation : Tres rare

e Toxicité envers les poissons : CLso de 96 heures >100 mg/L

e Toxicité envers les abeilles : DLso >100 pg/individu (mortalité dans test au laboratoire due a
la pathogénicité, pas la toxicité ; tests dans des ruches n’ont pas montré des signes
d’intoxication ni de pathogénicité)

o Toxicité envers les vers de terre : CLso >1 g/kg de sol sec.

e Toxicité envers les oiseaux : Non toxiques dans des tests d’alimentation contaminée.
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e Phytotoxicité: La maticre active n’est pas phytotoxique. Le mélange dans les épandeurs n’est

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

FAmrvuiae] <7 LIt e inr

.

il
] #
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Figure 17: Le biopesticide Green Muscle (IMI 330139) (a), le manuel d’utilisateur (b) et la fiche
technique (c) (Arkam, 2019).

2. Fiche technique du test de germination des spores de M. anisopliae

Objectif du test:

Avant toutes utilisation du biopesticide Green muscle il est recommandée de réaliser le test de
germination pour vérifier la viabilité des spores (conidies) du champignon entomopathogeéne c’est a

dire le pouvoir germinatif des spores apres mise en culture.

Protocole de la réalisation du test :

- Peser 0,2g des spores en poussicre de Green muscle formulé

- Ajouter 1 ml de Tween 80, mélanger jusqu'a I’obtention d’une pate

- diluer la pate dans 99 ml de pétrole (a).

- Prélever 1 ml de (a) et diluer dans 9 ml de pétrole (b).

- Ensemencer avec trois gouttes de la solution (b) grace a une pipette la boite de pétri renfermant
le milieu de culture PDA sous des conditions stériles.

- Etaler avec un étalleur préalablement stérilisé au bec benzéne.

- Refermer les boites de pétri, les étiqueter et les placer a 28°c pendant 24 heures.

- Couper un morceau d’agar (max. 2x2cm), le placer sur une lame, ajouter une goutte d’huile
d’immersion et poser une lamelle.
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- Observer au microscope, grossissement 100. Compter si possible avec deux compteurs manuels,
I’un pour les spores ayant germé et ’autre pour les spores n’ayant pas germé, jusqu'a 300 spore.
Compter toutes les spores dans un champ de vue avant de faire bouger la lame. Evitez de
compter les spores qui se trouvent en agrégats.

- Répéter I'opération de comptage trois fois et calculer le taux de germination (TG) avec la
formule suivante :

(a+b) 4y

a : nombre de spores ayant germeé

b : nombre de spores n’ayant pas germée

Tableau II: Nombre de spores germés et non germés du test de germination

Champ 1 | Champ 2 | Champ 3 | Champ 4 | Champ 5 | Moyenne
Spores germées 228 230 239 242 240 235,8
Spores non germées 72 70 61 58 60 64,2

Les résultats illustrés dans le tableau ci-dessus montrent que le Green muscle possede une viabilité

de spores de 78,33 % apres 48 heures.

3. Fiche technique des colorations

- Le protocole de coloration a I’hématoxyline-éosine
¢ Un bain d’hématoxyline. 10secondes.

¢ Ringage a I’eau courante. Sminutes.

¢ Un bain d’éosine. 30secondes.

¢ Ringage rapide a I’eau courante.

» Le protocole de coloration a Trichrome de Masson

- Un bain d’hématoxyline ...........c..ooiiiiiiiiiiiiiii 10 sec
- Ringage a I’eau courante.............ooooeiiiiiiiiii i 5 min
- Un bain de Fuchsine Pongeau...................cooiiiiiiii i, 2 min
- Ringage rapide a I’eau courante

- Un bain d’acide phosphomolybdique...................coooiiiin.. 15 min
-Unbainde Vert lumi€re.................cooiii 5 min

- Ringage rapide a I’eau courante.
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Figure 18 : Dissection des rats et prélévement des organes (Originale)
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Annexe 2

Aug relative du

Poids corporel (g) | Poids corporel (g) o
lot rats Début exp (J1) Fin exp (J15) PC (%)
1 160 176 10
2 155 174 12, 25
o 3 150 167 11,33
Teémoin 4 161 176 9,32
5 170 188 10,59
M+ ET 1592 + 7,46 176,2 = 7,56 10,70 + 1,14
D1=200 mg de GM /kg 1 150 162 8
/jr contenant environ 2 189 205 8,46
10'" spores /kg /jr 3 192 210 9,375
(correspond a environ 4 141 157 11,35
1/10 DL50 GM) 5 140 158 12,86
M £ET 162,4 + 25,96 178.4 + 26,68 10,00 £ 2,04
D2=20 mg de GM /kg/jr 1 167 183 9,58
contenant environ 2 152 169 11,18
10° spores /kg/jr 3 172 190 10,46
(correspond a environ : 4 155 172 10,97
1/100 DL50 GM) 5 176 194 10,23
M+ ET 164,4 + 10,50 181,6 = 10,92 10,48 + 0,63
1 173 190 9,83
D3= 10 mg de GM /kg/jr 2 174 189 8,62
contenant environ 3 163 182 11,66
5x10° spores /kg/jr 4 179 196 9,50
(correspond a environ : 5 175 189 3
1/200 DL50 GM
) M = ET 172,8 £5,93 189,2 £4,96 9,52+ 1,39

Tableau III : Evolution du poids corporels (PC) et augmentation relative du PC chez les rats

Wistar témoins et traités avec le biopesticide Green muscle (GM) pendant 15 jours par voie

oral

-PC : poids corporel de rats Wistar en g; Jr :jour ; Sp : spores de M. anisopliae ;

-GM : le biopesticide Green Muscle® ; DL50 : dose 1étale 50
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Tableau IV : Définition des groupes homogeénes du parameétre Augmentation relative du poids

corporels chez les rats témoins et traités avec le Green muscle (d’apres le test de Tukey). : Analyse

de variance (ANOVA) relative a ’augmentation du poids corporel entre début et fin de
I’expérimentation pour chaque lot de rats

Le
La somme carré
des carrés df |moyen F Signification
D1=200mg Entre les groupes 640,000 1| 640,00 ,923 ,365
GM /Kg /jr = Dans les groupes 5546,400 8] 693,30
Total 6186,400] 9 Différence non
significative
Témoin Entre les groupes 722,500 1[722,501 12,799 ,007
Dans les groupes 451,600 856,450
Total 1174.100 9 D.iff?'renc.e Hautement
’ significative
D2= 20 mg Entre les groupes 739,600 1]739,60 6,443 ,035
GM /Kg /jr  Dans les groupes 918,400 81 114,80
Total 1658,000 9 Différence significative
D3=10mg Entre les groupes 672,400 1]672,40| 22,451 ,001
GM/Kg/jr  Dans les groupes 239,600 8]29,950
Total 912,000 9 D.iff?’renc.e hautement
significative
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Tableau V : Analyse de la variance de I’augmentation relative des poids corporels chez les rats

témoins et traités avec le green muscle

La somme Le carré
des carrés | df moyen F Signification
Augmentatlon relative Entre les 4,116 3 1.372] 700 566
du poids corporels groupes
Dans les
groupes 31,376 16 1,961
Total
35,492 19 Non significative

Tableau VI :Test de comparaison multiple du parametre augmentation relative des poids corporels

chez les rats témoins et traités avec le Green Muscle(d’apres le test de Tukey).

Tukey HSD

Variable dépendante

Augmentation
relative du poids
corporels

95% Intervalle de
Différen confiance

ce Limite

(I) lots de  (J) lots de | moyenne| Std. Limite |supérieu
rats rats e (I-J) | erreur | Sig. | inférieure re

Temoin gf/? e 69000| ,88566| ,863| -1,8439| 3,2239
20meg GM | 21400| ,88566| ,995| -2,3199| 2,7479
10mg GM | 1,17600| ,88566| ,560| -1,3579| 3,7099
200mg  Témoin -,69000| ,88566| ,863| -3,2239| 1,8439
GM 20mg GM | -,47600| ,88566| ,949| -3,0099| 2,0579
10mg GM | ,48600| ,88566| ,946| -2,0479| 3,0199
20mg  Témoin -21400| ,88566| ,995| -2,7479| 2,3199
oM é?\(/)[ me 47600 ,88566| ,949| -2,0579| 3,0099
10mg GM | ,96200| ,88566| ,703| -1,5719| 3,4959
10mg  Témoin | -1,17600| ,88566| ,560| -3,7099| 1,3579
oM é?\(/)[ e -,48600| ,88566| ,946| -3,0199| 2,0479
20mg GM | -96200| ,88566| ,703| -3,4959| 1,5719

*. La différencemoyenneestsignificative au niveau de 0,05.
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Tableau V : Définition des groupes homogenes du paramétre Augmentation relative du poids

corporels chez les rats témoins et traités avec le Green muscle (d’apreés le test de Tukey).

Sous-ensemble pour 'alpha =
0.05

lots de rats N 1
10 mg GM 5 9,5220
200 mg GM 5 10,0080
20 mg GM 5 10,4840
Témoin 5 10,6980
Signification ,560

Les moyens des groupesdans des sous-ensembles homogeénessontaffichés.

a. Utilise la taillemoyenneharmonique de I'échantillon =5, 000.
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