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Chapitre 1 :
Introduction



Pour la plupart, les pesticides sont des produits chimiques utilisés en agriculture pour
détruire les ravageurs, les plantes adventices et les agents phytopathogenes.

Cette utilisation des pesticides a montré ses avantages notamment dans l'augmentation
des rendements de production par I'élimination ou la réduction des prédateurs des cultures.

Toutefois, derriére ces bienfaits, se cachent des effets insidieux dont les méfaits sur
I'environnement, sur la qualité des produits agricoles, et sur la santé des populations.

Sur ce dernier point, I'OMS estime a plus d'un million de personnes victimes
annuellement d'intoxication dont vingt mille en sont mort. L'utilisation des pesticides
nécessite, certaines connaissances pour garantir une production de qualité, compétitive au
niveau des marchés de consommation (Mulkey, 2001). Plusieurs études se sont intéressées
aux effets des pesticides sur la reproduction, en particulier sur la fertilité masculine. Les

pesticides peuvent agir au niveau de la spermatogénese via des altérations des hormones ou
des effets génotoxiques (Toppari et al, 1996). Par exemple une étude a montré une baisse
significative du nombre et de la qualité des spermatozoides chez des ouvriers exposés au
Chlordécone (Taylor et al, 1978).

Ces produits peuvent étre extraits de végétaux ou obtenus par synthese. Dans le présent
rapport, on s'intéresse aux pesticides de synthése qui présentent un risque pour la santé
publique. Selon la (FAO, 1986). Un pesticide est une substance, ou un mélange de
substances, utilisé pour empécher d'agir, détruire ou neutraliser un ravageur, un vecteur de
maladie humaine ou animale, une espece végétale ou animale nocive ou génante au cours de
la production, de la transformation, de I'entreposage, du transport ou de la commercialisation
de denrées alimentaires, de produits agricoles, de bois et de dérivés du bois, ou d'aliments
pour animaux, ou encore susceptible d'étre administré a des animaux pour détruire les
insectes, arachnides ou autres parasites a la surface de leur corps ou a l'intérieur de leur
organisme.

Les effets nocifs des pesticides peuvent également étre dus a des impuretés, par
exemple la dioxine contenue dans certains herbicides a base d'acides phénoxylés. L’éthyléne-
thio-urée contenue dans les fongicides a base d'éthyléne bisdithiocarbamate et I'iso-
malathion présent dans le malathion (Copplestone, 1997).

Les pesticides regroupent notamment : herbicides, Insecticides, parasiticides,
Acaricides, Bactéricides, Molluscicides et Fongicides. On appelle fongicide toute substance
active contre les maladies des plantes provoquées par des champignons. Ce sont des
substances ou préparation de composés organiques (biocides, toxiques) utilisée pour la
prévention ,le control ou 1’élimination des organismes jugés indésirables (champignons ou
bactéries ).

Le monde agricole est de loin le premier utilisateur, puisque 90% de ces substances
sont employées dans ce secteur, en conséquence 1’agriculture doit intensifier sa production
et cela passe par l’utilisation accrue de fongicides et autres substances chimique



L’exposition aux fongicides est un probléme majeur de santé publique long temps
ignoré ,qui concerne 1’ensemble de la population : les professionnels, et notamment les
agriculteurs qui utilisent ces composés a la maison on dans le jardin, ainsi que le
consommateur expos¢ via 1’alimentation.

Un rapport récent de I’EFSA, montre en effet que 49.5% des fruits et Iégumes dans la
communauté européenne contiennent des pesticide (Glotfelty et al, 1987).

Le vacomil est un fongicide composé de (Métalaxyl-M+oxychlorure de cuivre)
possédant d’excellentes propriétés expulsives vis-a-vis des oiseaux et mammiféres. Il a été
démontré que le vacomil est absorbé rapidement au niveau des voies digestives, Il est
seulement irritant pour la peau.

Le Métalaxyl-M : Le meétalaxyl est un fongicide que I'on retrouve dans certains
produits phytopharmaceutiques, plus communément appelés «pesticides». Cette substance
active détruit les champignons parasites des vegétaux et fut longtemps utilisée en agriculture
pour préserver certaines récoltes. Mais elle est aujourd'hui interdite et n‘apparait donc pas a
I'annexe | de la directive 91/414/CEE du Conseil, qui autorise la production, la vente et
I'utilisation de certains produits phytosanitaires pour I'agriculture. Il s'agit d'un produit trés
toxique pour les cellules de I'nomme et de I'animal, indique-t-on a I'Institut national de
recherche et de securité (INRS) (Nicholls, 1973).

Le Métalaxyl peut causer la nausée, des vomissements, des difficultés respiratoires,
une grave irritation des yeux et des dommages au niveau du foie.

Oxychlorure de cuivre : obtenu par traitement du sulfate de cuivre ala soude,
contient 5% de cuivre métal , existe également sous forme de poudre (CCD). Des formes
anciennes , comme acétate de cuivre (obtenu par traitement du sulfate de cuivre a
I’acétate de cuivre ) ne sont pas autorisées par le reéglement européen.

Chez la plupart des espéces d'Oiseaux, l'activité importante du systéme reproducteur
qui caracteérise la période de reproduction, est influencée par des facteurs environnementaux
multiples tels que la longueur du jour, la température, la disponibilité de la nourriture, les
compagnons en état physiologique approprié, et un habitat de multiplication. Parmi ces
facteurs, il a été montré dans beaucoup de cas que la longueur de jour est d'une importance
primordiale. Ainsi, le systeme reproducteur de la plupart, des oiseaux vivant sur un éventail
de latitudes, des régions arctiques aux tropiques, peut vraisemblablement répondre aux
changements de la longueur du jour (Deviche et Small, 2001).

A mesure que la longueur du jour augmente, la stimulation lumineuse de I'nypothalamus a
pour conséquence la secrétion de la Gonadotropin releasing hormone (GnRH). Une fois activé
par la GnRH, le lobe antérieur de I'nypophyse secréte deux hormones gonadotropes, la
folliculo-stimulating hormone (FSH) et la luteinizing hormone (LH). La FSH agit sur les
structures productrices de sperme dans les testicules (tubes séminiféres), alors que la LH agit
sur les cellules interstitielles des testicules (cellules de Leydig), les faisant sécréter la



testostérone, hormone stéroide male (Djenidi, 2009). L'hypophyse régule la quantité de
testostérone dans le sang, créant de ce fait une boucle de rétroaction négative pour maintenir
des niveaux d'hormone a un niveau constant (Akins & Burns 2001).

L'information lumineuse, affectant I'axe hypothalamo-hypophysaire des Oiseaux, est donnée a
cet axe par les récepteurs supra-oculaires et supra-pineaux du cerveau, et qui sont désignés
généralement sous le nom des récepteurs encephaliques profonds. Ces récepteurs sont censes
étre situés dans ou prés du des régions du septum latéral et tubérale de I'hypothalamus.

Chez les especes typiquement photopériodiques, la photoréfraction se développe pendant I'été,
quand la longueur de jour est toujours bien supérieure celle nécessaire pour stimuler le
développement gonadique de printemps. Ainsi, une caractéristique de ces especes est que, des
cycles photo induits de recrudescence gonadique suivis d'une régression, sont asymeétriques.
La régression gonadique photo induite en été est considérée comme étant adaptative pour au
moins deux raisons. D'abord, elle raccourcit la reproduction en prévision d'une détérioration
saisonniére des conditions ambiantes. En second lieu, elle permet I'expression d'autres aspects
du cycle annuel comprenant la mue postnuptiale, I'engraissement, et la migration, qui sont
énergétiquement ou autrement incompatibles avec les activités reproductrices. La
photoréfraction est négociée centralement et n'est pas la conséquence d'une plus grande
rétroaction négative des stéroides gonadiques sur I'axe hypothalamo-pituitaire ou & une
incapacité du lobe antérieur de I'nypophyse a répondre a la GnRH (Nichols et al, 1988).

L'augmentation de la photopériode de printemps stimule la sécrétion de la gonadolibérine
(GnRH) et par conséquent, la maturation des gonades. Toutefois, la reproduction se termine
avant le retour des photopériodes courtes. Ceci est la conséquence d'un effet de second long-
photopériodes I'induction de photoréfractaire. Ce double réle des photopériodes longues sont
nécessaires pour donner I'asymétrie des saisons de reproduction. En régle générale, la
régression des gonades par photoréfractaire est associée a une diminution massive de la
GnRH hypothalamique, essentiellement d'un renversement d'une condition pré-pubére. Bien
que la saison de reproduction est déterminé principalement par le contr6le photopériodique de
neurones a GnRH, prolactine peuvent étre importants pour déterminer le moment exact de la
régression des gonades. En éleveurs tropicales et opportunistes, la rythmicité endogéne
circannuelle peut étre plus importante. Chez ces especes, le systéme reproducteur reste dans
un état de préparation pour une grande partie de I'année, avec des indices nonphotic agissant
comme des signaux a proximité de I'élevage de temps. Rythmicité circannuel peut résulter
d'une séquence temporelle de difféerents états physiologiques plutdt que d'un mécanisme
moléculaire ou cellulaire comme dans la rythmicité circadienne. Au niveau moléculaire, les
horloges circadiennes des Oiseaux semblent fonctionner d'une maniere similaire a celles des
Mammiferes. La mesure du temps photopériodique implique l'interaction entre un rythme
circadien de photo-induction et, contrairement aux Mammifeéres, les photorécepteurs
cérébraux profonds. Leur emplacement exact demeure incertain. Bien que les yeux et la
glande pineale génerent un cycle quotidien de la melatonine, ce signal photopériodique n'est



pas utilisé en temps de reproduction saisonniere. Au lieu de cela, les réponses
photopériodiques semblent impliquer une interaction directe entre les photorécepteurs et les
neurones a GnRH. Les hormones thyroidiennes sont, en quelque sorte nécessaires pour que ce
systeme fonctionne (Boulakoud, 1990).

La photopériode agit sur la reproduction des Oiseaux de fagons différentes mais
complémentaires. La photopériode stimule la fonction de reproduction dés que la plage
horaire claire dépasse le seuil photopériodique de la photosensibilité. Quand la saison de
reproduction approche, les testicules augmentent considérablement de taille. A mesure que la
longueur du jour augmente, la stimulation lumineuse de I'hypothalamus a pour conséquence la
sécretion de la Gonadotropin releasing hormone (GnRH). Une fois activé par la GnRH,
I'adénohypophyse (lobe antérieur de I'nypophyse) sécréte deux hormones gonadotropes, la
folliculo-stimulating hormone (FSH) et la luteinizing hormone (LH). La FSH agit sur les
structures productrices de sperme dans les testicules, les tubes séminiferes, alors que la LH
agit sur les cellules interstitielles de Leydig, les faisant sécréter la testostérone, hormone
stéroide male. L'hypophyse régule la quantité de testostérone dans le sang, créant de ce fait
une boucle de rétroaction négative pour maintenir les niveaux d'hormone (Akins et Burns,
2001).

La méme photopériode longue entraine la régression gonadique. En effet, le passage chez les
Oiseaux de I'état d'insensibilité a la lumiére et d'inactivité sexuelle a celui de photosensibilité
et de maturité sexuelle, est normalement associé au réle que joue I'horloge endogene. Ceci
suppose qu'il existe chez I'animal un cycle circadien de sensibilité a la lumiére. Ainsi, le degré
de la réponse sexuelle est fonction de la durée de coincidence entre la phase claire externe et
la phase de photosensibilité interne. Cette derniere varie selon les espéces et la latitude sous
laquelle elles vivent. La photosensibilité interne est souvent comprise entre 10 et 15 h aprés le
réveil de I'Oiseau des latitudes moyennes. Cette phase de photosensibilité se situe plus t6t
dans la journée pour les Oiseaux tropicaux et généralement plus tard chez les Oiseaux vivant
sous les latitudes élevées, autour de 18 h de lumiére (Sauveur, 1996).

Le vacomil est connu comme un produit non phytotoxique. Par contre aucune
bibliographie n’a confirmé son effet repro-toxique.

Dans ce contexte I’objectif de notre travail est de connaitre les effets toxiques du
vacomil sur les parametres de la fertilité masculine, les paramétres hématologiques et
biochimiques chez trois especes :

1- Le lapin méale Oryctolagus cuniculus,
2- Le rat Wistar,

3- Le pigeon domestique Columba livia.



Chapitre 2 :
Matériels et Méethodes



2.1. Propriétés de fongicide utilisé

Le vacomil plus 50% est un fongicide. Il composé de possédant d’excellentes
propriétés expulsives vis-a-vis des oiseaux et mammifére il a été démontré que le vacomil
plus 50% est absorbé rapidement au niveau des voies digestive, il est seulement irritant pour

la peau.

Le Vacomil est un fongicide de contact ayant une action systémique; il est composé de deux
matieres actives complémentaires, métalaxyl et oxychlorure de cuivre, forme un couche
protectrice sur la surface a la suite de I'oxychlorure de cuivre inhibe la germination spores, et
en collaboration avec le métalaxyl ayant une action systémique et exerce son effet curatif,
controler efficacement la maladie.

Ce fongicide est recommandé pour le contréle de diverses especes de champignons
pathogenes, les moisissures, les autres cultures affectant pomme de terre, I'oignon, le paprika,
etc. (Silvestre, 2014).

2.2. Propriétés physico-chimique :

Les caractéristiques physico-chimiques de la 1% matiére active du vacomil (métalaxyl) sont
(Kidd and James 1991).

o Meétalaxyle-M : la formule chimique est comme suit :

CHo

CHo

CH4 o
N 0O — CHg
o 0O — CHg

[ Tableaux (01) : Caractéristique physico-chimique de métalaxyle-M.

Parameétre Valeur et description

Synonymes : Mefenoxam, Méfénoxam, Metalaxyl-
Type de pesticides : fongicide

Poids moléculaire : 279.3

Famille chimique : Arylamine

Meécanisme d'action

Effet sur la synthése de I'ARN.
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Formule brute : C15H21 N 04
Numéro CAS : 70630-17-0
DL50 e DL50 rat : 953 mg/kg - Sexe : M

e DL50rat: 375 mg/kg - Sexe : F

e Oxylochlorure de cuivre : la formule chimique est présentée comme sulit :

l:;tH
HO=Cu

Cl

iz
?HCI—CU on
HO-Cu  HO-Cu

Tableaux (02) : Caractéristique physico-chimique d’oxyclorure de cuivre.

Parameétre Valeur et description

Synonymes : Copper chloride hydroxyde, Copper chloride oxyde hydrate, Copper
oxychloride

Type de pesticides : fongicide, bactéricide

Famille chimique :

Minéral

Meécanisme d'action :

Activité s'exercant a plusieurs sites.

Poids moléculaire :

213.6

Structure chimique

3CU(OH),CUCI,

Numéro CAS :

1332-40-7

DL50

e lapin: >2000 mg/kg
e rat:>2000 mg/kg
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2.3. Mode de traitement des lapins

Le travail est réalisé sur le lapin adulte domestique Oryctolagus cuniculus (agé de 6
mois) provenant de la
Algérien). L’¢levage a
I’animalerie du
Animale de la Faculté
dans des conditions

région d’Annaba (Est
été réalisé dans
département de Biologie
des Sciences d’ Annaba
naturelle.

Figure 1 : Le lapin domestique Oryctolagus cuniculus.

Au début de I’expérimentation, les animaux ont été répartis en trois groupes de 5 lapins chacun.
Les lapins recevaient tous le méme aliment complet, sous forme de mélange de Mais, orge
provenant du Complexe Agro-alimentaire de Constantine, 1’eau de robinet est distribuée aux
animaux a volonté (figure 4).

L’expérimentation consiste a administrer aux lapins deux doses du vacomil et un lot
témoin : regoit I’aliment et 1’eau,
. lot traité avec le vacomil a raison de 27.5 mg/kg/J,
. lot traité avec le vacomil a raison de 55 mg/kg/J,
Le vacomil est administré quotidiennement par gavage aux lapins, (1ml/jour) pendant 03
semaines.

2.3.1. Prélévements :

Apreés sacrifice des lapins par décapitation, le sang est recueilli dans des tubes a EDTA
pour la réalisation de la formule de numération sanguine (FNS) a 1’aide d’un automate
hématologique ABACUS 4, et dans des tubes secs pour la réalisation du paramétre biochimique



a I’aide d’un automate PICTUS 200. Le sang est subit d’une centrifugation de 300 tours/
minute, pendant 10 minutes. Apres dissection, les organes (foie et testicules) sont préleves et
pesés a I’aide d’une balance de précision KERN.

" S

=

¥ Pbid‘s d’organes:

/=

¥ FNS‘ et paramétre -
n - G biochimique

ARy testicule foie
ph O :

A

Figure (02: Schéma du protocole expérimental des lapins.



2.4. Mode de traitement des rats

Les rats males de la souche wistar ont été obtenus de I’institut Pasteur d’Alger.
L'expérimentation consiste a administrer aux rats une seul dose de fongicide vacomil (DL 50
par voie orale (550 mg/kg); de ce fait nous avons répartis les 12 rats en deux lots a raison de 6
rats par cage (n=6) ; il s'agit du:

e Lot témoin non traité.
e Lot traité par le vacomil 7,55 mg/kgl/j.

Le fongicide est administré par gavage aux rats une fois par jour (7.55mg/1mi
d'eau/jour) pendant une période de 3 semaines (Figure 5).

2.4.1. Préléevements:

Aprés 21 jours de traitement les individus des deux groupes ont été sacrifiés par
décapitation, le sang a été recueilli sur des tubes:
> EDTA, pour le dosage des parametres hématologiques (nombres des globules blancs
et rouges, hématocrite, hémoglobine et les plaquettes.
» Sec, sans anticoagulant qui subit une centrifugation de 300 tours/ minute, pendant 10
minutes, le sérum obtenu est séparé en trois fractions dans des tubes Eppendorf puis,

mis au -20°C jusqu'au moment du dosage biochimique.

> Prélévement du sperme:
> Le prélevement du sperme ce fait a partir de I'épididyme apres dissection a l'aide
d'une lame et mis dans un tube Eppendorf pour étude de la biologie des

spermatozoides.

> Prélévement des organes:
> Aprés décapitation et dissection des animaux, les testicules et le foie sont
prélevés, débarrassés de leurs tissus adipeux et pesés au moyen d'une balance de

précision.



12 Males rats (une semaine d’adaptation)

Y, Y

Groupe 1: Témoin Groupe 2 : Traités par 7,
n=06

n=06

[ 3 semaines de traitement ’

Le sacrifice

Etu La pe
et biochi spermato

Figure 3 : Schéma du protocole expérimental des rats.
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2.5. Mode de traitement des pigeons

Les pigeons males pubéres ont été achetés au début du mois d'avril. A l'issue de la période
d'adaptation, les pigeons sont identifiés a I'aide d'une étiquette fixée a la patte, qu'ils garderont
durant toute la période expérimentale. Puis ils sont pesés, et une prise de sang est effectuée
pour tous les individus.

2.5.1. Conditions d'élevage

Les pigeons sont élevés dans des cages en aluminium de dimensions [60 x 54 x 52 cm] dotées
de mangeoires et d'abreuvoirs. Les cages sont placées au niveau de I'animalerie du
Département, dans des boxes équipés de minuteries reliées a des dispositifs lumineux afin de
maintenir la photopériode choisie.

L'élevage est réalise sous une température ambiante de 21 + 1C°. L'alimentation,
essentiellement a base de pain rassis et de blé, et I'eau, sont fournies ad libitum. Le nettoyage
des cages est assuré quotidiennement.

Figure (4) : Le pigeon domestique Columba livia.

2.5.2. Préparation de la solution du fongicide:

On pese a l'aide d'une balance de précision 0,2 mg de Vacomil que I'on dilue dans 100
ml de NaOH. On ajuste a 1 L avec de I'eau distillée.

250 ml de cette solution sont prélevés et dilués avec 750 ml avec de I'eau distillée pour
constituer la dose DI =2 mg /1.

La dose D2 est préparée de la méme maniére en prélevant 250 ml de la solution mere
que I'on dilue a I'aide de 250 ml d'eau distillée pour obtenir la dose D2 de 4 mg / .
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Les animaux du groupe 2 recoivent 0.5 ml de solution de fongicide a la dose de DI: 2
mg/l par voie orale jusqu'au jour du sacrifice.

De la méme maniere, les individus du groupe 3 recoivent la méme quantité, et dans les
méme conditions, la dose D2 =4 mg /I.

2.5.3. Traitement

Les pigeons des groupes 2 et 3 sont traités quotidiennement par I'administration orale du
fongicide, a lI'aide d'une seringue. Le gavage se fait chaque jour a la méme heure (09h: 00). La
dose de pesticide est de 0.5m1 par jour et par animal.

Tableau 1 : Description des groupes expérimentaux.

Répartition des pigeons Conditions expérimentales
Groupe | (témoin) Photopériodique naturelle
Groupe?2 Régime photopériodique long (20 L : 04 D)

Dose DI =2 mg/L de vacomil

Groupe 3 Régime photopériodique long (20 L: 04 D)
Dose D2 = 4 mg/L de vacomil

2.5.4. Prélévements

Pour les dosages biochimiques et hormonaux, le sang a été prélevé apres chaque semaine. On
procéde a un prélevement sanguin, par ponction de veine brachiale. On préleve 2 ml environ
de sang a l'aide d'une seringue stérile. Le sang est recueilli dans des tubes EDTA. Aprés
centrifugation a 5000 tr/mn pendant 30 minutes, le plasma est conservé au congélateur a -5° C
pour les dosages ultérieurs. Les testicules ont été immédiatement retirés et pondéreées.

La concentration plasmatique du cholestérol et de triglycérides ont été mesurés selon le mode
opératoire de Naito (1984) and Young et al, (1975). Le glucose plasmatique a été estimé par
la méthode de Kaplan et al, (1984), tandis que le niveau de thyroxine a été évalué par la
méthode ELISA (Devlin, 2010). Les résultats sont présentés en tant que moyenne + SD, et la
comparaison entre les différentes moyennes ont éte faite par ANOVA en utilisant Mini Tab
Programme.
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2.6. Etude des paramétres de la reproduction chez les lapins et les rats

Afin d’estimes I’effet du fongicide utilisé sur la fertilit¢ des lapins a travers les
caractéristique des spermatozoides et la qualité du sperme, nous avons procédé au test du
sperme selon la méthode de ’OMS (organisation mondiale de la santé, 1993) le sperme a été
prélevé a partir d’une petite ouverture faite au niveaux de la téte de I’épididyme, 1uL de
sperme est dilué dans 50ul de la solution physiologique (Nacl /0.9%) mis dans une étuve a
une température de 37°c le sperme est dilué 50 fois.

Le spermogramme est un test qui cherche a apprécier les caractéristique suivantes :(la
mobilité, vitesse, concentration, et la vitalité et les malformations du a aux niveaux du
flagelle (OMS, 1993).

a. Laconcentration des spermatozoides :

La concentration des spermatozoides est mesurée en utilisant un hémocytometre
(cellule de Malassez). Une goutte est introduite dans la cellule de Malassez puis recouverte
par une lamelle. Cette étude repose sur le comptage des spermatozoides dans 05 cellules en
grossissement x40 (OMS, 1993).

La concentration des spermatozoides est calculée par la méthode suivante :

Concentration (spz. 10%/mh = (D x V x n) /N

-D : coefficient de dilution (50).
-V: volume de la cellule de Malassez.
-n: le nombre de spermatozoides comptés dans 05 champs.

-N: le nombre de petits carrés de la lame.

b. La mobilité des spermatozoides :

Une goutte du sperme dilué est déposée sur une lame, puis recouverte par une lamelle.
La préparation est examinée sous microscope optique a un grossissement final x40. Le champ
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d’observation est divisé en 03 champs pour classer 100 spermatozoides, apres on calcule le
pourcentage des spermatozoides mobiles (OMS, 1993).

c. La vitalité de spermatozoides :

Test de gonflement hypo-osmotique (HOS-TEST):

Ce test est réalisé pour étudier les modifications morphologiques des spermatozoides
exposés a un stress Hypo-osmotique (Figure 04).

Solution utilisée :

Méthode :

On dissoudre 0,367g de citrate de sodium (Na3 C6H507, 2H20) et 0.675¢g de
fructose dans 50ml d’eau distillée (conserver a -20°C).

Apres décongélation, on mélange la solution avant usage.

Pendant 5 minutes environ, on réchauffe a 37°C, 1 ml de la solution est placé
dans un tube Eppendorf fermé.

On ajoute 0.1 ml de sperme dilué et on mélanger doucement a 1’aide d’une
pipette.

On laisse incuber a 37°C pendant 30 minutes.

On observe les spermatozoides sous microscope a un grossissement (x40).

Les spermatozoides gonflés sont ceux qui présentent des modifications du
flagelle.

On calcule le pourcentage des spermatozoides présentant des modifications du

flagelle sur un total de 100 spermatozoides comptés (OMS, 1993).

A

Figure 5 : Présentation schématique des modifications morphologiques.
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Caractéristiques des spermatozoides exposés a un stress hypo-osmotique.
A : modification faible du flagelle,

B : modification importante du flagelle,

C : modification tres importante du flagelle,

N : spermatozoide normal.

2.7. Dosage des parameétres biochimiques

a. Dosage du glucose: selon la méthode de Kaplan, (1984). Voir la fiche technique
(Spinreact).

-Principe :

Le glucose subit des réactions couplées décrites ci-dessous pour donner un complexe coloré,
qui peut &tre mesuré a la spectrométrie.

GOD
B-D- Glucose + O, +H,O __—__________, Gluconate + H,0;
POD
H.O, + phénol + 4- Aminoantipyrine peroxydase ——  Quinone + H,0O

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du glucose dans
1’échantillon.

-Echantillon: Sérum

-Réactifs utilisés :

Les réactifs Composition Concentration
R1 tampon TrispH 7.4 92 m mol/Il
Phénol 0.3 m mol/l
R2 enzymes Glucose oxydase (GOD) 15000 U/I
Peroxydase (POD) 1000 U/
4- Aminophenazone (4-AP) 0.6 m mol/l
Glucose cal Etalon de glucose aqueux primaire 100 mg/dl

Préparation du réactif de travail (RT) :
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v" Dissoudre le contenu de R, dans la fiole de R;.
v' Mélanger bien doucement jusqu’a la dissolution compléte. Ce réactif de travail
est stable 4 mois a 2-8 C°, ou 40 jours a 15-25 C°.

Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) 1.0
Echantillon (ul) 1.0

-Agiter bien et incuber pendant 5 mina 37° C

-Mesurer I’absorbance (A) de I’échantillon a 500 nm et de 1’étalon contre le blanc, la couleur
est stable apres 30 min.

Calcul : 1a concentration du glucose dans I’échantillon est calculée par la formule suivante :

Echantillon(A) Glucose
(mg/dl) = x 100

(A) étalon

-La concentration de I’étalon = 100 mg/dl

-Facture de conversion : mg/dl x 0.055 = m mol/I

b. Dosage des triglycérides : (Kaplan et al, 1984) Selon la fiche technique Spinreact.
-Principe :
Les triglycérides présents dans 1’échantillon forment un complexe coloré selon la réaction

suivante :

lipoprotéine lipase

Les triglycérides + H,O > Glycérol + acide gras libres

Glycérol + ATP Glycérol kinase Glycérol 3 — phosphate + ADP
2H,0, + P — Chlorophénol +4- Aminophenazone 22¥%¢___ Quinone H,0

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration des triglycérides dans
1’échantillon.

-Echantillon : sérum
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-Réactifs utilisés :

Les réactifs Composition Concentration

R1 tampon GOOD PH 7.5 50 m mol/Il
P-Chlorophénol 2 m mol/Il

R2 enzymes Lipoprotéine lipase 15000 U/
Glycérol kinase 500 U/l
Glycérol 3 — phosphate Peroxydase (POD) 2500 m mol/I
4-Amin antipyrine (4-AP) 440 U/l m mol/l
ATP 0.1 m mol/l

Triglycérides cal | Etalon de Triglycérides aqueux primaire 200 mg/dl

-Préparation de réactif de travail (RT) :
-Dissoudre le contenu de R2 dans la fiol de R1

-Mélanger bien et doucement jusqu’a la dissolution compete. Ce réactif de travail est stable 6
semaines a 2-8 C° ou une semaine a 15-25 C°.

-Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
RL (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) 10
Echantillon (ul) 10

-Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37°C, ou 10 min & la température de 25C°.

-Mesurer I’absorbance (A) de I’échantillon a 505 nm et de 1’étalon contre le blanc, la couleur
est stable apres 30 min.

-Calcul :
(A) échantillon

Concentration des triglycérides (mg/dl) = x 200

(A) étalon

-La concentration de I’étalon = 200 mg/dl

17



-Facture de conversion : mg/dl x 0.011 = m mol/I

C. Dosage du cholestérol: (Naito, 1984). Selon la fiche technique Spinreact.
-Principe :
Le cholestérol présent dans 1’échantillon forme un complexe coloré selon la réaction

suivante :

cholestérol estérase
s+ H,O

Cholestérol ester , Cholestérol + acides gras

Cholestérol + Q, Sholestérol oxydase »  cholestérol -4 —one + H,0,

e peroxydase

2H,0, + Phénol + 4- Aminophenazon Quinonimine + 4H,0;

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du cholestérol dans
I’échantillon.

Echantillon : sérum

Réactifs utilisés :

Les réactifs Composition Concentration

R1 tampon PIPES PH 6.9 90 m mol/l
Phénol 26 m mol/l

R2 enzymes Cholestérol estérase (CHE) 300 U/I
Cholestérol oxydase (CHOD) 300U/
Peroxydase (POD) 1250 m mol/l
4- Aminophenazone (4- AP) 0.4 m mol/l

Cholestérol cal Etalon de cholestérol aqueux primaire 200 mg/dl

-Préparation de réactif de travail (RT)

-Dissoudre le contenu de R2 dans la fiol de R1.

-M¢élanger bien et doucement jusqu’a la dissolution compéte. Ce réactif de travail est stable 1

mois a 2-8 C° a I’abri de la lumiére.

-Mode opératoire:

Blanc Etalon Echantillon
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H2SO4 (ml) 1.0 1.0 1.0

Etalon (ul) 10

Echantillon (ul) 10

-Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37°C, ou 10 min a la température de 25C°.

-Mesurer I’absorbance (A) de 1’échantillon a 505 nm et de I’étalon contre le blanc, la couleur
est stable apres 60 min.

-Calcul
(A) échantillon

Concentration du cholestérol (mg/dl) = x 200

(A) étalon
-La concentration de I’étalon = 200 mg/dl.

-Facture de conversion : mg/dl x 0.025 = m mol/l.

d. Dosage de I’aspertate aminotransferase (ASAT/TGO) : (Bergmyer, 1980) Selon la
fiche technique Biomagheb.

-Principe :

Détermination cinétique de I’activité Aspertate aminotransferase. Le schéma réactionnel est
la suivante :

-2-oxoglutarate + Aspartate—=2y Glutamate + oxaloacétate
A MDH
-Oxaloacétate + NADH + H" 2| - Malate + NAD"

-Le taux de la diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel &
I’activité Aspertate aminotransferase dans 1’échantillon.

-Echantillon : sérum.

-Réactifs utilisés :

Les réactifs composition concentration
R1 solution tampon Tampon Tris pH 7.8 a 30C° 80 m mol/l

L-Asperate 200 m mol/I
R2 substrat et enzymes | NADH 0.18 m mol/Il
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LDH 800 U/
MDH 600 U/l

Oxoglutarate 12 m mol/I

-Préparation de réactif de travail et stabilité :

-Dissoudre le contenu de R2 dans la fiole de R1.
-Agiter bien et doucement jusqu’a elle devient homogene.

Mode opératoire :

Solution de travail 3ml

Préincuber a la température 37C°

Echantillon 50ul

Mélanger et incuber les tubes préparés 1 minute a 37 C°. Mesurer la diminution de la

densité optique par minute pendant 1 a 3 minute a 340 nm.

Activite (ASAT/TGO) U/l = ADO x 175

A DO : C’est la valeur moyenne des trois lectures.

e. Dosage de I’alanine aminotransferase (ALAT/GPT): (Bergmyer, 1980) Selon la fiche

technique Biomaghreb.

-Principe :

Détermination cinétique de I’activité Alanine aminotransferase. Le schéma réactionnel est le

suivant :
-2-oxoglutarate + L-Alanine—=2"— Glutamate + pyruvate
- Pyruvate + NADH + H"__"°" _ [ actate + NAD*

_—

-Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a
I’activité alanine transférase dans 1’échantillon.

Echantillon : sérum.

Réactifs utilisés :

Les réactifs composition Concentration
R1 solution tampon | Tampon Tris pH 7.5 a 30C° 100 m mol/I
Alanine 500 m mol/I
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R2 substrat et | NADH 0.18 m mol/I
enzymes LDH 1200 U/I

Oxoglutarate 15 m mol/I

-Préparation de réactif de travail et stabilité :

Reconstituer chaque R2 par 1 flacon R1. Cette solution de travail est stable 7 jours & 2-8 C°

24 heures a 20-25 C°.

Mode opératoire :

Solution de travail 3ml

Préincuber a la température 37C°

Echantillon 50ul

Mélanger et incuber les tubes préparés 1 minute a 37 C°. Mesurer la diminution de la densité

optique par minute pendant 1 a 3 minute a 340 nm.

Activite (ALAT/GPT) Ul/l= A DO x 1750

2.8. Dosage des paramétres hématologiques

La mesure de la formule de numération sanguine (FNS) a été effectuée en utilisant un
automate d'hématologie. Le tube a EDTA contenant le sang est placé dans lI'automate, et la
mesure de la FNS commence. Au bout de 2 minutes les résultats s'affichent sur I'écran.
Plusieurs paramétres hématologiques ont été mesurés comme les globules rouges (GR), les
globules blancs (GB), I’hémoglobine (Hb), I’hématocrite (HT) et les plaquettes (PLT).

2.9. Dosage des hormones

Fiche technique Axsym system
a- Mesure de la testostérone :

Principes biologiques: le dosage de testosterone est basé sur la technologie
immunoenzymatique microparticulaire (MEIA). Les réactifs AXSYM testostérone et
I’échantillon sont pipetés dans 1’ordre suivant :

UNITE D’ECHANTILLONNAGE
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e L’échantillon, les microparticules recouvertes d’anticorps anti-testostérone et 1’agent
de déplacement testostérone sont pipetés par 1’aiguille d’échantillonnage dans un puits
de la cartouche de réaction (CR). lls constituent le mélange réactionnel.

e Le conjugué testostérone : phosphatase alcaline est ajouté dans un deuxiéme puits de
la CR.

e Le tampon de lavage AXSYM testostérone est ajouté dans un troisieme puits de la CR.

La CR est immédiatement transférée dans 1’unité de traitement, ou le pipetage continue avec
’aguille de traitement.

UNITE DE TRAITEMENT

e Le mélange réactionnel est incubé. La testostérone présente dans 1’échantillon se lie
aux anticorps anti-testostérone des microparticules pour former des compexes
anticorps-antigene.

e Le conjugué testostérone : phosphatase alcaline est ajouté au mélange réactionnel puis
incubé. La partie stéroide du conjugué se lie aux sites non occupés des
microparticules recouvertes d’anticorps anti-testostérone.

e Apres incubation, une partie aliquote du melange réactionnel est transferée sur la
matrice. Les microparticules se lient irréversiblement a la matrice en fibre de verre.

e La matrice est lavée afin d’éliminer le conjugué non lié aux microparticules.

e Le substrat phosphate de méthyl-4-ombelliféryl est ajouté sur la matrice. Le conjugué
marqué a la phosphatase alcaline catalyse la séparation d’un groupe phosphate du
substrat, libérant ainsi le produit fluorescent : le méthyl-4-ombelliférone. Ce dernier
est mesuré par le systéme optique MEIA.

Les réactifs :

Flacon réactif 1 1 flacon (13,5 ml) de conjugué testostérone : phosphatase alcaline dans
du tampon TRIS contenant un stabilisant de protéines (bovines).

Concentration minimale : 1 pg/ml. Conservateur : agent antimicrobien.

Flacon réactif 2 1 flacon (6,6 ml) de microparticules recouvertes d’anticorps anti-
testostérone (souris, monocionaux) dans un tampon TRIS contenant un
stabilisant de protéines (bovines). Concentration minimale : 0,01 % de

particules solides (m/v). Conservateur : agent antimicrobien.

Flacon réactif 3 1 flacon (7,5 ml) d’agent de déplacement de la testostérone. Tampon

citrate glycine contenant un agent libérateur. Conservateur : agent
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antimicrobien.

Flacon réactif 4 1 flacon (29,3 ml) de tampon de lavage testostérone contenant du

détergent. Conservateur : agent antimicrobien.

b- Mesure d’LH :

Principes biologiques : le dosage de I’hormone LH est basé sur la technologie immuno
enzymatique micro particulaire (MEIA).

Les réactifs AxSYM LH et I’échantillon sont pipetés dans I’ordre suivant :

UNITE D’ECHANTILLONNAGE

e L’¢échantillon et tous les réactifs AXSYM LH nécessaires a un dosage sont pipetés par
’aiguille d’échantillonnage dans des différents puits de la cartouche de réaction (CR).

e [L’aiguille d’échantillonnage distribue I’échantillon, les microparticules recouvertes
d’anticorps anti-f LH et le tampon TRIS dans un puits de la CR.

La CR est immédiatement transféré dans 1’unité de traitement, ou le pipetage continue avec
1’aiguille de traitement.

UNITE DE TRAITEMENT

e La LH se lie aux microparticules recouvertes d’anticorps anti-B LH pour former un
complexe anticorps-antigene.

e Une partie aliquote du mélange réactionnel, contenant le complexe anticorps-
antigene lié aux microparticules, est transférée sur la matrice. Les microparticules se
lient irréversiblement a la matrice en fibre de verre.

e La matrice est lavée afin d’éliminer le matériel non lié.

e Le conjugué d’anticorps anti-o. LH spécifique : phosphatase alcaline est distribué sur
la matrice et se lie au complexe anticorps-antigéne.

e La matrice est lavée afin d’¢liminer le matériel non lié.

e Le substrat, du phosphate de méthyl-4-ombelliféryl, est ajouté sur la matrice et le
produit fluorescent est mesuré par le systéme optique MEIA.

Les réactifs :

Flacon réactif 1 1 flacon (7,5 ml) de microparticules recouvertes d’anticorps anti-LH

(souris, monoclonaux) dans un tampon TRIS.
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Conservateur : azide de sodium.

Flacon réactif 2

1 flacon (14,2 ml) de conjugué d’anticorps anti-LH (chevre,
polyclonaux) : phosphatase alcaline dans un tampon TRIS contenant
des stabilisants de protéines.

Concentration minimale : 0,5 pg/ml.

Conservateur : azide de sodium.

Flacon réactif 3

1 flacon (26,5 ml) de tampon TRIS contenant du chlorure de sodium a
0,3 mol/L.

Conservateur : azide de sodium et agents antimicrobiens.

2.10. Etudes statistique

Les résultats statistiques sont exprimés en moyennes + erreur standard. La
comparaison des moyennes a été effectuée par le test-t de Student deux a deux entre le groupe
témoin et le groupe traité. L'analyse statistique des données a été effectuée par le logiciel Mini

tab 16.
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Chapitre 3:

Reésultat & discussion des lapins
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RESULTATS

3.1. Effet du vacomil sur le poids corporel:
La figure (06) montre une augmentation non significative dans le poids corporel chez les
Individus de la dose 1 comparé a ceux du témoin.

Les résultats de la dose 2 montrent les changements dans le poids durant les trois
semaines de I’expérimentation. Une augmentation non significative du poids corporel
comparé a ceux du témoin.

mT
3 -
m D1
2,5 - mD2
® 24
I
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SO le semaine 2e semaine 3e semaine

Figure (06) : Variation du poids corporels (kg) chez le lot témoin et les lots
traités.




3.2. Effet du vacomil sur les poids des organes :

3.2.1. Poids du foie :

La figure (07) montre une augmentation hautement significative (P< 0,01) dans le poids du
foie chez la dosel comparé au témoin.

On remarque d’apres la figure (07) une diminution non significative dans le poids du foie
chez les individus traités au vacomil par la dose 2.
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Figure (07) : Les changements du poids du foie (g) chez le lot témoin et les lots
Traités.




3.2.2. Poids des testicules :

La figure (08) montre une diminution hautement significative (P< 0,01) dans le poids des
testicules chez les individus de la dose 1 comparé au témoin.

Pr contre, la dose 2 montre qu’il ya une augmentation non significative dans le poids des
testicules.
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Figure (08) : Les changements du poids des testicules (g) chez le lot témoin et
les lots traités.
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3.3. Effet du vacomil sur les parameétres de reproduction
3.3.1. Variation de la concentration des spermatozoides:

La figure (09) montre une diminution significative (P < 0,05) dans la concentration des
spermatozoides chez la dose 1 comparé aux témoins.

Les résultats de la dose 2 montrent une diminution significative (P < 0,05) du taux de la
concentration des spermatozoides chez le groupe traité comparé a celui non traite.
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Figure (09): Variation de la concentration des spermatozoides (10%/ml) chez le
lot témoin et les lots traités.
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3.3.2. Variation de la mobilité des spermatozoides :

La figure (10) montre une diminution non significative dans la mobilité des spermatozoides
chez la dose 1 comparé aux témoins.

Concernant la mobilité des spermatozoides, les résultats réesumeé dans la figure (10) montrent
qu’il y’a une diminution dans le taux de mobilité des spermatozoides chez le groupe des
lapins traités méme si il n’ya pas de changements significatif comparé a celui des témoins.
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Figure (10): Variation de la mobilité des spermatozoides (%) chez le lot
témoin et les lots traites.
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3.3.3. Variation de la vitalité des spermatozoides :

La figure (11) montre une diminution hautement significatif ((P< 0,01) dans la vitalité des
spermatozoides chez la dose 1 comparé aux témoins.
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Figure (11) : Variation de la vitalité des spermatozoides (%) chez le lot
témoin et les lots traités.
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3.4. Effet du vacomil sur les paramétres hématologiques :

3.4.1. Globules rouges :

La figure (12) montre une augmentation non significative dans le nombre des globules

rouges chez les individus de la dose 1 compareé a ceux du témoin.

Les résultats résumés dans cette figure montrent que le taux des globules rouges de la dose 2

est similaire a celui du témoin.

Globules rougesRBC(10%2 /I)

Groupes

BT
mD1
mD2

Figure (12): Le nombre des globules rouges (10"%/I) chez le lot témoin et les

lots traités.
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3.4.2. Globules blancs:

La figure (13) montre une diminution non significative dans le nombre des globules blancs
chez les individus de la dose 1 comparé a ceux du témoin.

Les résultats resumes dans cette figure démontrent que le taux des globules blancs des

individus traités au VVacomil par la dose 2 on eu une diminution non significative comparé au
taux obtenus par le groupe du témoin.
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Figure (13) : Le nombre des globules blancs (10%/1) chez le lot témoin et les lots

traités.
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3.4.3. Hématocrite :

La figure (14) montre une augmentation non significative du taux de ’hématocrite chez les
individus des traités comparé a ceux du témoin.

Les résultats de la dose 2 montrent qu’il y’a une augmentation non significative du taux de
I’hématocrite comparé a celui du groupe des lapins non traités.
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Figure (14): Le taux d’Hématocrite(%) chez le lot témoin et les lots traités.




3.4.4. Hémoglobine :

La figure (15) montre une augmentation non significative dans la concentration

d’hémoglobine chez la dose 1comparé a ceux du témoin.

Les résultats dans cette figure montrent que le taux de I’hémoglobine du groupe de la dose 2

on eu une légére diminution par rapport au témoin.
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Figure (15) : La concentration d’Hémoglobine (g/l) chez le lot témoin et les

lots traités.

34



3.4.5. Plaquettes :

La figure (16) illustre le changement du nombre des plaquettes chez les individus des trois

lots. Il montre une diminution non significative de la variation du nombre des plaquettes chez
la dose 1comparé a ceux du témoin.

Les resultats illustrés dans cette figure montrent que le taux des plaquettes de la dose 2 a
diminué Iégerement comparé au témoin.
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Figure (16) : Le nombre des plaquettes (10%/P chez le lot témoin et les lots
traités.
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3.4.6. Lymphocytes :

La figure (17) illustre le changement du nombre des lymphocytes chez les individus des deux
lots. Il montre une diminution non significative de la variation du nombre des lymphocytes

chez les individus des traités comparé a ceux du témoin.

Les resultats de la dose 2 montrent que le taux des lymphocytes traités a recu une diminution

non significative comparé au groupe témoins.
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Figure (17) : Le nombre des Lymphocytes (10%1) chez le lot témoin et les lots
traités.
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3.4.7. Granulocytes :

La figure (18) illustre le changement du nombre des granulocytes chez les individus des trois

lots. Il montre une absence totale des granulocytes chez les deux doses comparé au témoin.
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Figure (18) : Le nombre des Granulocytes (10%1P chez le lot témoin et les lots
traités.
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3.5. Effet du vacomil sur les paramétres biochimiques :

3.5.1. Activité du TGO :

La figure (19) montre une augmentation hautement significative (P< 0,01) dans I’activité de la
TGO chez les individus de la dose 1 comparé a ceux du témoin.

Les résultats de la dose 2 montrent que le taux d’asparate aminotransferase a augmenté non

significativement par rapport au témoin.
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Figure (19) : L’activité de la TGO (U/l) chez le lot témoin et les lots traites.
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3.5.2. Activité du TGP :

La figure (20) montre une augmentation hautement significative (P< 0,01) dans I’activité de la
TGP chez le groupe de la dose 1 comparé au témoin.

Les résultats illustrés dans cette figure montrent que le taux d’alanine aminotransferase (TGP)
a augmenté légérement chez le groupe de la dose 2 comparé a celui du témoin méme si le

résultat reste non significatif
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Figure (20) : L’activité de la TGP (U/l) chez le lot témoin et les lots traités.
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3.5.3. Taux du glucose :

La figure (21) montre une diminution non significative de la concentration du glucose chez
les individus de la dose 1 comparé a ceux du témoin.

Les résultats illustré dans cette figure montrent que le taux de glucose a diminué chez le
groupe de la dose 2 comparé a celui des témoins qui présente un taux plus élevé. Le résultat
reste non significatif.
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Figure (21) : Le taux du glucose (g/l) chez le lot témoin et les lots traités.




3.5.4. Taux des triglycérides :

La figure (22) montre une diminution non significative dans la concentration des triglycérides

chez les individus de la dose 1 comparé a ceux du témoin.

On observe d’apres les résultats illustré dans cette figure que le taux des triglycérides chez le

groupe de la dose 2 a diminué comparé a celui des témoins mais ce changement reste non

significatif.
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Figure (22) : Le taux des triglycérides (g/l) chez le lot témoin et les lots traités.
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3.5.5. Taux du cholestérol :

La figure (23) montre une diminution hautement significative (P<0,001) dans la concentration de

cholestérols chez les individus de la dose 1 comparé a ceux du témoin.

On constate aussi qu’il ya une diminution significative du cholestérol chez le groupe de la dose

2.

Choléstérol (g/1)

Groupes

mT
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Figure (23) : Le taux des cholestérols (g/l) chez le lot témoin et les lots

traités.
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3.6. Les parametres hormonaux:

3.6.1. Variations de la Testostérone : Le résultat résumé dans la figure 24 montre une
diminution non significative chez le groupe des lapins traités par le Vacomil comparé au taux
de la testostérone chez le groupe des lapins non traités.
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Figure (24) : Variations du taux de testostérone (ng/ml) chez le groupe des témoins
et celui des traités au VVacomil Plus 50.
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3.6.2. Variations du taux de LH :

On observe d’apres les résultats illustré dans la figure que les lapins traités par le Vacomil
présentent une diminution non importante du taux de LH comparé au groupe du témoin.
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Figure (25) : Variations du taux de LH (mUI/ml) chez le groupe du témoin
et celui des traités au VVacomil Plus 50.




DISCUSSION

Poids corporel :

L’augmentation continue de la production, I’utilisation et la disposition des produits
chimiques a un impact profond sur I’environnement et crée des risques imprévus pour
I’homme et son bien-étre. (Chia, 2000).

Les résultats issus de notre travail révelent un gain non significatif dans le poids
corporel chez les lapins males traités au vacomil, a raison de 27.5mg/kg /j et de 55mg/kg/j
compares au témoin. Ces résultats ce concordent avec des travaux de (Mallem et al, 2007)
qui montraient que le traitement par un fongicide (manébe), a provogqué une augmentation du
poids des lapins. Cela reviens soie a I’effet du Vacomil plus 50 sur la glande thyroidienne
(diminution de la thyroxine T4) car I’augmentation de la masse corporelle est due a
I’inactivité de la glande thyroidienne (Mallem et al, 2007).

Poids des organes :

Le vacomil induit une augmentation remarquable du poids absolu hépatique des lapins traités
par la dose 1 comparés aux témoins. De méme (Sakr et al, 2005) indiquait que le traitement
par le mancozebe induit des modifications histologiques et ultra structurales au niveau du
foie des rats. Cette augmentation est peut étre due a I’accumulation de la molécule et ses
métabolites au niveau des hépatocytes en vue d’intoxication, ou d’un effet d’induction
enzymatique traduit par I’augmentation de 1’activité enzymatique des TGO et TGP. Ces
résultats concordent avec les travaux de (Brakch and Kesseler, 2011) qui indiquait que cette
augmentation est un témoigne d'une 1ésion cellulaire dans le foie, le cceur, les muscles et les
reins.

Le poids des organes subit également des variations selon le traitement administré. En ce qui
concerne_le poids du foie on remarque une diminution Iégere chez le groupe traité par la dose
2. Il semble que cette diminution du poids du foie peut étres due a la présence du fongicide et
son élimination par le mécanisme de la détoxification qui a pour siege les hépatocytes, et qui
est riche en ressources énergétique (Beebe et al, 2005), ce qui permet de puiser sur les
réserves de glycogéne stockées au niveau du foie, et aboutit au fil des semaines de traitement
par une diminution de I’organe chez les lapins.

Concentration des spermatozoides :

Concernant le poids des testicules, nos resultats révelent une diminution hautement
significative du poids testiculaire chez les lapins traités par la dose 1 comparé aux témoins.
Ces résultats concordent avec (Mallem, 2007; Lim et Miller, 1997) qui indiquaient que le
traitement par le manébe induit une diminution du poids testiculaire ainsi qu’une diminution
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de la concentration et la mobilité des spermatozoides chez les lapins traités comparé aux
témoins. Mémes résultats ont été enregistrés par (Cook, 1994) utilisant le manébe. Ce ci
peut s’expliquer, d’une part, par I’effet de ce fongicide sur les différents niveaux du controle
de la spermatogenese, en agissant probablement sur les hormones hypothalamiques et
hypophysaires (Cook, 1994) en perturbant la sécrétion de la GnRH qui stimule
I’antéhypophyse pour secréter la LH et la FSH par la modification des récepteurs de la LH au
niveau des cellules de Leydig. Ceci peut provoquer une perturbation de la sécrétion de la
testostérone (Schardel, 1993). Aussi, le traitement par le Manébe a modifié la sécrétion de la
FSH libérée par les cellules de Sertoli vu leur réle tres important au développement des tubes
séminiferes (C.C.P, 2001). D’autre part, elle peut s’expliquer par une Iésion des cellules
testiculaires.

Le poids des testicules a aussi diminué significative par la dose 2, qui peut étres expliqué par
I’effet du Vacomil sur les tissus provoquant des 1ésions cellulaire, on déduit que les testicule
sont des cellules cible (Kojima et al, 1992).

Hématologie :

Nos résultats montrent une Iégere variation des globules rouges et de méme pour le taux
d’hématocrite et I’hémoglobine. Ce qui concorde avec les résultats observés chez les rats
traités par un mélange de pesticides comprenant du mancozébe trouveés par (Merhi et al,
2008). D’autres chercheurs (Hore et al, 1997) ont trouvé que les rats exposés au mancozebe
ont provoqué une anémie normocytaire.

11 a été rapporté une réduction dans le nombre des hématies et dans le taux de ’hémoglobine
qui peut du a la perturbation de 1’érythropoiese au niveau de la moelle osseuse (Morgan et al,
1980). Il a été confirmé que la moelle osseuse est trés fragile devant les effets toxiques des
produits phytosanitaires. Les études sur les effets des fongicide sur les globules rouges ont été
documenté dont (Enan, 1976) a trouvé que les fongicides sont capable d’induire une
hémorragie interne. Alors les études ont montré 1’effet hémolytique de certains pesticide, dont
ils ont rapporté que les pesticides sont capable d’affaiblir les mécanismes d’osmorégulation
dans les hématies (Henry, 1979 ; Wedenney et al, 1988).

D’autre part, nos résultats montrent une sensible augmentation de 1’hématocrite malgré les
faibles taux en hémoglobine et le nombre réduit des globules rouges. Comme ces derniers
sont chargés du transport des nutriments et a I’excrétion des déchets dans le corps, cela nous a
ramené a dire qu’il y a une incorporation de certains composés métalliques dans les hématies
ce qui provoque 1’augmentation du taux de 1’hématocrite (Min, 2008).

De plus, une diminution faible dans le nombre des globules blancs, des plaquettes et les
lymphocytes a été enregistrée chez les lapins traités par le vacomil. Ceci-ci peut étre di a
I’immunotoxicité des pesticides qui a été documenté par plusieurs auteur, parmi eux :
(Katesenovich et al, 1981) qui a montré une lymphocytose suite a une toxicité par les
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pesticides. De plus, il est fort probable que les pesticides diminuent I’immunité non
specifique (Koprucu et al, 2006).

Par ailleurs, 1’étude hématologique a enregistré une absence totale des_granulocytes chez les
lapins traités par le vacomil.

Plusieurs études précédentes sont en accord avec notres résultats. Davignon et al, (1965) ont
enregistrés une severe leucopénie chez des agriculteurs exposes a certains

organophosphorés. De plus, Mandal et al, (1989) ont trouvé une diminution dans le nombre
des leucocytes chez des pigeons exposés a trois insecticides (Chlordane, fenithrothion et
carbaryl). Les mémes résultats ont été rapportés chez des rats exposés a la dimethoate (Reena
et al, 1989).

TGO &TGP :

Les résultats obtenus montrent une augmentation hautement significative dans lactivité
enzymatique de 1’ Aspartate Aminotransférase (TGO) et de I’ Alanine Aminotransférase (TGP)
chez les lapins exposés a la dose 1, ce qui se traduit par une possibilité de mutations dans les
génes responsables a la synthése de ces enzymes (Azmi, 2006) d’un coté, de I’autre coté, cette
élévation pourrait étre attribuer a un disfonctionnement soit hépatique (Kachar et al, 1997),
soit rénal (Azmi, 2006). La corrélation entre 1’élévation dans ’activité de TGO, TGP suite a
I’exposition aux pesticides a été documentée par plusieurs auteurs (Misra et al, 1985), qui ont
constatés une élévation de la GOT et de la GPT sanguin de certains agriculteurs suite a une
exposition chronique aux organophosphorés. En Egypt. (Kamel et al, 2005 ), ont
motionnés que des organophosphorés ont provoqué des taux élevés de la TGP. Egalement,
(Carvalho ,1991) a rapporté une augmentation de 1’activité de la TGO et de la TGP chez des
individus exposés aux organochlorés au Brésil. Les résultats mentionnés sont en accord avec
notre étude.

Par contre, I’activité de la TGO et de la TGP a été diminuée légerement I’lorsqu’il
exposé¢ a la dose 2, ce qui explique que la dose forte peut inhiber I’activité de ces enzymes.

Triglycérides & cholestérol:

Nos résultats ont montré que le vacomil induit des diminutions Iégere dans la concentration
des triglycérides et du glucose chez les lapins traités comparés aux témoins, contrairement
aux travaux de (lvanova et al, 1975) qui indiquaient que le traitement par le manébe a
provoqué une augmentation de la concentration plasmatique des parameétres sus-sités. Ceci
peut s’expliquer par I’hyperlipidémie qui désigne une augmentation de la concentration
plasmatique en cholestérol et/ou en triglycérides et I’hyperglycémie (Kachar, 1997) en
faisant diminuer probablement le taux du catabolisme.
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La diminution non significative dans le taux des triglycérides pourrait étre attribuée soit a la
permeéabilité hépatique soit a la mobilisation de ces derniers afin de répondre aux demandes
en énergie. Ces résultats confirment les travaux de (Choudhari et Chakrabali, 1984).

Concernant le taux de glucose, le vacomil révéle une hypoglycémie. Ces résultats peuvent
laisser supposer que ce fongicide est capable d’exercer une pression continue sur la synthése
de certaines hormones, comme il peut augmenter la synthése des hormones
adrénocorticotrope et de glucagon, alors ils diminuent la synthése de I’insuline, de cette fagon
le glycogéne hépatique est converti rapidement en glucose qui passe dans la circulation ce qui
ne permet jamais d’augmenter le niveau du glucose sanguin. Ces résultats sont semblables a
ceux reportés par (Velisek et al, 2007; EIl Sayed et al, 2007).

En outre, une diminution remarquable dans le taux du cholestérol chez les lapins
exposés a la forte dose peut étre reliée aux changements de la perméabilité des cellules
hépatiques (Youcef et al, 2003) car ’accumulation du fongicide dans le foie qui perturbe le
métabolisme lipidique et par conséquent (Youcef et al, 2003). D’autre étude a rapporté une
augmentation dans le taux du cholestérol, qui peut étre mené a la diminution des taux des
androgenes (Bedwal et al, 1994).

Ceci est en accord avec des résultats obtenus par d’autres chercheurs (Slimani et Boulakoud,
2011; El Sayed et al, 2007).

Testostérone & LH:

D’apres les variations hormonales qu’on a pu réaliser qui concerne la testostérone et la LH,
les résultats révélent que la manipulation des produits phytosanitaires induit une diminution
faible dans les concentrations de la LH. Cette baisse est due forcement soit a 1’inhibition de
I’¢laboration de la GnRH hypothalamique, soit a la saturation des récepteurs hypophysaire.
Ces taux faibles en LH peuvent expliquer les taux faibles enregistrés en testostérone chez les
lapins traités par le Vacomil, d’ou il faut noter que cette hormone hypophysaire est le
régulateur majeur de la sécrétion de la testostérone (Brook et Marshall, 2001). En plus, cette
inhibition dans la synthese de la testostérone peut étre due soit a I’activité anti- androgénique
des fongicides ou a leurs effets cestrogéne (Henri et jouann, 2011). Plusieurs, études ont
montrés 1’effet inhibiteurs des pesticides sur les sécrétions de 1’axe hypothalamo- hypophyso-
gonadal, il a été aussi confirmé que ces pesticides ont un effet néfaste sur I’hypothalamus et
ils ont méme des effets anti androgénique ce qui induit a leurs diminution (Coco, 2002; Eriko
et al, 2003). Ce qui confirme notre étude.

L’exposition aux certains organophosphorés induisent une diminution considérable de la LH
et de la Testostérone (Yucra et al, 2008).
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Chapitre 4:

Resultats & discussion des rats
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RESULTATS

4.1. Variation du poids corporel des animaux :

Les résultats obtenus sont mentionnes dans le tableau (04) et la figure (26). Aucun
changement significatif dans le poids corporel du groupe traité et du groupe témoin n'a été
observé tout le long de I'expérimentation.

Jo Semaine 1 Semaine 2 Semaine
3
G : 1 Témoins 318,97-+ 59,1 284,1+ 50,4 270,75+ 53,8 267 +
9 32
G : 2Traités 318,82 +58.9 275,8 £ 32,5 266,5 + 30,5 253+
(9) 29

Tableau 04 : Variations du poids corporel des rats du groupe traité et du groupe témoin.
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Figure 26 : Variations du poids corporel des rats de différents lots, groupe témoin et groupe
traité par le vacomil.

49




4.2. Variation du poids des organes

Le vacomil par voie orale n’a pas modifi¢ le poids du foie et des testicules
significativement (tableau 05).

Parametres Les lots expérimentaux
Témoins Traités
Poids du foie (g) 6,88+1,05 9,11+1,49
Poids des testicules (q) 1,759 £ 0,312 1,322 £ 0,215

4.2.1. Poids du foie:

Nos résultats montrent que le poids du foie augmentation non significative chez le lot
traité par le vacomil par apport au témoin (figure27).

12 4 mT
mD

10 -

8

Poids du foie (g)
(o)}

Figure 27 : Variations des poids du foie (g) chez les rats témoins et traités aprées 21 jours de
traitements.
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4.2.2. Poids des testicules:

On enregistre une diminution non signification du poids des testicules chez les rats
traités par le vacomil comparativement aux rats témoins (figure28).

= =
o N
1 J

o]
1

Poids du testicule(g)

BT
mD

D Groupes

Figure28: Variations des poids du testicule (g) chez les rats témoins et les traités apres

2 1 jours de traitement.

4 3. Variation du quelques parameétres hématologique

En ce qui concerne les parametres hématologique; les globules rouges, les globules
blancs, hématocrite, I'némoglobine et les plaquettes. Les résultats sont présentés dans le

tableau 06.
Parameétres Les lots expérimentaux
Témoins Traités
Globules blancs (10°/1) 11,9+2.36 9,05+1,39
Globules rouges (10%/1 8,613+0,567 7,68+0,29
Taux d'hématocrite (%) 40,21+6,21 36,76+2,95
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Taux d’hémoglobine (g/l)

131+20,4

151+09,1

Les plaquettes (10°/1)

7461223

607+180

Tableau 06: Variations de quelques paramétres hématologiques des rats témoins et traites

par le vacomil apres 21jours de traitement.

4.3.1. Globules blancs:

On observe dans la figure 29 une diminution non significative des globules
blancs chez les rates traités par le vacomil comparativement aux rats témoins.

16 +

14 -

12

10 +

Globules blancs (10%/1)

BT
mD

Groupes

Figure29 : Variations des globules blancs (10%1) des rats témoins et traités aprés 21 jours de

traitement.

4.3.2. Globules rouges:

Nos résultats montrent une diminution non significative des globules rouges chez les

rats traités par le vacomil comparativement aux rats témoins (figure 30).
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Globules rouges (1012/l)
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Figure 30: Variations des globules rouges (10'2/1) des rats témoins et traités aprés 21 jours de
traitement.

4.3.3. L’hématocrite :

On enregistre une diminution non significative d'hématocrites chez les rats traités par
le vacomil comparativement aux rats témoins (figure 31).

50 -+

45 - mT
& 40 1 ED
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Figure31l: Variations d'hématocrites (%) des rats témoins et traités apres 21 jours de
traitement.

4.3.4. L’hémoglobine:

On observe une augmentation non significative d'hémoglobines chez les rats traités par
le vacomil comparativement aux rats témoins (figure 32).
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Figure32: Variations d'Hb (g/1) des rats témoins et traités apres 21 jours de traitement.

4.3.5. Plaquettes:

Les résultats révelent (figure 33) que le traitement par le vacomil fait diminue les
plaquettes chez les rats traités et cette diminution est non pas significative par rapport au
témoin.
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Figure33: Variations des plaquettes (10%/1) des rats témoins et traités aprés 21 jours de
traitement.
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4.4 Variation du quelques parameétres biochimique :

En ce qui concerne les paramétres biochimiques le cholestérol, le glucose, les triglycérides, la
TGP et la TGO. Les résultats sont présentés dans le tableau 07.

Parametres Les lots expérimentaux
Témoins Traités
Cholesterol (g/l) 0,343+0,11 0,863+0,312
Glucose (g/1) 0,94+0,101 1,07+0,0608
TGO (Ul 204,370,9 23753 1,4
TGP (U/) 55,2+11,5 72,7+235
Triglycérides (g/l) 0,79+0,231 0,63+0,0872

Tableau 07 : Variations des parametres biochimiques chez les rats traités par le vacomil.

4.4.1. Taux du Cholestérol:

L'analyse du taux du cholestérol (figure 34) montre une augmentation non significative
chez les groupes traités par le vacomil par rapport au groupe témoins.
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Figure34: Variations de taux du cholestérol des rats témoins et des rats traités par le

vacomil.
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4.4.2. Taux des triglycérides:

Les résultats obtenus dans la figure 35 montrent une diminution non signification du
taux des triglycérides chez le groupe traites par le vacomil par rapport au groupe témoins.

1,2 +
T
= o =D
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Figure35: Variations de taux des triglycérides des témoins et des rats traités par le vacomil.

4.4.3. Taux du glucose:

Les résultats du taux du glucose (figure 36) montrent une augmentation non significative
chez le groupe traité par le vacomil comparé au groupe témoin.
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Figure36: Variations de taux de glucose des rats témoins et des rats traités par le vacomil.

4.45. Taux de TGP:

En ce qui concerne I’activité de la TGP (figure 37), les résultats montrent une
augmentation non significative chez le groupe traités par rapport au groupe témoins.

120 +
mT

100 - =D
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Figure37: Variations de taux de TGP des rats témoins et des rats traités par le vacomil.

4.4.6. Taux de TGO:

Les résultats de la TGO (figure 38) montrent une augmentation non significative
’activité enzymatique chez le groupe traité par vacomil comparé au groupe témoin.
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Figure38: Variations de taux de TGO des rats témoins et des rats traités par le vacomil.

4.5 Variation du quelques parameétres de reproduction

Les résultats de la variation de la concentration et la mobilité des spermatozoides sont

présentés dans le tableau 08:

Les paramétres

Concentration (spz 10°/ml)

Mobilité (%)

Les groupes
G : 1 Témoins 350,3 + 58,4 98,5+ 29,7
G : 2 Traités 271+31,6 88,8 + 16

Tableau 08: Variations de la concentration et la mobilité des spermatozoides de deux

groupes des rats.

4.5.1. Variations de la concentration des spermatozoides:
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Nous constatons une diminution non significative dans la concentration des
spermatozoides (Tableau 08 et figure 39) chez le groupe traités par le vacomil aux
comparativement le groupe de témaoins.
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Figure39: Variations de la concentration des spermatozoides (Spz 10°/ml) chez les rats
témoins et les rats traités par le vacomil.

4.5.2. Variations de la mobilité des spermatozoides:

Les résultats de la mobilité des spermatozoides sont présentés dans le tableau (08) et la
figure (40) montrent qu'il a y aucun diminution significatives du le pourcentage de la mobilité

des spermatozoides de groupe traité par rapport au groupe témoin.
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Figure (40): Variations de la mobilité des spermatozoides (%) chez le groupe témoin et
groupe traite.

4.5.3. Variations de la vitalité des spermatozoides

» Les malformations morphologiques des spermatozoides :

* Spermatozoides normaux (représentation N):

Les résultats montrent une augmentation non significative nombre des spermatozoides du
normaux (morts) chez les groupes traités par rapport au groupe témoin (tableau 08 et figure

20).

* Modification faible du flagelle (représentation A):

L'analyse des résultats (tableau 08 et figure 20) montre aucun augmentation significative des
spermatozoides a faible modification du flagelle chez le groupe traités par rapport au groupe

témoin.

* Modification importante au niveau du flagelle (représentation B):
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Au niveau de la représentation B, les résultats montrent une augmentation non significative

des spermatozoides & une modification importante au niveau du flagelle chez le groupe traités

par rapport au groupe témoin (Tableau 08 et figure 20).

» Modification importante au niveau du flagelle et la piéce intermédiaire
(représentation C):

Les résultats obtenus mentionnés dans le tableau (09) et la figure (41), montrent une
augmentation non significative des spermatozoides a une modification importante au niveau
du flagelle et la piéce intermédiaire (représentation C).

Tableau 09: Variations des malformations au niveau de flagelle et la piéce intermédiaire des
spermatozoides chez les rats témoins et traités par le vacomil pendant 3 semaines.

Les groupes

N

A

B

C

G: 1 Témoins

88.79 + 5,74

2,89 + 3,84

2,21 +2,68

6,1 +4,23

G : 2 traités

83,8 +11,6

11,69 +9,71

3,25+3,79

15+25

120 +

BT

100 - mD

60 -

vitalité des spz(%)

20 -

Figure4l: Variations des malformations au niveau de flagelle et la piece intermédiaire des
spermatozoides chez les rats témoins et traités.
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DISCUSSION

La thématique de ce présent travail était I'étude des réponses physiologiques des rats males de
la souche Wistar suite a une exposition a un fongicide largement utilisés en agriculture dans
notre région, composé de deux matiéres actives (le métalaxyl et I'oxychlorure du cuivre)
commercialisé sous le nom de Vacomil.

Les résultats issus de notre travail révelent une légére diminution dans le poids
corporel chez les rats traités par apport aux témoins, cette diminution peut étre associée a une
réduction de la consommation alimentaire et d'apport énergétique quotidien chez les rats ayant
recu par gavage.

D'autres études sur des animaux ont démontré que l'ingestion de I'oxychlorure de
cuivre par la nourriture pour de longue période pouvait causer une baisse de poids corporel et
une augmentation de la concentration de cuivre dans le foie. Ce dernier effet peut causer une
nécrose hépatique temporaire qui est suivi par une régénération aprés quelques semaines, la
réduction de poids corporel est utilisée comme indicateur de la détérioration de I'état de santé
générale du rat (Tomlin, 2006).

Notre résultat montre une augmentation dans le poids du foie chez les rats traités par
rapport aux rats témoins. Cette résultats il est concordée avec les résultats de nombreuses
études sur les effets d'un fongicides (mancozebe), que I'augmentation pourrait étre due a

L’accumulation de la molécule au niveau des hépatocytes en vue d'une détoxication ou d'un
effet d'induction enzymatique (Wayland et Edward, 1991).

D'apres les résultats, le foie est I'organe cible de I'effet du vacomil. Cette augmentation
peut étre attribuée a I'augmentation des demandes accrues de détoxification des composés
toxiques (Kadota et al, 1976). En outre, il désigne I'augmentation de la masse cellulaire ou de
la densité cellulaire (Abston et al, 1976). Une autre littérature a indiqué que I'élargissement
du foie peut étre lié au maintien de la capacité fonctionnelle du foie normale (Robinson et al,
1978). Une augmentation du poids du foie ainsi qu'une apparition d'une tumeur du foie ont été
observées chez les souris males (Quest et al, 1990 ; Chang et al, 1990).

Dans notre étude, on enregistre une diminution non signification du poids des testicules
chez les rats traités par le vacomil comparativement aux rats témoins, Ces résultats corrélés
avec les études de (Mallem et al, 2007) qui a fait une étude sur un autre fongicide

Le Manebe chez les lapins et qui remarqué que le traitement provoque une diminution du
poids des testicules cette diminution peut étre expliquée par I'effet du Manébe sur les tissus
provoquant des Iésions cellulaires. Donc, les testicules sont des organes cibles aux pesticides
(Kojima et al, 1992).
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En plus, des études réalisées sur le Manebe montrent qu'il pouffait avoir un effet sur la
constitution histologique et la morphologie des cellules de Sertoli. Sachant que ces dernieres
jouent un réle fondamental dans la nutrition des spermatozoides et la transformation des
spermatides en spermatozoides (Gray et al, 1989 ; Kojima et al, 1992).

Les résultats relatifs aux parametres de reproduction révelent que I'application d'un
fongicide a induit une baisse dans la concentration des spermatozoides. De telles données
supposent que ces substances affectent le processus de la spermatogéneése soit au niveau
cellulaire soit a un niveau hormonal. Ces résultat est corrélés avec les études de (Mallem et
al, 2907), la diminution enregistrée dans les parametres biologiques du sperme chez les
animaux traités au fongicide est probablement due a I'effet du fongicide sur les hormones
hypothalamiques et hypophysaires (Cooke et al,1994) en perturbant la sécrétion de (GnRH
qui stimule I'antéhypophyse pour secréter LH (Luteinizing Hormone) et la FSH (Folliculo
Stimulating Hormone) par modification des sites récepteurs de LH au niveau des cellules de
Leydig le Manébe entre en compétition avec la LH au niveau des sites récepteurs des cellules
de Leydig, ce qui provoque une perturbation de la sécrétion de la testostérone (Schardein,
1993).

On enregistre une diminution de pourcentage de la mobilité des spermatozoides chez
les rats traités par le fongicide. Ce résultat est corrélé avec les études de (Djebali et Khelili,
2009). La diminution dans la mobilité des spermatozoides peut étre due a I'augmentation des
malformations morphologiques au niveau de la piece intermédiaire (type B) et flagelle (Type
C), ces deux derniéres zones sont les parties qui assurent le mouvement et la vitesse du
spermatozoide (indicateurs de fertilité). Concernant les malformations observés au niveau de
la téte, piece intermédiaire et flagelle, les fongicides affectent la zone de I'acrosome et
précisément la quantité d’ADN nécessaire pour atteindre la maturation des spermatozoides
(Gerber et al, 2002 ; Baccetti et al, 2002).

La diminution de la mobilité peut étre due aux effets des substances utilisées sur la
structure et la fonction du flagelle et la piece intermédiaire induisant, ainsi des malformations

qui rendent le flagelle plus fragile et incapable de faire pousser le spermatozoide. 1l est aussi
plausible que le fongicide agi également sur le nombre des mitochondries responsables de la
production de I'énergie nécessaire au mouvement des spermatozoides.

Autre cbté, nous avons testé l'activité de ce produit toxique Vacomil sur des rats. Le
dosage des parametres sériques biochimiques et hématologiques, nous a révélé que les taux
anormaux des parametres sanguins et des transaminases sont liés a la nécrose des hépatocytes.

Nous avons constaté une diminution du taux d’hématocrites, du nombre de globules
rouges, des globules blancs ainsi que celui des plaquettes. Ce qui explique lI'anémie
hémolytique conséquente. Les résultats hématologiques obtenus ont révélé également une
augmentation non significative de I'némoglobine, Ce qui concorde avec les résultats observés
chez la souris traitée a un melange de pesticides comprenant du Mancozebe trouves par (Hore
et al, 1997) ont trouvé que les rats exposes au mancozebe provoque un type d'anémie
normocytaire. Des études confirment que I'exposition que la diminution des globules blancs
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peut étre due a I'immunotoxicité des pesticides, qui a montré une lymphocytose suite a une
toxicite par les pesticides. De plus il est fort probable que les pesticides diminuent I'immunité
non spécifique (Koprucu et al, 2006).

Nos résultats ont montré une augmentation non significative des concentrations du
cholesterol et des triglycérides du sérum chez les rats traités, par rapport au témoin. Nos
résultats concordent avec ceux trouvés par Terada et al, (1998). L'élévation de la
concentration du cholestérol total sérique peut étre due a I'augmentation de la production des
acides gras.

Les principales enzymes analysées en routine pour évaluer la fonction hépatique sont
I'alanine aminotransférase (ALAT ou GPT), l'aspartate amino transférase (ASAT ou GOT),
sont des enzymes qui reflétent une lésion cellulaire, en particulier au niveau du foie nous,
remarguons une augmentation non significative. Ces résultats peuvent étre

Expliqués par les effets toxiques de vacomil sur la fonction hépatique, cette augmentation des

enzymes transaminase témoigne d'une 1ésion cellulaire dans le foie, le cceur, les muscles ou
les reins (Brakch et Kesseler, 2011)

D'un autre c6té, nous avons constaté une augmentation non significative dans la
concentration du glucose chez les rats traités au vacomil. Cette augmentation il est
probablement dd a des accélérations dans le catabolisme du glycogene hépatique. Ces
résultats sont en accord avec d'autres chercheurs utilisant d'autres pesticides (kumar et al,
2009 ; Ksheerasagar et al, 2006 ; Yousef et al, 2006).
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Chapitre 5:

Résultats & discussion des
pigeons



RESULTATS

5.1. Variation du poids corporel des animaux

Les résultats des pigeons exposés a deux doses de Vacomil (2 mg /1 et4 mg/ ) pendant 35
jours ont été présentés dans les figures 1-6. La masse corporelle totale moyenne a varié le
long de la période expérimentale en fonction des traitements, ou la réduction importante a été
observée a la dose de 2 (245,09 £ 122,22 g) a la fin de I'expérience (fig42). D'autre part, chez
le témoin et la dose 1 (2 mg / | de VVacomil), le poids corporel moyen varie légérement le long
de la période expérimentale.
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Fig42. Poids corporal moyen (g) chez les pigeons traités par le vacomil.

5.2 .Variation du poids des organes

Certains changements dans les poids du foie, de la rate, les testicules et le ceeur, accompagné
d'une légére variation dans le poids du cerveau ont été observées aprés le sacrifice des pigeons
(fig43).

Les poids des testicules a Iégérement diminué chez les pigeons traités avec la faible dose de 2
mg / | Vacomil. A l'inverse, une diminution du poids du foie chez les pigeons des 2 doses de
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Vacomil pour atteindre des valeurs de 5,65 + 1,28 + 6,06 g et 0,33 g, respectivement. Le poids
du coeur est plus élevée chez les oiseaux intoxiqués avec le fongicide a celle du contrdle.
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Fig43. Poids moyen des organes (g) chez les pigeons traités par le vacomil.

5.3 .Variation du taux de thyroxine

Le niveau de la thyroxine a varié le long de la période expérimentale en fonction de la dose de
fongicide et également en fonction du programme photopériodique (fig. 44). Dés la premiére
semaine, le niveau moyen de la T4 était plus faible chez les pigeons des groupes traités par
rapport au témoin. En revanche, a la fin de la cinquiéme semaine, I'effet inverse est observé
lorsque les taux de thyroxine étaient plus élevés chez les pigeons exposés aux fongicides.
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Fig. 44 : Concentration moyenne de thyroxine (ng/dl) chez les pigeons traités par le vacomil.

5.4 Variation du quelques parametres biochimique
5.4.1. Glucose

Pendant la premiere semaine, la concentration de glucose plasmatique était legérement plus
faible chez les oiseaux de dose 1 et plus élevée chez les oiseaux de dose 2. Toutefois, a partir
de la troisieme semaine, le taux de glucose était en déclin chez les oiseaux exposés au
fongicide, mais cette baisse a été dans le niveau physiologique (fig45).

1,2 - m Control
1 mDl1
mD2
= 038
2
3 06
(&)
=]
O 04
0,2
0 Weeks

Fig45 : Concentration moyenne de glucose (g/l) chez les pigeons traités par le vacomil.

5.4.2. Triglycérides

Au début, le niveau de triglycérides était le méme dans tous les lots. Puis, il a Iégerement
diminué chez les pigeons de D 1 et a augmenté dans la D 2 a la fin de I'expérience (Fig46).
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Fig46 : Concentration moyenne des triglycérides (g/l) chez les pigeons traités par le vacomil.
5.4.3. Cholestérol

La concentration du cholestérol était la méme chez les pigeons de D 1 et D 2 pendant la
premiére semaine (Fig47). En outre, il y avait une réduction remarquable du taux de
cholestérol au cours de la cinquiéme semaine dans les deux groupes traités.
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Fig47. Concentration moyenne de cholestérol (g/l) chez les pigeons traités par le vacomil.
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ISCUSSION

Dans ce travail, il semble que la photopériode longue associée a une exposition a vacomil, ont
perturbé la fonction de reproduction chez les pigeons méles. Dans la premiére période, il
semble que certaines variations du poids corporel ont été enregistrées chez les oiseaux des
trois groupes. De telles variations sont probablement liées ni a la photopériode appliquée, ni a
I'exposition a vacomil, mais il pourrait dépendre des conditions de laboratoire d'élevage et
aussi a la concurrence entre les individus. Il a été observé dans ce contexte, un comportement
agressif, ou certaines blessures ont été notées au niveau des tétes, méme pour les oiseaux du
groupe témoin. Cette compétition a également une origine nutritionnelle, ce qui permet
d'observer des differences dans le poids corporel des individus chez tous les groupes (Hahn et
MacDougall-Shackleton, 2008). En outre, il y avait une forte relation négative entre la
concentration des polluants organiques persistants (POP) et le taux de croissance chez le top
oiseaux prédateurs (Bustnes et al, 2015).

Le poids des organes ont également varié en fonction de la dose et le programme
photopériodique appliqué. De cette maniére, la diminution du poids hépatique des oiseaux
exposeés au fongicide a peut-étre deux origines; un est lié au mécanisme de detoxification des
hépatocytes, qui a épuisé les sources d'énergie de glycogene stockés dans cet organe (Beebe
et al, 2005). La deuxieme origine venait de l'intoxication directe de fongicide sur le foie,
provoquant cependant une destruction des hépatocytes. L'augmentation du poids du foie a été
accompagneée d'une tumeur chez la souris (Quest et al, 1993).

La deuxiéme observation a eu une légére augmentation du poids du ceeur des oiseaux
traités avec la dose de 2, mais le poids du cerveau et de la rate n'a pas été affectée par le
fongicide.

Le poids des testicules a légerement diminué apres avoir été exposes a la dose de 1
avec un programme de photopériode (20 L: 04 D). Chez les oiseaux, le poids des gonades
sont affectées durant le démarrage de la reproduction saisonniére, ce qui se traduit par une
augmentation du volume des testicules. 1l semble que vacomil a inhibé les modifications
histologiques et cellulaires des testicules nécessaires au début de la saison sexuelle. Le
programme de photopériode appliqué sur les oiseaux recevant la dose 1 et 2 était attendu pour
augmenter le poids des testicules beaucoup plus que celle du témoin, comme il a été rapporté
plus tét que la lumiére pourrait stimuler le volume des testicules (Follet et Maung, 1978). Ce
résultat est en ligne avec celle de (Mallem et al, (2007) qui ont utilisé un autre fongicide
(manébe) et a observé une diminution du poids des testicules, de sorte les testicules sont des
organes cibles pour les fongicides (Kojima et al, 1992).
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Le poids de la rate n'a pas été modifié chez les 3 groupes le long de la période
expérimentale. La rate est le site de sang rouge détruite, et donc la présence de forte dose de
fongicide pourrait étre a l'origine de I'activité splénique €levée, conduisant a une
augmentation de son poids.

L'implication des hormones thyroidiennes dans la régulation de la reproduction
saisonniére a été démontrée dans de nombreuses especes d'oiseaux (Nicholls et al, 1988). De
cette maniére, thyroidectomie inhibent la phase réfractaire dans les espéces étudiées comme
celui de la caille japonaise et les étourneaux (Boulakoud, 1990). Les résultats issus de cette
étude montrent que vacomil a provoqué une diminution du niveau de la thyroxine au cours de
la deuxiéme et de la troisieme semaine, mais elle a augmenté a la fin de la cinquieme semaine,
par les deux doses. Ces résultats sont en accord avec celle de la concentration en glucose, qui
a été reduite a la fin de I'expérience.

Par conséquent, la thyroxine est une hormone de production d'énergie, ou il catabolise
des nutriments, y compris le glucose. En conséquence, afin de réaliser un cycle complet, le
niveau de thyroxine devrait étre élevé (Lechkheb, 2010). Les oiseaux se reproduisant sur le
site contaminé ont connu les plus hauts niveaux d’hormones de stress et les parameétres du
stress oxydatif, accompagné avec des taux d'immunoglobulines plus bas par rapport aux sites
non contaminés (Bourgeon et al, 2012)

La concentration de triglycérides était Iégerement plus faible chez les oiseaux de dose
1, ce qui pourrait confirmer le role oxydant de la thyroxine. D'autre part, I'augmentation
remarquable des triglycérides plasmatique d'oiseaux exposés a la dose de 2 a celle de témoin
est peut-étre due a l'inhibition des enzymes responsables de I'nydrolyse des triglycerides.

Il'y avait dans I'étude actuelle, une faible variation de la concentration des triglycérides
et du cholestérol des pigeons exposés a une forte dose de vacomil a la fin de la période
expérimente. Récemment, aucune corrélation n'a été établie entre la concentration de
polluants organiques persistants chez les oiseaux des zones géographiques distinctes de
I'Atlantique Nord et les parameétres plasmatiques sanguins, y compris le cholestérol (Sonne et
al, 2013). En outre, les contaminants organohalogénés plasmatiques étaient positivement
corrélés avec le niveau de cholestérol plasmatique chez deux d’espéces d’aigle au cours de
trois saisons de reproduction consécutives (Sonne et al, 2012).
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RESUME

L'utilisation de fongicides a augmente au fil des années afin d'améliorer le rendement de
nombreuses cultures. Notre travail a été réalisé pour étudier les effets secondaires possibles
par I'application d'un fongicide par gavage portant le nom "Vacomil plus 50' sur les parameétres
hématologiques, biochimiques et reproductifs chez les males du lapin domestique
Oryctolagus cuniculus (27,5 mg/kg/J et 55 mg/kg/J, le rat Wistar (7,55mg//Kg/j) et le pigeon
Columba livia (2 mg/L et 4 mg/L). Le fongicide a été appliqué par gavage pendant une
période de 3 semaines, et les résultats ont été comparés aux témoins comme suit :

Chez les lapins :

- Une augmentation non significative de la masse corporelle chez tous les deux groupes
traités, une augmentation dans la masse hépatique (dose 1) et une diminution dans le
poids testiculaire (dose 1).

- Une diminution significative de la concentration des spermatozoides (dose 1 et 2).
- Une légeére diminution dans la mobilité des spermatozoides (dose 1 et 2).
- Une diminution significative de la vitalité des spermatozoide (dose 1).

- Des variations non significatives dans le taux des RBC, HGB, HCT, PLT, WBC, et les
LYM.

- Une absence totale des Granulocytes dans les deux doses comparées au témoin.

- Une augmentation hautement significative de I’activité de la TGO et de la TGP chez les
individus de la dose 1, et non significative dans la dose 2.

- Une diminution non significative de la concentration du glucose, les triglycérides chez
les lapins exposés aux deux doses.

- Une diminution significative de la concentration du cholestérol chez les individus de la
dose 1 et 2.

- Une diminution non significative de la concentration de la testostérone et de la LH chez
les individus exposés aux deux doses.
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Chez les rats :
- Aucun changement dans le poids corporel du groupe traité n’a été noté.
- Le vacomil n’a pas modifi¢ le poids du foie et des testicules.

- Des variations faibles dans le taux des globules rouges, les globules blancs, I’hématocrite,
I'hnémoglobine et les plaquettes ont été observées.

-Des variations non significatives du taux du cholestérol, le glucose, les triglycérides et
I’activité enzymatique de la TGP et la TGO chez les groupes traités au vacomil ont été notées.

- I a été constaté de notre étude que le Vacomil a un effet sur les caractéristiques de
reproduction (diminution de la concentration et de la vitalité et de la vitesse et de la mobilité
des spermatozoides), conduisant a une baisse du taux de fécondité.

Chez les pigeons :

Les résultats ont montré une légére augmentation du poids corporel des pigeons traités par le
fongicide pendant la durée de I'expérience, mais il a diminué chez les pigeons de la dose 2 au
cours de la derniere semaine.

Le poids du foie a été réduit dans les deux doses de vacomil, alors que celles des testicules ont
été réduites que chez les pigeons traités avec la dose faible.

Les pigeons traités avec le fongicide ont montré une variation étroite de la concentration de la
thyroxine pendant toute I'expérience, mais la concentration a été renversé a la fin de la
cinquiéme semaine.

Par rapport au témoin, le niveau de glucose a diminué a partir de la deuxiéeme semaine, a
I'exception de la cinquieme semaine, ou il était presque identique a celle du témoin.

La cinquieme semaine a montré une augmentation non significative du taux de triglycérides
chez le groupe exposé a la dose 2, aprés qu'il était plus faible dans les deux doses au début de
I'expérience.

La concentration du cholestérol a été affectée négativement par les deux doses au cours de la
période d'essai par rapport au témoin.
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ABSTRACT

The use of fungicides has increased over the years in order to improve the yield of many
crops. In this aspect, the possible side effects of “Vacomil plus 50’ on the hematologic,
biochemical and reproductive markers of male rabbit Oryctolagus cuniculus (27.5 mg/kg/day
and 55 mg/kg/day, the rat Wistar (7.55mg//Kg/day) and the pigeon Columba livia (2 mg/L
and 4 mg/L). The molecule was applied by gavage during 3 weeks, and the results were
compared with the controls as follows:

In rabbits:

- A non-significant increase in body weight of treated rabbits compared to the controls, an
increase in liver weight and a decrease in testicular weight.

- A significant decrease in sperm concentration (dose 1 and 2).

- A slight decrease in sperm motility (dose 1 and 2).

- A significant decrease in the vitality of sperm (1 dose).

- A non-significant variations in the rate of RBC, HGB, HCT, PLT, WBC, and LYM.
- A Total absence of granulocytes in both doses compared to the control.

- A Highly significant increase in the activity of AST and ALT of groups exposed to dose 1,
and not significant in dose 2.

- A non-significant decrease of the concentration of glucose, triglycerides in rabbits exposed
to the two doses.

- A Significant decrease in the concentration of cholesterol in the individuals of the dose 1
and 2.

- A non-significant decrease in the concentration of testosterone and LH in rabbits exposed to
the two doses.

In rats:
- No real change in the body weight of the treated group was noted.
- The vacomil did not change the weight of liver and testes.

- Slight variations in the level of red blood cells, white blood cells, hematocrit, hemoglobin,
and platelets were observed.
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- Slight variations in the level of cholesterol, glucose, triglycerides, and the enzymatic activity
of the AST and ALT in the treated groups were noted.

- It was found in our study that the fungicide affects the reproductive characteristics (decrease
in the concentration, vitality, speed and mobility of sperm), leading to a decline in the fertility
rate.

In pigeons:

Results have showed slight increase in total body weight of pigeons treated with the fungicide
during the period of the experiment, but it decreased in pigeons of dose 2 during the last
week. Liver weight was reduced in both doses of vacomil, whereas those of testes were
decreased only in pigeons treated with the weak dose.

Pigeons treated with fungicide have showed a narrow variation in thyroxine concentration
throughout the experiment, but the concentration was overturned at the end of the fifth week.

Compared to the control, glucose level has declined from the second week, except the fifth
week where it was almost the same as that of the control.

The fifth week has showed a non-significant in the level of triglycerides in the group exposed
to dose 2, after it was lower in both doses at the beginning of the experiment.

The concentration of cholesterol has been affected negatively by both doses during the
experimental period when compared to the control.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

On conclut que I’effet du fongicide Vacomil se répercute sur I’ensemble des parameétres
biologiques, il agit en tant que perturbateur endocrinien en provoquant des trouble dans le
systeme hormonal et particulierement sur la synthese des androgenes, affecte les paramétres
biochimique qui participe a la synthése de ces derniers, ainsi que le systeme immunitaire.

L’exposition quotidienne aux pesticides présente un danger chez les personnes qui travaillent
particuliérement dans les domaines agricoles et industriels, mais aussi tous les étres vivant car ils
sont atteints d’une maniére ou d’une autre, donc la recherche des solutions se basent sur la bonne
utilisation de ces substances et la maitrise des doses.

Il a été constaté de notre étude que le VVacomil a un effet sur les caractéristiques de
reproduction (diminution de la concentration, de la vitalité, de la vitesse et de la mobilité des
spermatozoides), conduisant certainement a une baisse du taux de fécondité chez les espéces
étudiées.
Perspective :
Vu I’importance des résultats obtenue a 1’issu de notre étude, il serait intéressent de
poursuivre la recherche afin de bien connaitre :
» Dosage du fongicide VACOMIL PLUS 50 dans I'urée et dans les organes cibles (foie,
reins, testicules, cerveau).
» Approfondir I’étude en réalisant des coupes histologique au niveau du foie, reins,
testicules et ces glandes annexes.
» Evaluation des hormones thyroidiennes associées a une étude histologique de la
thyroide.
» Evaluation des paramétres de stress oxydant vis-a-vis 1’effet toxique du vacomil.
» Et enfin le dosage de certains paramétres de fertilité qui ont une relation avec le

processus de la spermatogenése comme 1’inhibine, I’activine.
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