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Résumé :

L’objectif de ce travail est d’évaluer la toxicité de deux fongicides utilisés seuls ou en
combinaison, le propiconazole et le propineb appartenant aux familles respectives des
triazoles et des dithiocarbamates, et de déterminer les effets toxiques sur les parameétres
hématologiques, hépatiques, rénales et notamment la reproduction.

49 rats males adultes ont été utilisés et répartis en 7 groupes a raison de 7 rats par groupes. Le
groupe témoin (G1) a recu de 1’eau, les autres groupes ont été traités par gavage aux deux
fongicides individuellement aux doses (Propiconazole G2: 60 mg/kg de poids corporel, G3:
150 mg/kg de poids corporel), (Propineb G4: 100 mg/kg de poids corporel, G5: 250 mg/kg de
poids corporel). Les animaux ont été traité au mélanges de la moitié des deux doses de chaque
fongicides (G6: 30 mg/kg de poids corporel de propiconazole + 50 mg/kg de poids corporel
de propineb, G7: 75 mg/kg de poids corporel de propiconazole + 125 mg/kg de poids corporel
de propineb) pendant 28 jours.

Les résultats obtenus a montré que le traitement par les deux fongicides seuls ou en
combinaison dans les conditions expérimentales utilisée a induit une diminution significative
de la masse corporelle chez le groupe traité au propiconazole associée a une diminution de la
consommation d’eau et d’aliment chez plusieurs groupes traités comparés au groupe témoin.
L’¢étude de la masse des organes a indiqué une augmentation de la masse du foie; en revanche
la masse des testicules et de 1’épididyme a significativement diminué. Une perturbation des
parametres hématologiques a été notée toujours chez les groupes traités. Le méme résultat a
été observé dans les parametres biochimiques: acide urique, urée, créatinine, cholestérol,
triglycéride, protéines totaux, transaminases (ASAT, ALAT), phophatase alcaline (PAL), et
albumine. Il semble aussi que traitement par les fongicides utilisés surtout en mélangé ont
affecté la production des spermatozoides se traduisant par une diminution de la concentration,
la mobilité et la vitalité des spermatozoides. L implication de ces fongicides dans le stress
oxydant est peut étre confirmée a travers une augmentation significative de la
malondialdéhyde (MDA) et la glutathion s- transférase (GSH-ST), une réduction significative
de I’activité de glutathion peroxydase (GSH-Px) et une diminution du glutathion (GSH) au
niveau des tissus étudiés (foie et testicules). Sur le plan histopathologique, la microscopie
optique révele une altération tissulaire hépatique, rénale ainsi qu’au niveau des testicules et
de I’épididymes chez les différents groupes traités comparés au groupe témoin.

Mots clés : Fongicides, mélanges, parametres biochimiques, reproduction, stress oxydant,

histologie, rats.



Summary:

This study aims to evaluate the toxic effects of two commonly used pesticides, alone or as a
mixture, propiconazole and propineb respectively from the triazole and dithiocarbamate
families and to determine the possible changes on the parameters of hematological, hepatic,
renal and reproductive function.

49 adult male rats were divided into 7 groups of 7 rats each, the control group received water
whereas the other groups were exposed to both individual pesticides (Propiconazole G2: 60
mg/kg body weight, G3: 150 mg/kg body weight), (Propineb G4: 100 mg/kg body weight,
G5: 250 mg/kg body weight) as well as the lower dose mixture (G6: 30 mg/kg body weight of
propiconazole + 50 mg/kg body weight of propineb, G7: 75 mg/kg body weight of
propiconazole + 125 mg/kg of propineb), and that throughout the 4 weeks experimental
period.

The results obtained showed that the treatment with the two fungicides alone or in
combination under the experimental conditions used induced a significant decrease in the
body mass in the group treated with propiconazole and associated with a decrease in the
consumption of water and food in several treated groups compared to the control group. The
study of the mass of the organs indicated an increase in the mass of the liver; On the other
hand, the mass of the testicles and of the epididymis decreased significantly. Disruption of
haematological parameters was noted in the treated groups. The same result was observed in
biochemical parameters: uric acid, urea, creatinine, cholesterol, triglyceride, total proteins,
transaminases (ASAT, ALAT), alkaline phosphatase (PAL), and albumin. It also appears that
treatment by fungicides used mainly in mixture, affected sperm production resulting in
decreased concentration, mobility and viability of the spermatozoa. The involvement of these
fungicides in oxidative stress can be confirmed by a significant increase in Malondialdehyde
(MDA) and glutathione s-transferase (GSH-ST), a significant reduction in glutathione
peroxidase (GSH-Px) activity, and A decrease in glutathione (GSH) in the tissues studied
(liver and testes). Histopathologically, optical microscopy reveals hepatic, renal, testicular and

epididymis tissue damage in the different treated groups compared to the control.

Key words: Fungicides, mixtures, biochemical parameters, reproduction, oxidative stress,

histology, rats.
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Liste des abréviations

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ALAT : Alanine aminotransférase

ASAT : Aspartate aminotransférase

BSA : Bis (triméthylsilyl) acétamide

CAT : Catalase

CDNB : 1-chloro, 2.4-dinitrobenzéne

Cu/Zn-SOD : Superoxyde dismutase

DSENO ou NOAEI : Dose Sans Effet Nocif Observé
DTNB : Acide 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoique) ou réactif d’Ellman
EDTA : Ethyléne diamine tétra-acétique

FAO : Organisation Mondiale pour I’ Alimentation et I’ Agriculture
GB : Globule blanc

GPx : Glutathion peroxydase

GR : Globule rouge

GR : Glutathion réductase

GSH : Glutathion réduit

H2 Oz : Peroxyde d’hydrogéne

H2S04: Acide sulfurique

Hb : Hémoglobine

HT : Hématocrite

LDH : Lactate déshydrogénase

LDL : Lipoprotéines de densité 1égere

LMR : limites maximales de résidus

LOOe : Radical peroxyle lipidique

LOOH : Hydroperoxyle lipidique



LY : Lymphocyte

MDA : Malondialdéhyde

NaCl : Chlorurer de sodium

NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit
PAL : Phosphatase alcaline

PLT : Plaquettes

-SH : Groupement sulfthydrile

TBA : Acide thiobarbéturique

TCA : Acide trichloroacétique.

UIPP : Union des industries de la protection des plantes
USDA : United States Department of Agriculture
Unités/Divers

°C : Degré Celcius

DO : Densité optique

mol : Mole

pH : Potentiel hydrogene

U/l : Unité internationale/litre

ul : Microlitre

pug/L : Microgramme/litre
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Introduction générale

L’homme cultive les plantes pour se nourrir depuis I’antiquité. Dés lors I’agriculture a été
soumise a I’usage de produits phytopharmaceutiques afin de garantir la qualité et la quantité
des récoltes face aux ravageurs naturels (animaux, végétaux et micro-organismes). Ces
substances, dans un premier temps naturelles, ont ensuite suivi I’essor de la chimie
industrielle au cours de la Seconde Guerre Mondiale (Gatignol & Etienne, 2010). La
population mondiale a doublé depuis 1950 et paradoxalement la surface des terres cultivées
pour la nourrir n’a augmenté que de 10%. Ces terres subissent de trés fortes pressions pour
produire des aliments bon marché, et les sols s’en trouvent de plus en plus appauvris en
nutriments. L utilisation massive d’intrants (engrais et pesticides) n’est qu’un « pansement »

qui tente de cacher les plaies profondes de I’agriculture intensive (Greenpeace, 2015).

Les pesticides de synthése sont largement utilisés dans le monde entier depuis les années
1950. Au fil du temps, ces produits chimiques ont envahi notre environnement, a la fois en

raison de leur utilisation massive mais aussi, dans certains cas, de leur persistance.

En raison de cette persistance, et des risques potentiels pour la faune et la flore, les recherches
sur les impacts des pesticides se sont multipliées au cours des 30 derniéres années (Kohler et
Triebskorn, 2013). Désormais, il apparait clairement que ces impacts sont variés et de grande
ampleur. En outre, la compréhension scientifique des consequences pour la santé humaine et
des mécanismes d’action des pesticides ont rapidement progressé. Des études ont notamment
mis en évidence des liens entre exposition aux pesticides et risques accrus principalement
hématopoiétique, d’hépatotoxicité et immunotoxique (Purdue et al., 2007; Mahajan et al.,
2006; Ruder et al., 2006); ainsi que des troubles du développement, des détériorations des
fonctions neurologiques (Liu et al., 2003; Baldi et al., 2003; Alavanja et al., 2004; Chade et
al., 2006), et de déficiences immunitaires (Colosio et al., 2005) voire de certains cancers
(Mendola et al., 2002).

D’apres I’Institut National de la Protection des Végétaux (INPV), plus de 480 pesticides sont
homologués et commercialisés en Algérie, sous I’euphémisme admis : « pesticides a usage
agricole». Ces derniers, se répandent de plus en plus avec le développement de I’agriculture.
Actuellement dans notre pays, le dispositif de déclaration des cas d’intoxications par les
pesticides, mis en place par le Ministere de la Santé en Mai 2004, a permis d’enregistrer
quelques dizaines de cas de contaminations accidentelles résultant de la manipulation des

pesticides au cours des opérations de lutte antiacridienne. Par ailleurs, les laboratoires
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nationaux analysent rarement les produits alimentaires pour determiner leur contenance en
pesticide et cela par défaut d’équipements appropriés. Tout comme le suivi et la gestion de
ces produits toxiques qui échappent totalement au contréle publique (Bouziani, 2007). Puis
encore, des pesticides interdits de commercialisation et d’usage dans I’Union Européenne

depuis les années 70 existent encore en Algérie (Merhi, 2008).

Puisque, il reste trés difficile a prouver de fagcon incontestable que I’exposition a un pesticide
donné entraine une maladie ou un état pathologique chez I’étre humain. Tous les groupes de
population humaine sont, d’une fagon ou d’une autre, exposés aux pesticides, et la plupart des
pathologies ont de multiples causes ce qui complique les évaluations sanitaires (Meyer-Baron
et al., 2015). De plus, la plupart des personnes sont exposées a des cocktails chimiques
complexes, qui évoluent sans cesse et ne comportent pas que des pesticides. En realité, les
pesticides sont une des composantes d’un lourd fardeau toxique que nous portons au

quotidien, par le biais de plusieurs voies d’exposition.

Un des enjeux majeurs de la toxicologie environnementale concerne la problématique des
effets des mélanges de substances chimiques auxquels les agriculteurs ou la population
générale peuvent étre exposes au travers de leur alimentation et de leur environnement au sens
large (Inserm, 2013). La question des faibles doses et de la chronicité des expositions en
constitue un autre, tout aussi importante. Cela est bien illustré par les pesticides qui sont
retrouvés sous forme de « cocktails » dans la majorité des denrées alimentaires mais
également dans tous les milieux naturels (Kortenkamp, 2008; European Commission, 2011).
Les effets toxiques de ces cocktails sont particulierement mal compris, méme s’il est reconnu
que certaines substances peuvent agir en synergie et créer ensemble un effet plus important
que celui de chaque composant pris individuellement (Reffstrup et al., 2010). Il est tres
compliqué d’évaluer la toxicité des mélanges de résidus de pesticides étant donné le nombre

élevé de combinaisons et d’interactions possibles.

Pour prédire le risque d'exposition a faible dose a long terme a un composé de mélange
particulier, les études de toxicité sub-chronique sont presque toujours inestimables pour

évaluer le profil de sécurité des xénobiotiques (Aniagu et al., 2005).

Du fait de cette importance, notre étude s’est portée sur les effets de I’exposition sub-
chronique a deux pesticides fortement utilisés dans le domaine de I’agriculture. Deux

fongicides classés étant des perturbateurs endocriniens, Propiconazole (Pz) et Propineb (Pb)
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des familles des triazoles et dithiocarbamates respectivement sur plusieurs parametres

physiologiques et notamment la reproduction chez le rat male Wistar.
Ce manuscrit est divisé en trois grandes parties ;

- La premiére partie consiste a une étude bibliographique sur les pesticides en générale et les

effets de ces composés utilisés seuls puis en mélange basée sur de récentes études.

- Dans la deuxiéme partie nous avons développé les méthodes utilisées dans I’étude des effets
des pesticides utilisés seul ou en combinaison sur la fonction hématologique, hépatique,
rénale et la reproduction chez le modeéle biologique choisi, le rat Wistar. Cette partie fait le

détail sur le cheminement suivi et fixe le protocole qui a abouti aux résultats obtenus.

- La troisiéme partie est enfin consacrée aux résultats obtenus ; une discussion génerale est
engagée et les perspectives de notre travail sont clarifiées. Dans cette partie, nos resultats sont
largement commentés et des comparaisons sont faites par rapport aux recherches antérieures

qui font référence dans le domaine.
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I. Etude bibliographique sur les pesticides
1. Les pesticides dans I’agriculture
1.1. Définition et classification “’Que sont les pesticides?’’

‘Pesticide’ ou action de tuer un nuisible. Les pesticides chimiques de synthése sont des
substances chimiques ou des mélanges de substances destinés a lutter contre les nuisibles tels
que les insectes, les champignons, les moisissures ou les mauvaises herbes. Les substances
utilisées sont également connues sous le nom de « produits de protection des plantes » ou «

produits phytosanitaires ».

I1s sont le plus souvent classés en fonction des nuisibles visés, sous les catégories suivantes

par exemple :

e Insecticides, pour lutter contre les insectes nuisibles
e Herbicides, pour lutter contre les mauvaises herbes

e Fongicides, pour lutter contre les champignons

Ces catégories regroupent un grand nombre d’ingrédients actifs individuels, de préparations et
de marques. Les pesticides peuvent également étre classés en fonction de leur famille
chimique, dans les catégories des organophosphorés (OPP), des organochlorés (OCP), des

carbamates et des néonicotinoides, par exemple (Greenpeace, 2015).
1.2. Les différentes familles de pesticides
* Les pesticides organochlorés (OCP)

Utilisés a des fins agricoles ou de santé¢ publique depuis 1950, bien que [’utilisation de
certains d’entre eux ait fait I’objet de restrictions ou d’interdictions, en raison de leur toxicité
avérée pour les especes non ciblées, notamment pour les humains. Certains pesticides
organochlorés sont des composés trés stables et, de fait, extrémement persistants dans
I’environnement, en raison de leur résistance aux processus naturels de dégradation. C’est
pourquoi un certain nombre d’entre eux ont été classés parmi les polluants organiques
persistants dans le cadre de la Convention de Stockholm de 2001. Bien que le niveau de
présence dans I’environnement de certains composés organochlorés ait diminué¢ au fil des

années, nombre d’entre eux contaminent encore une grande partie des compartiments de
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I’écosysteme, tels que les sols, les sédiments des rivieres, les s€diments marins cotiers, et

méme les eaux profondes et les pdles (Willet et al., 1998).

Les principaux OCP comprennent notamment le tétrachlorure de carbone, le chlordane, le
DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane), le DDE (dichlorodiphényldichloroéthyléne), la
dieldrine, I’heptachlore, le béta HCH et le gamma HCH.

* Les pesticides organophosphorés (OPP)

Les propriétés insecticides de certains composés organophosphorés ont été découvertes lors
de recherches militaires sur les gaz innervant et, depuis la seconde guerre mondiale, de
nombreux pesticides organophosphorés (OPP) ont été commercialisés a des fins agricoles.
Les OPP regroupent une large gamme de structures chimiques. Leur mode de toxicité les rend
efficaces en tant que pesticides, car les produits chimiques qu’ils contiennent inhibent une
enzyme (I’acétylcholinestérase) primordiale pour le systéme nerveux central et périphérique,
une propriété qui explique également en partie leur toxicité pour les especes non-ciblées

(Greenpeace, 2015).

Les principaux OPP regroupent 1’acéphate, le chlorpyrifos, le coumaphos, le diazinon, le

dichlorvos, le fonofos, le parathion, le malathion, le parathion méthyl et le phosmet.
* Les carbamates

Ils sont généralement neurotoxiques et ils inhibent également I’acétylcholinestérase. Certains
ont été associés a des effets négatifs sur le développement humain, notamment chez les bébés

et les enfants (Morais et al., 2012).

Les principaux carbamates comprennent notamment 1’aldicarbe, le carbaryl, le propineb, le
méthiocarbe, le pirimicarbe, le manebe, le mancozebe (des dithiocarbamates) et ’EPTC

(éthyl-S-dipropyl thiocarbamate) (un thiocarbamate).
* Les pyréthrinoides de synthése

Ils perturbent la signalisation cellulaire (canaux ioniques). Certains ont été associés a des
effets néfastes sur les fonctions reproductives males et sont suspectés d’étre des perturbateurs

endocriniens (qui affectent les fonctions hormonales) (Koureas et al., 2012).

Les principaux pyréthrinoides comprennent notamment la cyhalothrine, la cyperméthrine,

la deltaméthrine et la perméthrine.
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 Les néonicotinoides

Ils sont une nouvelle famille de pesticides comprenant notamment I’imidaclopride, qui a été
commercialisée pour la premicre fois en 1985. Ces substances présentent une structure trés
semblable a celle de la nicotine, et bloquent certains passages de signalisation des cellules. Ils
ont ¢galement des effets néfastes sur le développement neurologique (Kimura-Kuroda et al.,
2012). L’Union européenne a mis en place des restrictions concernant 1’utilisation de ces

substances, du fait de leur toxicité suspectée pour les abeilles sauvages et domestiques.

Les principaux néonicotinoides comprennent notamment la clothianidine, 1’imidaclopride et

le thiaméthoxame.
* Les chloroacétamides

Ils peuvent provoquer des anomalies du développement. L’utilisation de 1’alachlore et du

métolachlore n’est plus autorisée par I’UE (Greenpeace, 2015).
* Le paraquat

I1 s’agit d’un herbicide neurotoxique qui inhibe la photosynthése. Son utilisation n’est plus

autorisée par I’'UE (Greenpeace, 2015).
* Le glyphosate

L’un des composants actifs du Roundup entre autres, il agit comme inhibiteur d’une enzyme
spécifique chez les plantes. Bien que son impact sur la santé fasse encore débat, le Centre
international de recherche sur le Cancer (IARC) a récemment classé le glyphosate dans le
groupe 2, c¢’est a dire « probablement cancérogene pour I’homme » (Guyton et al., 2015).. Le
glyphosate présente également un risque de perturbation endocrinienne sur des lignées
cellulaires humaines et peut avoir des effets néfastes sur le systéme reproducteur (Gasnier et
al.. 2009; Cassault-Meyer et al., 2014). Cette substance est largement utilisée dans le monde
entier et constitue I’ingrédient actif de plus de 750 produits utilisés dans les domaines de
I’agriculture et de ’entretien des foréts, ainsi qu’en milieu urbain et dans le cadre domestique.
Son utilisation a considérablement augmenté dans le cadre des cultures « Roundup Ready »,

qui sont génétiquement modifiées pour étre résistantes au glyphosate.
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* Autres pesticides a la structure chimique variable

Il existe également d’autres pesticides dont 1’utilisation est autorisée par 1’Union européenne
et qui sont également utilisés ailleurs dans le monde, tels que I’abamectine (également connue
sous le nom d’avermectine), 1’azoxystrobine, le boscalid, le captane, le cyprodinil, le
dicamba, le dinitrol, le fipronil, la pendiméthaline et le pyriméthanil. D’autres substances
existent, dont I’utilisation n’est pas autorisée par I’UE (mais qui peuvent néanmois é&tre
autorisées ailleurs), dont notamment le bénomyl, le sulfure de carbone, le dibromure
d’éthylene (1,2-dibromoéthane), I’imazéthapyr et la trifluraline. Le diéthyltoluamide (DEET),
utilis¢ comme un répulsif anti-moustique et pour ses effets synergiques dans certaines
formulations de pesticides (dont les carbamates), n’est pas mentionné dans la réglementation

européenne (Greenpeace, 2015).
1.3. Utilité et utilisation des pesticides dans le monde et en Algérie

Dans la nature, de nombreuses agressions peuvent faire obstacle au bon développement des

plantes : insectes ravageurs, maladies (champignons, bactéries, virus), mauvaises herbes...
Les produits phytopharmaceutiques sont utiles car ils permettent de lutter, si besoin :

* Contre les maladies des plantes avec des fongicides,

* Contre les mauvaises herbes avec des herbicides,

* Contre les insectes ravageurs avec des insecticides.

Du fait de la mondialisation des échanges, la pression des organismes nuisibles est en

constante évolution.

A titre d’exemple, plus de 41 nouvelles especes d’insectes ravageurs sont apparues entre 2000
et 2005 sur le territoire francais ; parmi elles Diabrotica virgifera (la chrysomele du mais) et

plusieurs especes de cochenilles et de thrips (UIPP, 2010).

La FAO (Organisation Mondiale pour I’Alimentation et 1’Agriculture) a réalisé des
estimations de 1’impact de 1’absence de traitements phytopharmaceutiques sur différentes
productions. Le graphique ci-dessous fait apparaitre les rendements mondiaux moyens

calculés par la FAO avec ou sans produits phytopharmaceutiques.
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Figure 01. Estimation des rendements mondiaux moyens selon 1’utilisation ou non de

produits phytopharmaceutiques, par rapport au rendement maximal (FAO, 2010).

Toujours selon la FAO, les besoins alimentaires mondiaux vont augmenter de 50 % d’ici a
2030. Les stocks alimentaires sont en baisse, d’autant que les pratiques alimentaires se
diversifient, avec une consommation de viande en croissance et une hausse corrélative des
besoins en récoltes végétales pour 1’alimentation animale. Par ailleurs, aux débouchés
alimentaires, textiles et industriels s’ajoutent les utilisations énergétiques des productions

agricoles. En conséquence, les stocks de céréales ont diminué de plus de 40 % depuis 2000.
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Figure 02. Evaluation de la demande mondiale en produits végétaux agricoles (En milliards

de tonnes) (USDA, 2010).

Six fois, au cours des sept derniéres années (période 2000-2007), la production céréalicre
mondiale a été inférieure a la consommation. Il a alors fallu puiser dans les stocks, lesquels
reculent. A cet égard, la FAO lance des alertes sur les « risques croissants » pour la sécurité
alimentaire mondiale : « nous produisons moins que nous consommons : « on mange les
stocks ». En Europe, selon les mémes sources, on estime les stocks de céréales a 1 a 2 mois de
consommation. Ce contexte explique en partie aussi la flambée des cours des maticres

premigéres agricoles observée aujourd’hui.

Ainsi au fur a mesure que la population mondiale augmente, la proportion de terres
cultivables diminue (figure 3), d’ou la nécessité d’accroitre les rendements des cultures pour
répondre a I’accroissement des besoins alimentaires, ce qui incite a accroitre I’utilisation de

produits (FAO, 2002).
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Figure 03. Disponibilité mondiale de la Surface Agricole Utilisée en fonction de 1’évolution

de la population (FAO, 2010).
« Utilisation des pesticides dans le monde

D’apres les données de I’UIPP, les herbicides sont les pesticides les plus utilisés dans le
monde toutes cultures confondues (45.2 % du tonnage mondial en 2010). Apparaissent
ensuite, a utilisation égale, les insecticides (26.1%) et les fongicides (25.9%) (Figure 4). Cette
méme année, le marché européen était de 10584 millions de dollars, devant le marché

asiatique (9994 millions de$) et derriére I'Amérique du nord (7945 millions de $) (Figure 5).
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(Total : 38 316 millions de dollars)

Figure 04. Répartition mondiale des produits phytosanitaires par catégories de produits
utilisés en 2010 (Les produits divers concernent les acaricides, nématicides, rodenticides,

...) (UIPP, 2010).

(Total : 38 316 millions de dollars)

Amérique
latine

Amérique
du Mord

Source : Phillips Mc Dougall AgriServices

Figure 05. Répartition du chiffre d'affaires par région du monde en 2010 (UIPP, 2010).
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» Utilisation des pesticides utilises en Algérie

Le marché algérien en pesticides ne cesse d’augmenter ; en 2010 1’Algérie a importé pour
91.76 millions USD de pesticides en 2011, 81.67 million USD contre 29.78 millions en 2006
(FAOSTAT, 2016).

Pour la seule année de 2006 la quantité de pesticides importés a dépassé les 25000 tonne une

nette augmentation par rapport aux années précédentes (Douane Algérienne, 2010).

Tableau 01. Marché des pesticides en Algérie en million de dollars entre 2006 et 2012
(FAOSTAT, 2016).

Année 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Valeurs 29,788 49,376 77,092 65,856 59,648 81,672 91,76
M$)
30000 -
25000 -
20000 -
15000 -
10000 - B Quantité (T)
0 =1 T T T T T
CIC R R S A
ARA: SRR CR: R N
N N N D N D

Figure 06. Quantité des pesticides importés en Algérie en tonnes de 1975 a 2007 (Douane
Algérienne, 2010).

2. Devenir des produits phytosanitaires dans I’environnement

Malgré un souci croissant de protection de 1’environnement, lors de 1’utilisation des produits
phytosanitaires, une certaine quantité de ces substances se retrouve dans I’environnement,

principalement dans ’air par dérive sous forme de gouttelettes ou sur le sol (Pimentel, 1995).
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Ils peuvent alors étre soumis a différents processus (Figure 7) (Lissalde, 2010):
- la photo-dégradation (Marcheterre et al., 1988) ;

- la dégradation par le phénoméne d’hydrolyse aqueuse (Wolfe et al., 1990) ou de

biodégradation grace aux micro-organismes présents dans le sol (Colin, 2000) ;

- la rétention dans le sol jusqu’a la formation de résidus liés (adsorption) (par exemple

I’accumulation des fongicides a base de cuivre dans les sols) ;

- le transport vers d’autres compartiments environnementaux par des processus
physicochimiques (volatilisation) ou via un vecteur, 1’eau par lixiviation ou ruissellement ou

les particules de sol (désorption) (Van Der Werf, 1996).

Figure 07. Devenir des pesticides dans I’environnement (Lissalde, 2010).
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3. Les voies d’exposition aux pesticides

Il existe de nombreuses fagons d’étre exposé aux pesticides (figure 8) (Greenpeace, 2015):

DANS L'AIR QUE NOUS RESPIRONS DANS
LES ZONES AGRICOLES OU URBAINES, PENDANT
ET APRES LA PULVERISATION DE PESTICIDES
ET LES PRODUITS UTILISES DANS
) DANS LA LA MAISON OU LE JARDIN
" NOURRITURE QUE
I -, y NOUS MANGEONS

‘ DANS LA POUSSIERE

DE FAGON DIRECTE
SUR LE LIEU DE TRAVAIL
OU DANS L'HABITATION

DANS L'EAU QUE NOUS BUVONS ET QUI, UTILISEE
POUR LAGRICULTURE, PROVOQUE UNE CONTAMINATION

DES SOLS/MAPPES PHREATIQUE
LES PERSONNES OUI NE TRAVAILLENT PAS DANS RS EH RLEY

DES EXPLOITATIONS AGRICOLES OU HORTICOLES ET

NE VIVENT PAS A PROXIMITE SONT PRINCIPALEMENT
EXPOSEES VIA LA NOURRITURE.

Figure 08. Les différentes voies d’exposition aux pesticides (Greenpeace, 2015).
3.1. Exposition via la nourriture

Les aliments cultivés par le biais de 1’agriculture industrielle intensive contiennent
. L . , , n . .
généralement des résidus de pesticides. Des études montrent qu’un méme aliment contient
souvent de nombreux résidus, ce qui fait que nous sommes exposés a ces derniers sous forme
de mélanges ou cocktails (Fenik et al., 2011). Les effets toxiques de ces cocktails sont
particulierement mal compris, méme s’il est reconnu que certaines substances peuvent agir en
synergie et créer ensemble un effet plus important que celui de chaque composant pris

individuellement (Reffstrup et al., 2010).

D’aprés une étude menée par Sutton et al. (2011), aux Etats-Unis le niveau de résidus de
pesticides contenus dans la nourriture est tel que les schémas classiques de consommation
alimentaire peuvent entralner une exposition hautement cumulative de la population aux
pesticides. Ce phénomene semble bien s’appliquer également a d’autres pays et semble
préoccupant étant donné la consommation répétée de pesticides, notamment de substances

lipophiles (solubles dans les corps gras) qui s’accumulent dans le corps jour aprés jour.
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e Les pesticides dans les fruits et legumes
Les pesticides sont largement utilisés dans la production commerciale de fruits et [égumes.

Des résidus des pesticides peuvent persister dans les tissus des aliments cultivés ou a leur
surface lors de leur introduction sur le marché. Depuis de nombreuses années, les
scientifiques ont développé différentes techniques pour quantifier les niveaux de pesticides
dans la nourriture. Leurs résultats suggérent qu’il est nécessaire de surveiller ces niveaux en
continu, afin de s’assurer du mieux possible que les valeurs limites établies pour les résidus de
pesticides ne soient pas dépassées pour les produits vendus sur le marché (Wilkowska and
Biziuk, 2011; Li et al., 2014). La plupart des pays ont mis en place des limites maximales de
résidus (LMR) pour chaque substance, que ce soit au niveau national ou au niveau régional,
au-dela desquelles les aliments sont considérés comme impropres a la consommation
humaine. L’Union européenne a elle aussi défini des LMR qui s’appliquent a tous les pays

membres.

De nombreuses études publiées entre 2007 et 2014 suggerent que les Iégumes, notamment les
légumes a feuilles vertes, et les fruits, tels que les pommes et les raisins, sont généralement
les aliments qui contiennent les niveaux de résidus de pesticides les plus ¢élevés (Bempah et
al.,, 2012; Jardim et al., 2012; Fan et al., 2013; Yuan et al.,, 2014). Certaines preuves
conséquentes indiquent que ces substances sont régulierement présentes sous forme de
mélanges de nombreux résidus et, dans de nombreux cas, a des niveaux supérieurs aux LMR
définies dans certains pays (Latifah et al., 2011; Jardim et al., 2012). Parmi de nombreux
autres pesticides, la cyperméthrine, le chlorpyrifos, I’iprodione, le boscalid, les
dithiocarbamates et I’acéphate sont régulicrement détectés dans la nourriture (Claeys et al.,
2011; Lozowicka et al., 2012; Yuan et al., 2014). Bien que des recherches poussées suggerent
que le fait de nettoyer les 1égumes et de les cuisiner réduise le niveau de certains résidus situés
a la surface, dans certains cas la préparation peut au contraire concentrer les niveaux de

résidus (Keikotlhaile et al., 2010).
e Les pesticides dans le poisson

Une étude sur la pollution par les organoétains dans les environnements marins a déterminé
qu’un composé¢ du triphénylétain (TPT), utilisé en tant que pesticide sur terre, constituait 1’un
des polluants les plus répandus dans les sédiments (Yi et al., 2012). Les composés du

triphénylétain ne sont pas facilement biotransformés par les organismes marins, ce qui
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entraine leur bioaccumulation et potentiellement leur bioamplification par le biais des chaines
alimentaires marines. Les concentrations d’organoétains sont particulierement élevées dans le
sang des personnes consommant de grandes quantités de fruits de mer, et il a été¢ suggéré que
la surveillance réguliére des niveaux de ces substances était nécessaire a des fins de santé

publique (Yi et al., 2012).
e Les pesticides dans les produits animaux

Les animaux d’élevage peuvent également accumuler les pesticides par le biais d’aliments
contaminés et de traitements vétérinaires. Bien que ces substances soient généralement
stockées dans la graisse et les muscles des animaux, on en retrouve également dans le
cerveau, le foie, les poumons et autres abats (LeDoux, 2011). Les insecticides et les acaricides
sont souvent utilisés pour lutter contre les ectoparasites tels que les araignées rouges dans le

cadre de la production avicole (volailles et ceufs).

Certains de ces pesticides s’accumulent dans les muscles, la graisse et le foie des animaux, et
peuvent étre détectés dans les ceufs longtemps aprés que les produits chimiques aient été

¢liminés des autres tissus (Schenck and Donoghue, 2000).

Le lait et les produits laitiers en général contiennent eux aussi de nombreuses substances en
raison de la bioaccumulation et du stockage des pesticides dans les tissus graisseux des
animaux. Ce phénoméne est particulierement inquiétant quand on sait que le lait de vache
constitue souvent un ¢élément de base de 1’alimentation chez I’homme, et qu’il est en grande

partie consomm¢é par les enfants.
3.2. Exposition via les pulvérisations de pesticides en milieux agricole et urbain

Les pesticides pulvérisés sur les terres agricoles et dans les zones urbaines entrent en
suspension et peuvent parcourir de longues distances par les airs. Par exemple, une étude
menée aux Etats-Unis montre que plusieurs pesticides communément utilisés peuvent étre
détectés trés loin des sites ot ils ont été pulvérisés. A des distances allant de 10 m a 150 m du
lieu de pulvérisation des pesticides, des substances telles que le diazinon et le chlorpyrifos affi
chaient encore des niveaux supérieurs aux limites maximales défi nies par le gouvernement
(Sutton et al., 2011). Les personnes vivant dans des zones agricoles sont donc susceptibles

d’étre hautement exposées aux pesticides suite a I’inhalation de la dérive de pulvérisation.
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De la méme fagon, lorsque les pesticides sont pulvérisés dans des parcs, dans des zones
urbaines, ou dans les habitations, les personnes respirant 1’air contaminé peuvent étre

exposees.
3.3. Exposition via la poussiére domestique, la pulvérisation et la terre des jardins

Des études ont montré que la poussiére domestique était contaminée par de nombreux
produits chimiques dont certains pesticides, particulierement ceux utilisés pour lutter contre
les parasites ménagers (Nacher et al., 2010). Les principales substances utilisées pour lutter
contre les insectes dans le cadre domestique sont des pyréthrinoides tels que la perméthrine et
la cyfl uthrine, et dans certains cas le chlorpyrifos. L’ingestion, I’inhalation et le contact avec
la peau de poussiére contaminée peuvent mener a une exposition continue et variée aux
pesticides (Morgan et al., 2007, 2014; Starr et al., 2008). Il a ét¢ démontré que les habitations
situées dans des zones agricoles, particulicrement celles situées a proximité de terres sur
lesquelles sont pulvérisés des pesticides, sont plus contaminées que les autres (Harnly et al.,
2009). Toutefois, la poussiére contaminée représente également un probléme dans les zones

urbaines, ou des résidus persistent dans 1’air suite a I'utilisation de pesticides dans le cadre

domestique (Naeher et al., 2010; Muiioz-Quezada et al., 2012).

4. Populations particuliérement exposées ou vulnérables

AGRICULTEURS ET
LEURS FAMILLES

BEBES VIA
LALLAITEMENT

FCETUS ET
NOURRISSONS

ENFANTS EN BAS
AGE

Figure 09. Populations particuliérement exposées ou vulnérables aux pesticides (Greenpeace,

2015).

Impact d’'un mélange de pesticides sur quelques parametres physiologiques et sur la santé cellulaire. Page 17



Synthese bibliographique

4.1. Travailleurs agricoles

Les agriculteurs et leur famille présentent un risque d’exposition plus élevé que le reste de la
population. Les agriculteurs qui pulvérisent des pesticides sont en effet exposés aux niveaux
les plus élevés, méme si les personnes travaillant dans des serres peuvent étre également
hautement exposées. Une étude menée en Europe portant sur les résidus retrouvés dans les
cheveux des travailleurs agricoles a dénombré pas moins de 33 substances différentes,

notamment des herbicides et des fongicides (Greenpeace, 2015).

Les pesticides les plus fréquemment rencontrés étaient le pyriméthanil, le cyprodinil et
I’azoxystrobine, ce qui correspondait aux types de cultures pratiquées et aux produits utilisés.
Des niveaux similaires de P, P’-DDE et de gamma HCH (qui n’est plus utilis¢é a 1’heure
actuelle) ont été trouvés sur tous les sujets, quelle que soit leur activité dans I’exploitation,
indiquant une exposition sous-jacente a long terme aux composés organochlorés,
particulicrement persistants dans 1’environnement (Schummer et al., 2012). Ces résultats
indiquent que, méme lorsque les personnes qui appliquent les pesticides respectent les
précautions de sécurité¢ adéquates, elles sont toujours confrontées a des niveaux d’exposition
¢levés, détectables dans leurs tissus. La longévité dans 1’organisme de certains pesticides
toujours utilisés a 1’heure actuelle est encore peu connue. Toutefois la durée de leur
persistance dans le corps pourrait étre moins importante dans le cas d’une utilisation et d’une
exposition réguliere. Les familles des agriculteurs vivant dans des zones agricoles peuvent
¢galement étre confrontées a des niveaux d’exposition légerement plus élevés que la
moyenne. Ceci est dii au fait que des pesticides entrent en suspension lors de leur
pulvérisation dans les champs et se déplacent dans I’air, ainsi qu’au fait que les travailleurs
agricoles introduisent leurs vétements et chaussures contaminés dans leur habitation apres leur
journée de travail. Ce phénomene est particulieérement inquiétant pour les nourrissons et les
enfants, plus vulnérables aux effets toxiques de certains pesticides que les adultes (Arcury et

al., 2007).
4.2. Enfants, nourrissons et exposition in utero

Lorsque des femmes enceintes ou qui allaitent sont exposées aux pesticides, leurs enfants sont
¢galement susceptibles d’y étre exposés. Certains pesticides peuvent passer dans le placenta
pour atteindre le feetus en développement dans 1’utérus, ainsi que dans le lait maternel pour
atteindre le nourrisson. Lors des premiers stades du développement, les organes de I’enfant se

forment et se développent et ils peuvent étre trés vulnérables aux effets des produits toxiques.
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Par exemple, le cerveau en plein développement d’un enfant est plus sensible aux substances
neurotoxiques, et la dose de pesticides par rapport au poids est plus importante chez les
enfants en raison de leur petite taille (Weiss, 2000). Enfin, les niveaux de présence et
d’activité de certains enzymes contribuant a la détoxication de formes actives de pesticides

sont plus bas chez les enfants (Holland et al., 2006).
5. Impacts sanitaires liés a I’exposition aux pesticides
5.1. Effets de I’exposition in utero et chez les enfants en bas age

Le développement humain est particulierement vulnérable aux effets des produits chimiques
toxiques, dont les pesticides font partie. L’exposition des femmes enceintes aux pesticides, et
dans certains cas I’exposition des enfants en bas dge eux-mémes, a été associée a des effets

néfastes pour la santé des enfants, tels que :

1. Un poids et une taille réduits a la naissance et des malformations congénitales
2. Un quotient intellectuel plus faible

3. Des modifications du comportement

4. Une incidence plus importante de la leucémie et d’autres cancers

5. Une incidence plus importante de fausse couche

Des impacts négatifs sur la santé ont été reportés chez des enfants dont les mamans ont
travaillé avec des pesticides pendant la grossesse, mais les effets sanitaires de I’exposition aux
pesticides sont également inquiétants pour le reste des enfants, qu’ils vivent dans des zones

agricoles ou urbaines (Greenpeace, 2015).
5.2. Les pesticides et le cancer chez les adultes

Il est tres difficile d’établir qu'un pesticide en particulier peut engendrer un risque accru de
contracter un cancer précis étant donné qu’il existe généralement de nombreux facteurs de
confusion lors de toute expérience ou ¢tude de population. Toutefois, d’aprés Alavanja et al.
(2013), selon les éléments de preuve apportés par des études liées aussi bien au Agricultural
Health Study (AHS) qu’a d’autres études robustes sur les pesticides et leur association avec le
cancer, l’'utilisation des pesticides représente un probléme non négligeable pour la santé

publique. De plus, certains ¢léments suggerent que les risques de contracter un cancer seraient
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¢levés non seulement pour les personnes qui appliquent des pesticides, mais également pour
I’ensemble de la population vivant dans des zones ou I’exposition aux pesticides est
importante (Parrén et al., 2013). Bien que le lien de causalité directe entre exposition aux
pesticides et cancer reste plus ou moins équivoque, il semble tout de méme que des schémas
d’association ressortent entre certains pesticides et de nombreux cancers. Les substances
visées font 1’objet d’une classification établie par ’OMS allant de «peu dangereuse» a

«extrémement dangereuse».

Toutefois, aucune d’entre elles n’est désignée comme cancérogene. Cela souligne la difficulté
de présenter des preuves irré¢futables dans le but de modifier les politiques en la matiére, et le

fait qu’un grand nombre de ces substances continue a étre utilisées dans I’agriculture
5.3. Les effets des pesticides sur le systéme nerveux

De nombreux pesticides, particulierement les insecticides, sont congus spécialement pour
attaquer le systéme nerveux des nuisibles. C’est pourquoi ces substances peuvent également
étre neurotoxiques pour les animaux non ciblés, dont, dans certains cas, les hommes et autres
mammiferes (Bjerling-Poulsen, 2008). Les effets sur le développement neurologique d’une
exposition significative aux pesticides chez les enfants ont fait 1’objet de nombreuses études.
Le lien avec certaines maladies neurodégénératives chez les adultes est moins connu, mais il
semble que leur développement peut étre dii & une combinaison de facteurs environnementaux
et de prédisposition génétique. Bien que la vieillesse constitue slirement le facteur de risque le
plus élevé, I’exposition a de petites doses de pesticides a long terme a été identifiée parmi les
facteurs. La compréhension des mécanismes sous-jacents de 1’interaction entre ces facteurs
environnementaux et ces composantes génétiques constituera un sujet important d’études a

venir (Baltazar et al., 2014).
5.4. Impacts sur le systeme Immunitaire

Les résultats des nombreuses études menées sur I’immunotoxicité des pesticides dressent un
tableau complexe. Des méthodologies expérimentales diverses, et la difficulté¢ d’établir des
groupes témoins (sujets non exposés) et de quantifier I’exposition aux pesticides, compliquent
la déduction du lien de causalité. Toutefois, des études chez les animaux suggerent que le
systtme immunitaire serait une autre cible de [’action des pesticides, un phénomene
mécaniquement possible chez I’homme, et qui pourrait mener a une augmentation de

I’hypersensibilité¢ a certains produits chimiques (immunostimulation) ou, dans certains cas, a
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I’immunosuppression, particulie¢rement chez les enfants (Corsini et al., 2013). Par exemple,
certains éléments indiquent que 1’exposition a différents produits chimiques agricoles sur le
lieu de travail pourrait étre liée & un asthme chronique ou allergique, ou a des rhinites
allergiques, bien que les résultats soient peu concluants (Corsini et al., 2013). Autre exemple,
ces agriculteurs sujets de I’AHS présentaient un risque d’asthme 2 fois plus élevé, risque qui
pourrait étre lié a 1’exposition a des niveaux élevés a de nombreux pesticides, dont le
coumaphos, I’heptaclor, le parathion, le dibromoéthane, ainsi qu’a des mélanges contenant du
tétrachlorure de carbone et du sulfure de carbone (Hoppin et al., 2009). De plus, Slager et al.
(2010) indiquent que 1’utilisation de pesticides tels que le glyphosphate, le diazonon, le
chlorpyrifos, le dichlorvos, le malathion, le carbaryl, la perméthrine et le captane pourrait
contribuer a des épisodes accrus de rhinites allergique chez les agriculteurs. L’utilisation de
pesticides spécifiques (la pendiméthaline et 1’aldicarb) pourrait exacerber les symptomes chez
les sujets déja asthmatiques (Henneberger et al., 2014). Les maladies auto-immunes qui
pourraient é&tre potentiellement liées a 1’exposition aux pesticides dans les cadres
professionnel et domestique chez les femmes ménopausées comprennent notamment 1’arthrite

rhumatoide et le lupus érythémateux systémique (Parks et al., 2011).
5.5. Impacts sur le systeme hormonal
5.5.1. Troubles de la glande thyroide

Des études expérimentales identifient de nombreux pesticides comme des perturbateurs
endocriniens pouvant altérer le fonctionnement de différentes hormones (Mnif et al., 2011;
Mandrich et al., 2014). Il apparait que la production d’hormones thyroidiennes serait inhibée
par des substances telles que 1’amitrole, la cyhalothrine, le fipronil et le pyriméthanil. Des
niveaux ¢levés d’hormones thyroidiennes ont été relevés chez les travailleurs de la
floriculture ayant été exposés a de nombreux OPP (Lacasana et al., 2010). D’autres pesticides
pourraient également altérer les niveaux d’hormones thyroidiennes et mener potentiellement a

des troubles de la glande thyroide.

D’apres I’AHS, les femmes de travailleurs chargés d’appliquer des pesticides vivant et/ou
travaillant dans des régions agricoles seraient plus vulnérables aux troubles de la glande
thyroide que le reste de la population (Goldner et al., 2010). I semblerait que I’incidence
accrue de troubles de la glande thyroide chez ces sujets serait due a leur exposition a de
nombreux insecticides organochlorés ainsi qu’aux fongicides bénomyl et maneébe/mancozebe

(carbamates). Dans une région brésilienne largement contaminée par les OCP, Freire et al.
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(2013) ont constaté que sur une population de 608 adultes (303 hommes et 305 femmes), il
existait une prévalence accrue d’hyperthyroidie. Cette étude faisait également ressortir des
différences spécifiques au sexe, les femmes présentant des taux d’hormones thyroidiennes
plus élevé, alors que les hommes présentaient quant a eux des taux plus faibles que ceux

observés dans le reste de la population.
5.5.2. Pesticides et hormones sexuelles

Des études expérimentales menées in vitro (dans un tube a essai ou sur des lignées cellulaires
de culture) confirmeraient les observations selon lesquelles 1’équilibre des hormones sexuelles
peut étre perturbé par ’exposition a certains pesticides (Kjeldsen et al., 2013). D’aprés
Andersen et al. (2008), les fils de femmes ayant été exposées a des pesticides pendant la
grossesse alors qu’elles travaillaient dans des serres pourraient souffrir de troubles du
développement. Quant aux filles de femmes ayant travaillé dans des serres au Danemark
pendant le premier trimestre de leur grossesse, leur poitrine se développerait plus rapidement
que chez les autres jeunes filles, méme a taux d’hormones égaux en age d’aller a I’école
(WohlfahrtaVeje et al., 2012). Certains ¢éléments suggerent également que la fertilité serait
réduite aussi bien chez I’homme que chez la femme suite a une exposition prolongée aux
pesticides (Abell et al., 2000; Oliva et al., 2001). Ce phénoméne est particulicrement
problématique pour les personnes souffrant déja de facteurs génétiques ou médicaux qui

altéreraient leur fertilité.
5.6. Empoisonnement aux pesticides

Malgré un grand nombre de preuves d’effets nocifs graves, les données disponibles sont trop
limitées pour permettre une analyse compléte de 1’impact global des pesticides suite a une
exposition chronique. Toutefois, en 2002, le nombre de morts par auto-empoisonnement
intentionnel a I’aide de pesticides a été estimé a 186 000, et certaines estimations montaient
méme jusqu’a 258 000 (Pruss-Ustun et al., 2011). En 2002, 1’auto-empoisonnement
intentionnel (suicide) a ’aide de pesticides représentait environ un tiers des suicides dans le
monde et en 2004, 71 % des empoisonnements non intentionnels auraient pu étre évités en
améliorant les méthodes de sécurité en matiere de produits chimiques (WHO, 2008; Gunnell
et al., 2008). Les personnes les plus a risque pour I’empoisonnement non intentionnel aux
pesticides sont les enfants, plus particuliérement entre O et 4 ans (Perry et al., 2014). Dans le
cas des déces dus a un empoisonnement aux pesticides, la plupart étaient dus a I’ingestion

d’OPP. Les cas les plus séveres d’empoisonnement aux OPP se manifestent sous la forme du
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syndrome cholinergique, qui se caractérise par des troubles du systéme nerveux central
entralnant une vision brouillée, des mots de téte, des troubles de I’élocution, le coma, des
convulsions et le blocage respiratoire. Dans certains cas I’empoisonnement peut engendrer
une neuropathie tardive entrainant une dégénérescence progressive des cellules nerveuses.
Toutefois les mécanismes a 1’origine de cette pathologie sont encore peu connus (Bjerling-
Poulsen et al., 2008). Ainsi, de nombreux ¢éléments suggerent que les personnes qui survivent
a un empoisonnement aigu aux OPP pourraient souffrir d’effets négatifs a long terme sur le
systéme nerveux. Ce rapport est destiné a décrire les menaces des pesticides pour la santé
humaine, aussi bien dues a leur utilisation qu’aux conséquences plus larges de leur utilisation.
Ces menaces ne constituent évidemment pas le seul probléme induit par notre dépendance aux

pesticides et aux systémes non durables d’agriculture industrielle qu’ils sous-tendent.

e ———————————
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I1. Etude sur les fongicides

En agriculture, les maladies fongiques sont responsables de pres de la moiti¢ des pathologies
enregistrées chez les plantes, et les pertes de production occasionnées s’élévent a plusieurs
millions de tonnes annuelles dans le monde (Lepoivre, 2003). Dans des situations extrémes,
les attaques des maladies fongiques peuvent engendrer des conséquences dramatiques
aboutissant a des crises alimentaires. Les crises provoquées par certaines maladies
cryptogamiques telles que le mildiou de la pomme de terre, le mildiou de la vigne, la
graphiose de ’orme font que dans certains pays, elles ont été classées dans la rubrique des
calamités agricoles (Rapilly, 1991). La nécessit¢ de maitriser ces menaces a entrainé
I’émergence de la phytopathologie comme science multidisciplinaire dans le but d’améliorer

nos connaissances sur les maladies et de développer des méthodes de lutte efficace.

A coté des méthodes de lutte culturales, génétiques ou biologiques, les fongicides sont
largement utilisés pour combattre les maladies fongiques (Leroux and Gardan, 2003).
L’emploi des fongicides en agriculture moderne a eu I’effet bénéfique d’améliorer

significativement 1’efficacité du controle des maladies, mais il a également engendré des

conséquences néfastes sur I’homme et 1I’environnement.

Figure 10. Maladies cryptogamiques (fongiques). A: Feuille de vigne parasitée par le mildiou

(Rude, 2007), B: tavelure pommier (lepotiblog.com).
1. Mode d’action des fongicides au niveau des plantes

Selon Couvreur (2002), les fongicides peuvent étre répartis en trois catégories principales, en
fonction de leur comportement au niveau de la plante : contact, pénétrant ou systémique. On

distingue les inhibiteurs respiratoires, les inhibiteurs de la division cellulaire, les inhibiteurs
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de la biosynthese des stérols et les fongicides affectant la biosynthése des acides aminés et des

protéines (Aubertot et al., 2005).
1.1. Les fongicides de contact

Les fongicides de ce groupe ont une activité¢ antifongique liée exclusivement a la fraction
présente au niveau des barri¢res externes des plantes (cuticule pour les parties aériennes) et ne
subissent pas de transfert interne (figure 11). Ils ne peuvent pas franchir la barriére de la
cuticule et restent a la surface du végétal (Couvreur, 2002). Les fongicides de ce groupe sont
qualifiés de multi-sites parce qu’ils interagissent avec de nombreux systémes enzymatiques.
Parmi ces fongicides on distingue les dithiocarbamates (mancozébe, manébe, propinebe),

les phtalimides (captan, folpel...) et les chloronitriles (chlorothalonil) (Marin et al., 2003).
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Figure 11. Action des fongicides par contact (Couvreur, 2002).

1.2. Les fongicides pénétrants

Apres un transfert limité dans les plantes, ces fongicides sont susceptibles d’inhiber un
parasite présent dans les tissus végétaux, .Cette propriété est a 1’origine de leur activité
curative vis-a-vis des champignons parasites (Figure 12). IIs sont pénétrants a 1‘intérieur de la
plante sans transport ultérieur (Ma & Michailides, 2005). Chez les champignons, la toxicité
du fongicide se traduit par I’inhibition de la germination et la déformation du tube germinatif.
Parmi les fongicides de ce groupe on distingue les familles des benzimidazoles (benomyl,

thiabendazole) et la famille des thiophanate (thiophanate-methyl) (Leroux & Gardan, 2003).
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Ces fongicides peuvent étre systémiques, non systémiques et translaminaires. Lorsque le
fongicide est systémique, il est plus ou moins redistribué dans toutes les parties de la plante
par le systéme vasculaire de cette derniére (Canas-Gutierrez et al., 2009). Les fongicides
translaminaires pénétrent dans les tissus de la plante sans étre redistribués alors que les non-
systémiques demeurent a la surface des tissus (Zou et al., 2006). Ces produits affectent les
organismes pathogenes de différentes facons : blocage de la respiration des mitochondries,
inhibition de la synthése des stérols (qui jouent un rdle vital pour le fonctionnement cellulaire)

et perturbation de la division cellulaire.
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Figure 12. Action des fongicides pénétrant (Couvreur, 2002).

2. Familles ou groupes chimiques des fongicides

Les familles chimiques sont trés nombreuses (plusieurs dizaines) ; chacune regroupant de tres
nombreux composés. En général, on peut diviser les fongicides en deux groupes: les

composés minéraux et les fongicides organiques de synthéese.
2.1. Fongicides inorganiques et organométalliques

Les plus anciens fongicides connus sont de divers sels cupriques, le soufre et certains de ses
dérivés minéraux. La bouillie bordelaise, un mélange d’une solution aqueuse de sulfate de
cuivre est aujourd’hui encore en usage contre les maladies cryptogamiques. Il en est de méme
de I’oxychlorure de cuivre qui est le composé cuprique ayant été le plus largement utilisé
comme fongicide par rapport aux autres dérivés de ce métal. Le soufre micronisé a aussi
donné lieu a un vaste usage comme anticryptogamique, en particulier contre les maladies des

plantes cultivées causées par I’Oidium (Ramade, 2011).
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2.2. Fongicides organiques de synthése

Les fongicides minéraux ont été remplacés, dans la plupart de leurs applications, par de
nombreux dérivés organiques de synthése au cours des dernieres décennies. Cependant, Il en
existe aujourd’hui encore de nombreuses familles aujourd’hui encore en usage. Les
principales sont les organomercuriels, les organostaniques, les dérivés de 1’acide carbamique
et dithiocarbamique, les benzimidazoles, les dérivés des phénols, les triazoles, diverses

diazines et triazines (Ramade, 2011).

Tableau 02 : Classification des fongicides selon les propriétés chimique. (Commission européenne,

2003).

Famille chimique Principale matiere active

1) Fongicides minéraux Soufre, cuivre

2) Fongicides organiques de synthese

e Carbamates

- dérives de I’acide carbamique Bénomyl, carbendazime, diéthofencarbe,

thiophanate-méthyl,thiabendazole

- dérivés de I’acide dithiocarbamique Mancozebe, propinebe, manebe, zinebe

* Dicarboximidesphtalimides Folfet, captane

*Triazoles Propiconazole, diniconazole, cyproconazole

* Morpholines Diméthomorphe, dodémorphe, fenpropimorphe
* Phosphates d’éthyle Foséthyl

* Pipéridines Fenpropidine

* Dérivés du benzeéne Chlorothalonil

* Imidazoles Imazalil, prochloraze

* Pipérazines Triforine

Commission européenne. Les produits phytosanitaires, la santé et l'environnement.

Luxembourg (Office des publications officielles des Communautés européennes ; 2003).
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I11. Etudes sur I’exposition a des mélanges de pesticides

A T’heure actuelle, I’évidence de 1’exposition de la population générale a des mélanges de
résidus de pesticides dans I’alimentation ou 1’environnement suscite 1’intérét des experts en
maticre de santé publique. Une méme culture peut recevoir, ensemble ou séparément,
différents pesticides ayant des mécanismes d’action similaires ou différents. Les agriculteurs
et la population habitant dans une zone agricole sont exposés a des formulations et des

mélanges de pesticides (Yanez et al., 2002).

Le dernier rapport de la commission des communautés européennes concernant le suivi des
résidus des pesticides dans les produits végétaux montre que 26,7% des échantillons analysés
présentent des résidus de deux ou plusieurs pesticides. Les données montrent une présence de
résidus de deux a plus que huit pesticides dans 11,1% a 1,34% des échantillons

respectivement (Commission of the European Communities, 2007).

En plus, prés de 24% des échantillons analysés par la DGCCRF (Direction générale de la
concurrence, de la consommation et de la répression des fraudes) en France en 2003
contenaient plus de 2 résidus mais a des teneurs souvent inférieures aux LMR (limite
maximale de résidus) (en particuliers, salades, agrumes, pommes, fraises, raisins et poires).
Les connaissances en mati¢re d’effets combinés des pesticides sont encore trés lacunaires. En
général, les modeles expérimentaux utilisés pour étudier le risque toxicologique des pesticides

concernent un seul produit ou différents produits testés a 1’état individuel (Merhi, 2008).

Par ailleurs, les opinions concernant I’existence ou non d’une menace pour la sant¢ humaine
suite a I’exposition a des faibles doses de pesticides sont divisées. Dans une communication
publiée en 2003, le parlement de la Commission Européenne déclare que «Méme a faible
niveau, l'exposition au cours des dernieéres décennies a un mélange complexe de polluants
dans l'air, 1'eau, la nourriture, les produits de consommation et les batiments, peuvent avoir un
effet significatif sur 1'état de santé des citoyens européens» (CEC, 2003). Claudio, en 2002 a
¢galement souligné que le risque d’une exposition a des faibles doses de contaminants
environnementaux.  Cependant, 1’hypothése largement adoptée par plusieurs auteurs
considére qu’une exposition a des mélanges des produits chimiques aux doses bien au-
dessous de la DSENO (Dose Sans Effet Nocif Observé ou NOAEI) de chaque constituant est
sans probléme pour la santé¢ (Merhi, 2008).
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Dans une revue récente, Kortenkamp et al en 2007 ont montré que des effets significatifs
peuvent étre observés en présence de combinaisons de pesticides méme a des doses bien
inférieures a leurs DSENO et quel que soit le mode d’action de ces produits (Kortenkamp et
al., 2007). Ils ajoutent également que 1'hypothése assimilant la DSENO a une dose a « zéro
effet » serait erronée parce qu’elle ne prend pas en considération le fait que des interactions
beaucoup plus complexes qu’une simple additivité d’effet pourraient avoir lieu. Il ne faut
donc pas exclure la possibilité d’effets sur la santé d’une exposition a des mélanges de faibles

doses de pesticides (Merhi, 2008).

En revanche, cette conclusion est essentiellement basée sur les études expérimentales et, a
I’heure actuelle, il n’y a aucune étude d’observation permettant de mettre en évidence
I’impact d’une exposition aux pesticides a faibles doses et a long terme a laquelle la

population générale est soumise.
1. Mélanges de pesticides et effets sur la santé
1.1. Les effets attendus des mélanges

I1 est difficile de mettre en évidence une relation entre mélanges de pesticides et impact sur la
santé pour plusieurs raisons : la variabilité¢ de la composition des mélanges au cours de la vie
professionnelle et au cours de I’année ; I’interaction entre les substances actives. S’il reste
difficile d’évaluer expérimentalement toutes les combinaisons possibles, il est cependant
indispensable d’évaluer les effets de mélanges représentatifs, établis sur la base réelle de
mesures d’exposition (Inserm, 2013). La plupart des études sur les effets des mélanges ont été
réalisées dans le cadre des travaux relatifs a la sécurité alimentaire. Elles concernent des
mélanges de pesticides retrouvés fréquemment sur les fruits et 1égumes les plus consommés et
testés a de faibles doses. Ces mélanges représentatifs de 1’exposition du consommateur ne
correspondent pas forcément a 1’exposition du professionnel pour lequel la voie cutanée est la

source d’exposition la plus plausible (Inserm, 2013).

Il a été admis pendant longtemps que les composés présents aux doses correspondant a leur
NOAEL (No Observable Adverse Effect Level) et qui agissent via des mécanismes d’action
différents, ne pouvaient pas exercer d’effets méme lorsqu’ils étaient présents en mélange.
Cependant, de nombreuses études expérimentales relatives aux perturbateurs endocriniens et a

la fonction de reproduction, montrent que certains mélanges :
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* peuvent exercer des effets marqueurs de perturbations endocriniennes a des doses inférieures

a leur NOAEL, que leur mécanisme d’action soit similaire ou différent ;

* peuvent exercer des effets cumulatifs et/ou dépendants de la dose lorsque les composés du

mélange ont pour cible un méme tissu.

Ainsi, ’exposition a des mélanges induit des effets variant selon les composés testés, le tissu,
les paramétres biologiques ou la fonction physiologique étudiés. Quelques exemples sont

présentés ci-dessous pour illustrer ces propos (Inserm, 2013).

e Effet synergique : le mélange a un effet supérieur a celui cumulé de chacun des

pesticides

L’exposition d’amphibiens a un mélange de 9 pesticides a de trés faibles doses (0,1 ppb)
altére la fonction immunitaire, la différenciation sexuelle et le développement de fagon plus
importante que ne le font les produits seuls. Mais, dans cette étude la question reste posée de
savoir si un ou plusieurs des composés du mélange contribue a I’effet (Hayes et al., 2006).
L’influence des mélanges a également été testée sur des modeles de rongeurs ou de poissons
en se focalisant principalement sur les conséquences au niveau d’un systéme biologique
comme le systéme nerveux et le systéme reproducteur. Ainsi, I’exposition a un mélange de
trois insecticides organophosphorés (dichlorvos, diméthoate et malathion) pendant la période
périnatale chez des rats, induit des effets sur la fonction reproductive des descendants. Le
mélange exerce des effets différentiels selon la dose testée sur plusieurs parameétres du
systeme reproducteur (poids des organes reproducteurs et taux d’hormones sexuelles) alors
qu’isolément ces pesticides n’exercent aucun effet sur ces parametres (Yu et al., 2011).
Certaines combinaisons binaires d’organophosphorés peuvent exercer chez le saumon des
effets neurotoxiques additifs synergiques mais a de fortes concentrations (proches de la dose

1étale) (Laetz et al., 2009).

e Effet synergique : le mélange a un effet supérieur a celui cumulé de chacun des

pesticides selon le paramétre testé d‘une fonction physiologique donnee

Key et al. (2007) étudient la toxicité d’un mélange de trois pesticides, un herbicide et deux
insecticides (atrazine, fipronil et imidaclopride) sur la larve de crevette d’herbier. Lorsqu’ils
sont administrés isolément, le fipronil est le plus toxique et I’atrazine ne 1’est pas du tout. En
combinaison binaire avec |’atrazine, la toxicit¢é de chacun des pesticides n’évolue pas. De

méme, on n’observe pas de toxicité plus qu’additive avec le mélange fipronil et
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imidaclopride. Mais lorsque 1’atrazine est combiné aux deux autres insecticides (fipronil et
imidaclopride), le mélange présente une toxicité supérieure a la toxicité additive de ces deux

insecticides.

Perobelli et al. (2010) montrent qu’un mélange de 5 insecticides (dicofol, dieldrine,
dichlorvos, endosulfan et perméthrine) aux doses NOAEL (No Observed Adverse Effect
Level), administré par I’alimentation chez le rat male, exerce un effet sur certains paramétres
de la reproduction (motilité des spermatozoides) alors que 1’administration isolée de chacun
des insecticides n’affecte pas ce parameétre. Christiansen et al. (2009) rapportent les mémes
conclusions a propos d’un autre type de mélange (phtalate et fongicides). Ces études montrent
un effet des faibles doses des mélanges qui peut étre synergique ou additif en fonction du
parametre ¢étudi¢ de la différenciation sexuelle. Blystone et al. (2009) observent des effets
cumulatifs ou antagonistes selon la fonction ou le paramétre étudié apres exposition des rats
males a deux fongicides, la vinclozoline (fréquemment utilisée dans I’industrie viticole), et
I’iprodione pendant un mois. Les résultats montrent que ces fongicides agissent sur des cibles

communes d’une maniére tissu spécifique quand ils sont co-administrés au rat male pubeére.

Thiruchelvam et al. (2000) montrent que ’activité motrice des souris est altérée uniquement
en présence du mélange paraquat et manebe (5 a 10 et 15 a 30 mg/kg respectivement) et n’est

pas modifiée en présence des pesticides isolés.

e Pas d’effets additifs : le mélange a un effet identique a celui observé pour I’un ou

plusieurs produits

Un mélange de 15 pesticides, fréquemment retrouvé dans I’alimentation en Italie, administré a
la dose totale de 1 mg/kg/jour pendant 10 jours, chez le rat provoque des dommages de
I’ADN (oxydation des bases) dans le foie. Cet effet est dii a la seule présence de deux
fongicides, la diphénylamine et le chlorothalonil (Lodovici et al., 1997). L’administration de
trois organophosphorés (chlorpyrifos, méthyl parathion et malathion) en mélange n’entraine
pas de potentialisation de leur effet pro-oxydant dans différents tissus chez le rat (Ojha et al.,
2011). Certaines études se sont également intéressées aux conséquences de ces expositions sur
les fonctions du systéme nerveux. Cicchetti et al. (2005) n’observent pas d’effets synergiques
de deux pesticides ayant les mémes cibles physiologiques (paraquat, 10 mg/kg et manebe, 30

mg/kg) sur la dégénérescence neuronale. C’est I’effet du paraquat qui prédomine.
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e Pas d’effet du mélange

Wade et al. (2002) ont test¢ les effets d'un mélange complexe de contaminants
environnementaux persistants qui mime la contamination réelle des canadiens du Nord
(biphényles polychlorés ‘PCB’, ‘DDT’, dieldrine, endosulfan...) pendant 70 jours chez le rat.
Seules les doses les plus fortes (NOAEL X1000) perturbent le métabolisme général et celui
du foie et du rein. Peu d’effets sont observés sur le systéme immunitaire, les taux hormonaux
et différents paramétres de la reproduction. Padhi et al. (2008) montrent que la plupart des
genes activés dans le cerveau des rats par les composés individuels de ce mélange retournent a
un niveau « contrdle » lorsque les animaux sont exposés au mélange. Ceci montre que la co-
exposition aux contaminants peut masquer les effets de chacun des composants du mélange
sur I’expression des génes du cerveau. Apreés exposition aux composants isolés, les profils
d’expression des geénes sont différents chez le male et la femelle montrant ainsi que le genre
est un facteur biologique influengant la réponse génomique aux contaminants
environnementaux. Un mélange de 12 pesticides (alachlore, atrazine, carbofuran,
chlorpyrifos, diazinon, dicofol, endosulfan, iprodione, mancozébe, manebe, procymidone et
roténone), chacun a la dose journaliére admissible, a été testé¢ chez des rats qui présentent une
hépatocarcinogénése induite expérimentalement (Perez Carreon et al., 2009). Aucun effet de

potentialisation ou de co-carcinogé- nicité n’a été rapporté.
o Effet des mélanges différent de I’effet des pesticides seuls

Le paraquat (herbicide) et le triadimefon (fongicide) n’ont pas le méme impact sur la
motricité selon qu’ils sont administrés seuls ou en meélange (Reeves et al., 2003) bien
qu’ayant tous les deux une action sur la fonction dopaminergique. L’association paraquat
triadimefon, comme le paraquat seul, inhibe un type d’activité motrice (déplacement

horizontal) alors que le triadimefon seul augmente cette activité.

Le mélange a faible concentration de chlorpyrifos et de diazinon, deux insecticides
organophosphorés, inhibiteurs de ’acétylcholinestérase induit chez Caenorhabditis elegans
I’expression de genes différents (89 geénes) de ceux induits lorsqu’ils sont administrés seuls.
L’effet du mélange a faible dose n’est pas la somme des effets des pesticides seuls.
Cependant, méme si les génes sont différents, les voies de signalisation activées restent les

mémes ce qui conduit & des réponses similaires (Vinuela et al., 2010).
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Viau et al. (2002) et Canistro et al. (2008) soulignent la complexité de I’effet des mélanges.
L’influence des composés d’un mélange peut s’exercer pendant 1’absorption, la distribution,
la biotransformation et 1’excrétion des xénobiotiques. La prédiction d’une interaction
potentielle des composés nécessite la connaissance des processus de biotransformation de
chaque composant du mélange ainsi que des systémes enzymatiques impliqués. Canistro et al.
(2008) montrent bien que les mélanges testés perturbent les activités des enzymes du
métabolisme de xénobiotiques d’une fagon trés complexe et non prédictive, ce qui renforce la
conviction de la difficult¢ de prédire les risques toxicologiques a partir de 1’effet des

molécules évaluées individuellement.
e Effets des mélanges : approche mécanistique

Dans les études in vitro, les résultats relatifs a I’'impact des mélanges de pesticides semblent
moins complexes. La plupart des études montrent un effet des mélanges supérieur a celui des
pesticides seuls (Payne et al., 2001 ; Olgun et Misra, 2006 ; Hewitt et al. 2007 ; Valeron et al.,
2009 ; Sharma et al., 2010 ; El-Demerdash et al., 2011 ; Graillot et al., 2012 ; Crepet et al.,
2012) avec un effet important de la dose testée (Das et al., 2007 ; Ohlsson et al., 2010 ; Aubé
et al., 2011). Des études récentes cherchent a caractériser les mécanismes moléculaires mis en
jeux, et mettent en évidence des perturbations dans les processus de protection des cellules
(upregulation des enzymes de détoxication, CYP3A4 et CYP3All, et processus anti-
apoptotiques) (Rouimi et al., 2012).

La complexité de I’effet des mélanges est liée aux différents niveaux d’interaction cellulaire et
moléculaire des pesticides. Les pesticides peuvent affecter I’expression ou I’activité des
transporteurs ABC, premiére barriére de 1’organisme vis-a-vis des xénobiotiques. Ils peuvent
moduler DPactivit¢ ou [’expression de certains cytochromes P450 impliqués dans la
détoxication de nombreux composés exogenes. L impact d’un pesticide sur ces deux systémes
cellulaires peut modifier leur propre biodisponibilit¢ ou celle d’autres pesticides ou
médicaments. De plus, la plupart des pesticides possedent des propriétés pro-oxydantes et
certains composés agissent sur 1’activité de voies de signalisation impliquées dans la
régulation de la croissance et de la survie cellulaire. On comprend alors aisément qu’un
mélange de pesticides en interagissant a différents niveaux cellulaires et moléculaires puisse

conduire a des effets non prédictibles par rapport a 1’effet des pesticides seuls (Inserm, 2013).

En conclusion, les éventuels effets néfastes d'un mélange de contaminants peuvent résulter

d'interactions complexes impliquant leur métabolisme, leurs différents modes d'action ou
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leurs différentes cibles par exemple au niveau des voies de signalisation cellulaire. Ainsi, les
démarches conceptuelles conduisant au choix des mélanges de pesticides a tester peuvent étre

variées.
1.2. Le choix des mélanges

Plusieurs équipes de recherche ont tenté d’examiner la toxicit¢é de mélanges de pesticides.
Certains auteurs ont testé les familles chimiques (Payne et al., 2001), d’autres ont testé
I’additivité potentielle de 1’effet de certains pesticides en mélange en se basant sur des
données statistiques (Stork et al., 2006). D’autres auteurs ont testé les pesticides les plus
récents ou ceux dont les résidus ont été retrouvés dans le sang circulant de certaines
populations (Padhi et al., 2008) ou dans 1’alimentation (Lodovici et al., 1994). Dans d’autres
¢tudes les pesticides étaient associés a leurs composants de formulation (adjuvant ou «
formulant ») ou a leurs propres métabolites (Zeljezic et al., 2006; Enoch et al., 2007). De plus,
des pesticides ont été testés en combinaison car ils avaient les mémes cibles au niveau du
fonctionnement ou de la physiologie cellulaires (Canistro et al., 2008) ou ils étaient connus
pour entrainer le méme effet biologique chez 1’animal (Jonker et al., 1993; Ito et al., 1995;
Jonker et al., 1996; Marinovich et al., 1996; Feron et al., 1998; Carpy et al., 2000; Payne et
al., 2001; Zeljezic et al., 2006).

Nous remarquons que, dans la majorité des études, les pesticides testés en combinaison étaient
choisis dans le but de déterminer essentiellement la présence ou non d’interactions et/ou
d’effet additif entre les différents composants en se basant soit sur un effet connu soit sur un
mécanisme d’action bien défini. De ce fait, I’ensemble des mélanges testés comprenaient
souvent des pesticides appartenant a la méme famille chimique. Cependant, I’exposition réelle
de la population (consommateurs ou utilisateurs de pesticides) ne se limite pas a une famille
ou a un groupe de composés chimiques mais ce sont des mélanges assez complexes et variés
quelques soient le pays, 1’occupation, 1’dge et le mode de vie. En conclusion, nous estimons
que, dans le but de déterminer 1’existence d’un vrai risque lié a I’exposition aux pesticides, il
faudrait tester un mélange constitué de pesticides appartenant aux différentes familles et ayant

des mécanismes d’action plus ou moins différents (Merhi, 2008).
2.3. Les effets observés

A Theure actuelle, les données existantes sont insuffisantes pour conclure sur ’effet de
I’exposition générale de la population aux pesticides d’une part parce que les concentrations

testées ne sont pas représentatives de 1’exposition réelle et d’autre part parce que les
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interactions révélées a ces fortes doses ne représentent pas nécessairement celles qui
pourraient étre observées aux faibles doses.

Dans une revue des ¢études expérimentales effectuées entre 1985-1998, les auteurs ont conclu
que I’exposition a des mélanges de pesticides a faibles doses ne présente pas un risque pour la
sant¢ humaine (Carpy et al., 2000).

Parmi les différentes études examinant les effets de mélanges de pesticides, certaines ont
montré des effets significatifs in vivo (Stork et al., 2006; Enoch et al., 2007; Padhi et al.,
2008). L’administration orale d’un mélange d’Atrazine et de ses principaux métabolites a des
rates gestantes a entrainé une inhibition du développement des glandes mammaires chez les
meres et les descendantes (Enoch et al., 2007). Chez des rats exposés par voie orale, une
altération de 1’activité motrice a été plus importante en présence de mélanges de pesticides
organophosphorés a faibles doses par rapport a chaque substance testée séparément (Stork et
al., 2006). Dans des cellules nerveuses humaines in vitro des effets d’inhibition de synthése
protéique observés avec certains pesticides (Benomyl, Azinphos, Diazinon, Pirimiphos et
Dimethoate) ont été également accentués quand ces pesticides étaient testés en combinaisons
(Marinovich et al., 1996). De plus, des lymphocytes humains exposés in vitro a un mélange
d’Atrazine et de sa formulation commerciale ont montré une augmentation des dommages a
I’ADN et du nombre des cellules apoptotiques (Zeljezic et al., 2006).

Les travaux d’Astiz et al. (2009 a,b,c) ont montré que de 1'exposition chronique aux pesticides
chez les rats injectés i.p.(intrapéritonéal) Pendant 5 semaines avec des doses comprises entre
1/50 et 1/250 DL50 de diméthoate, glyphosate et zineb, seuls ou en combinaison ont
augmenté 1'état de stress oxydatif dans le plasma, le foie les reins et les testicules, et ont
¢galement modifié les parametres hormonaux impliqués dans la fonction reproductrice et ces

effets été plus prononcés lorsque les pesticides sont administrés en association.

De méme, 1’é¢tude de Birkhgj et al. (2004) ont étudiés les effets du mélange de cinq pesticides
agissant de manicre dissemblable ont été analysés pour des effets antiandrogéniques in vitro et
in vivo. La deltaméthrine, le méthiocarbe, le prochloraz, la simazine et le tribénuron-méthyle
sont tous couramment utilisés a des fins agricoles et horticoles, les résultats ont montré que
les pesticides agissaient additivement in vitro. In vivo, les changements de poids des organes
indiquent que les pesticides ont un effet d'accumulation qui n'a pas été observé pour les
pesticides individuels. (Gray et al., 2001) et (Price et al., 2000) sont arrivé a la méme

conclusion et ont trouvé que les fongicides vinclozoline et procymidone agissaient de fagon
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additive a des doses plus faibles, comme le montrent les changements de poids d'organe dans
leurs essais.

Par ailleurs Rao et al. (2005) dans une étude qui a ét¢ menée pour étudier l'effet d'une
combinaison fongicide (métalaxyl + mancozeb) sur les testicules, I'épididyme et la fertilité
des rats males adultes qui ont regu par voie orale du métalaxyl + mancozebe (500 mg / kg de
poids corporel / jour) pendant 60 jours montrent une réduction significative du nombre de
spermatozoides, de la motilité et de la viabilité a été¢ observée. Les activités des testicules 3b,
17b hydroxysteroid deshydrogenases et les niveaux de protéines ont également diminué, les
activités des phosphatases acides et alcalines et le taux de cholestérol ont également été
modifiés dans les testicules suivis d'une chute du taux d'androgenes dans le sérum.

Tahir et Nour (2009) ont montré une manifestation toxique dans les parameétres
hématologiques, biochimiques et histologique du foie et du rien, cette manifestation été plus
accentu¢ chez le groupe trait¢ a la dose combinée de Triadimefon (50mg / kg) et de
Propiconazole (50mg / kg) que celle du fongicide individuel (100mg / kg) et que cela peut
étre attribué a l'interaction des composés.

D’autre part, certaines études ont montré que I’effet d’'un mélange ne refléte pas
nécessairement les effets connus de ses composants. La Vinchlozoline, 1’Acéphate et le
Fenarimol ont été testés séparément ou sous forme de différentes combinaisons sur des
cytochromes murins in vitro (Canistro et al., 2008). Une autre étude a comparé I’effet d’un
mélange d’organochlorés sur I’expression des génes au niveau du cerveau de rats exposés in
vivo par rapport aux composants testés séparément (Padhi et al., 2008). Les résultats de ces
deux études ont montré que I’effet d’un mélange n’était pas prédictible a partir des effets des
substances prises individuellement. Les interactions possibles entre les composants d’un
mélange sont donc assez complexes et rendent la prédiction de I’effet global tres difficile.
Lodivici et al. ont testé un mélange de pesticides comparable a celui auquel la population
générale est exposée via I’alimentation en croisant des données de consommation avec des
données d’analyse de résidus de pesticides (Lodovici et al., 1994). Ces auteurs ont montré que
des doses relativement faibles (comparables aux doses d’exposition du consommateur adulte)
d’un mélange de 15 pesticides étaient capables de provoquer des dommages a I’ADN via un
mécanisme de génération de radicaux libres au niveau de foie de rats exposés par voie orale.
Par contre, dans un mod¢le de carcinogénése in vivo chez le rat, Ito et al n’ont pas observé
d’effets en présence de mélanges de pesticides a des faibles doses (Ito et al., 1995).

Ainsi dans I’étude de Manal et al (2008) qui visait a évaluer les effets toxiques d'une

préparation commerciale d'un mélange de pesticides Durasine, qui contient 60% de diazinon
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(DA) et 0,5% de deltaméthrine (DM), par rapport aux pesticides commerciaux individuels de
30% DA et 5% DM. La cholinestérase (ChE), le malonaldéhyde (MDA), le glutathion (GSH),
la glutathion-S-transférase (GST), la superoxyde dismutase (SOD), le cholestérol total (TC),
le triglycéride (TG) et les isoenzymes d'esterase non spécifiques dans le sang des males Des
rats albinos ont été déterminés apres 7 et 14 jours de traitement. Les résultats biochimiques
enregistrés hebdomadairement ont été utilisés comme critéres pour estimer 1'action conjointe
du mélange de pesticides testé. Le mécanisme de défense antioxydant et la peroxydation
lipidique dans le plasma de rat ont montré les mémes réponses avec une intensité différente
selon les différents traitements. L'analyse biochimique a montré que 1'administration de DA et
de DM provoquait des altérations du métabolisme lipidique et de l'esterase non spécifique.
Les résultats ont également révélé que le mélange induit des effets antagonistes vis-a-vis de
tous les parametres testés, a l'exception du niveau de glutathion total réduit, qui était
synergétique a la 2éme semaine. L'étude a souligné l'importance d'effectuer des tests
biochimiques sur le mélange commercial d'insecticides.

En conclusion, I’ensemble de ces études ne permet pas de répondre de fagon définitive a la
question de savoir si I’exposition de la population générale a des mélanges de contaminants
présente un risque pour la santé. Cependant, elles montrent qu’il est important d’apporter un

éclairage a cette question.
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1. Matériel et méthodes
1.1 Matériel
1.1.1. Matériel biologique

Notre étude expérimentale a été réalisée sur des rats males blancs (Albinos wistar). Ce sont
des mammiféres nocturnes de 1’ordre de rongeurs fréquemment utilisés dans les recherches.
La puberté survient entre le cinquantiéme et le soixantiéme jour aprés la naissance. En
fonction des conditions environnementales, un rat en bonne santé peut vivre de deux ans et

demi a trois ans.

1.1.2. Entretien des rats

Quarante-neuf (49) rats males provenant de I’institut Pasteur d’Alger, agés de huit semaines
avec un poids de 250+50 g. Les animaux ont été¢ élevés au sein de ’animalerie du
département de biologie de l’universit¢é d’Annaba. Ils ont été soumis a une période
d’adaptation aux conditions de 1’animalerie d’environ deux semaines, a une température de

2142 °C, une hygrométrie de 40-60 % et une photopériode naturelle. Les rats sont logés dans
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des cages en polyéthylene, tapissés d’une litiere composée de copeaux de bois. Les cages ont
¢été nettoyés et la litiere changée une fois tous les deux jours. Les animaux ont été nourris avec
un aliment sec sous forme de croquette a base de blé, mais, orge (tableau 0) provenant du
complexe agroalimentaire (ONAB, El-Kseur, Béjaia). L’eau de boisson est servie dans des

biberons ad libitum de 250ml, et renouvelée quotidiennement.

Tableau 03. Composition de I’alimentation pour 1 kilogramme d’aliment (ONAB).

Matiere alimentaire Quantité en g/kg d'aliment Pourcentage (%0)

Mais 620 62

Soja 260 26
Phosphate 16 1.6
Calcaire 9 0.9
Cellulose 10 1.0
Minéraux 10 1.0
Vitamines 10 1.0

1.1.3. Choix des fongicides étudiés

Pour notre étude nous avons choisi de définir et de tester deux fongicides parmi les plus

utilisés sur la région d’ Annaba.

Dans un premier temps, nous avons commencé par une enquéte sur le terrain chez les
agriculteurs et le vendeur de pesticides dans la région de Annaba (El Hadjar, Ben M’hidi,
Annaba) et chez différentes agences étatique (Maison de 1’agriculture d’Annaba, Institut
National de la Protection des Végétaux ‘INPV’, Alphyt), et cette démarche nous a conduit
a tester 2 fongicides qui figuraient dans la liste des pesticides les plus utilisés par les
agriculteurs de la région. Il s’agissait d’un premier fongicide (Propineb) qui appartient a la
famille des dithiocarbamates et d’un second fongicide (Propiconazole) qui appartient a la

famille des triazoles.

a. Le propineb

e Definition et utilisations

Le propyléne-bis-dithiocarbamate de zinc polymérique (Propineb) est un composé largement
utilisé dans les cultures de fruits et de Iégumes, en raison de son large spectre d'activité contre

les maladies fongiques des plantes (OMS, 1998). Bien que les dithiocarbamates (DTC) soient

Impact d’'un mélange de pesticides sur quelques parametres physiologiques et sur la santé cellulaire. Page 39



Matériel et méthodes

principalement utilisés en agriculture, de fortes propriétés chélatrices de métaux et
antioxydantes ont favorisé une application généralisée de cette classe de composés dans de

nombreux procédés industriels (OMS, 1998) et en médecine (Sauna et al., 2005).
e Propriétés physico-chimiques du propineb

Tableau 04. Tableau récapitulatif des propriétés physico-chimiques du Propineb (Agritox,
2004).

Activité biologique Fongicide

Famille chimique Carbamate EDBC

Noms chimiques IUPAC : Polymeric zinc 1, 2-propylenebis
(dithiocarbamate)

Aspect physique Solide

Couleur Blanc

Structure détaillé

7
ANTTE
H3C--\, CH-» S—Zn—
=S CH
AN s
—0M
s N
| —S H Ax
Structure brute (C5 H8 N2 S4 Zn)x
Toxicité LD 50 =5000mg/kg chez le rat
Poids moléculaire 289.8
Solubilité Peux soluble dans ’eau

e Absorption, distribution, élimination et métabolisme (Agritox, 2004)
- Absorption orale (rat) : 50 - 66 % absorption rapide mais incompléte.

- Accumulation (rat) : accumulation temporaire, probablement sous forme de métabolites et

particulierement dans la thyroide.
- Distribution (rat) : Principalement dans la thyroide.

- Elimination (rat) : rapidement et totalement éliminé en 48 heures, principalement par

l'urine (53%) et les feces (46%).
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- Métabolisme (rat) : Le propineb est dégradé principalement en propylénethiourée (PTU)
ainsi qu’en PDA (propyléne diamine). Alors que le PDA semble étre un produit final dans
l'urine et les féces, le PTU est retransformé selon 3 voies métaboliques. Les produits finaux

majoritaires sont le PU (propyléne-urée) et le N-formyl-PDA.

e Formulation du propineb utilisé

Fig 13. Emballage Antracol WP-70 (agrosava.com).

Tableau 05. Propriétés Antracol WP 70 (Index des produits phytosanitaires a usage agricole,
2015).

Nom Antracol® WP-70

Classe Fongicide

Matiére active Propineb 700g/kg

Formulation Poudre mouillable

Application Antracol® WP-70 est un fongicide de contact a action préventive
Firme Bayer Crop Science AG

Représentant Bayer Algérie SPA
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b. Le propiconazole

e Définition et utilisations

Le propiconazole est un fongicide appartenant a la famille chimique des triazoles. Il agit par
inhibition de la biosynthése de 1’ergostérol, composant essentiel des membranes cellulaires de
champignons. Cette substance est utilisée pour éviter la prolifération de champignons
sur un certain nombre de cultures, d'arbres fruitiers et de noix, des plantes ornementales et le
gazon. Elle est également utilisée pour la conservation du bois et en tant que fongicide dans

les colles, adhésifs papier, textiles... (INERIS, 2014).
e Propriétés physico-chimiques du propiconazole :

Tableau 06. Tableau récapitulatif des propriétés physico-chimiques du Propiconazole
(Agritox, 2010).

Activité biologique Fongicide

Famille chimique Triazole

Noms chimiques 1-[[2-(2,4-Dichlorophenyl)-4-propyl-1,3-dioxolan-
2-yllmethyl]-1H-12.,4-triazole

Aspect physique liquide visqueux

Couleur Clair

Structure détaillé

“JN
N‘N cl
|
0 #CH Cl
o
CH4CH,CH,
Structure brute CI5HI7CI2N3 02
Toxicité par gavage LD 50 = 3000mg/kg chez le rat
Poids moléculaire 342.2
Solubilité DANS L'EAU :

e 150mg/L a20°CetaupHde5.2
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e Absorption, distribution, élimination et métabolisme (Agritox, 2010)
- Absorption orale (rat) : 86 % en 48 heures.
- Accumulation (rat) : pas d'accumulation.
- Distribution (rat) : largement distribué, les résidus les plus élevés sont dans le foie et le
rein.
- Elimination : 95 % ¢élimination rapide en 48 heures, 50% dans l'urine, 50% dans les féces
(présence d'un cycle entétohépatique).
- Métabolisme : trés métabolisé, plus de 20 métabolites dans l'urine.

e Formulation du propiconazole utilisé

Fig 14. Emballage Tilt 250EC (syngenta.co.ke).

Tableau 07. Proprités du Tilt 250 EC (Index des produits phytosanitaires a usage agricole,
2015).

Nom TILTI® 250EC

Classe Fongicide

Matiéere active 250 g/l propiconazole

Formulation EC Concentré émulsionnable
Application Curatif, Préventif, Systémique, Foliaire
Firme SYNGENTA CROP PROTECTION AG.
Représentant SYNGENTA AGRO SERVFICES AG.
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1.1.4. Traitement des rats
Apres la période d’adaptation (15 jours), les rats ont été répartis au hasard en sept
groupes de huit rats chacun, les rats ont ét¢é traités pendant vingt-huit (28) jours comme suit :
4+ Groupe 1 (T): le groupe témoin a regu de 1’eau distillé par gavage (per 0s) durant
28jours.
4+ Groupe 2 (PZ) : les rats ont été traités par le propiconazole a raison de 60 mg/kg du
poids corporel par gavage durant 28jours.
4+ Groupe 3 (PZ) : les rats ont été traités par le propiconazole a raison de 150 mg/kg du
poids corporel par gavage durant 28jours.
+ Groupe 4 (PB) : les rats ont été traités par le propineb a raison de 100 mg/kg du poids
corporel par gavage durant 28jours.
4+ Groupes 5 (PB) : les rats ont été traités par le propineb a raison de 250 mg/kg du
poids corporel par gavage durant 28jours.
+ Groupe 6 (MIX) : les rats ont été traités traité avec la combinaison du propiconazole
et du propineb a raison de 30 mg/kg/pc de PZ et de 50 mg/kg/pc de PB.
4+ Groupe 7 (MIX) : les rats ont été traités traité avec la combinaison du propiconazole

et du propineb a raison de 75 mg/kg/pc de PZ et de 125 mg/kg/pc de PB.

NB : La durée du traitement a été évoquée dans la littérature ainsi que les doses choisis.

1.1.5. Sacrifice et préléevements des échantillons
1.1.5.1. Sacrifices des animaux

A la fin de la période du traitement, les rats sont mis a jeun pendant une nuit. Ils sont sacrifiés

le matin par décapitation, et le sang a ét¢ immédiatement recueilli dans deux tubes différents :

4+ L’un 4 EDTA : destiné au dosage des paramétres hématologiques ou formule de
numération sanguine (FNS).

4+ L’autre sec : a subit une centrifugation a 5000 tours/min pendant 15 minutes, ensuite
le sérum résultant est récupéré puis placé a -20 °C, il est destiné au dosage des

paramétres biochimiques.
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1.1.5.2. Prélevement de certains organes

Apres la dissection, le foie, les reins, les testicules et 1’épididyme ont été prélevés et
débarrassés de leurs tissus adipeux puis pesés. Une partie du foie et des testicules ont été
stockés au congélateur a -20 °C pour le dosage des parametres du stress oxydant. Le reste du
foie et une partie des testicules ont été fixés dans le formol pour effectuer les coupes

histologiques.
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La figure 9 résume les différentes étapes du protocole expérimental.

49 rats males ||
‘ Période d’adaptation

e

2 — 3 P —

XA

Témoin {  Propiconazole Propineb Mélange

& 1 G2. 60mg/kg G4: 100 mg/kg G6 . 50/50% (G2+G4)

G5. 250 mg/kg G7 . 50/50% (G3+G5)

G3: 150mg/kg

Dosage des Dosage des Dosages des Etude Ftude de 1a
parametres parametres paramétres histologique biologie des
biochimiques - hématologiques du stress - Foie spermatozoides
Glucose, Urée, . GB, GR, Hb, oxydant . o i concentration,
Cholestérol, (foie, mobilité et
testicules). -Epididyme vitalité.

GSH, GST,
GPx...

Figure 15. Schéma récapitulatif du protocole expérimental
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1.2. Méthodes de dosage
1.2.1. Dosage des parametres hématologiques

La mesure de la formule de numération sanguine a été effectuée en utilisant un automate
d’hématologie (Marque: ABACUS 4). Le tube a EDTA contenant le sang est placé dans
I’automate, et la mesure de la FNS commence. Au bout de 2 minutes les résultats s’affichent
sur I’écran, et ensuite on les imprime. Les paramétres hématologiques mesurés sont : globule

rouge (GR), globule blanc (GB), hémoglobine (Hb), hématocrite (HT), plaquettes (PLT).
1.2.2. Dosage des parametres biochimiques

Les paramétres biochimiques mesurés sont: 1'urée, la créatinine, [’acide urique, le
cholestérol, les triglycérides, les lipides totaux, aspartate aminotransférase (ASAT), alanine

aminotransférase (ALAT), phosphatase alcaline (PAL), Albumine, Protéines totales.
1.2.2.1. Dosage de I’urée

Le dosage de I'urée a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique selon la fiche

technique du Kit Spinréact (Espagne).

+ Principe : 'uréase hydrolyse 1'urée en ammonium (NHs4") et dioxyde de carbone
(CO2). Les ions ammonium formés réagissent avec le salicylate et ’hypochlorite en présence

du nitroprussiate, pour former un indophénol vert selon les réactions ci-dessous :

Uréase
Urée + H20 »(NHs")2 + CO2

Nitroprussiate
NH4" + Salicylate + NaClO »Indophénol

L’intensité de la coloration est directement proportionnelle a la concentration de I’urée dans

I’échantillon (Kaplan, 1984).
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- Réactifs

Réactif 1: Phosphate pH 6,7 50 mM/L
Tampon EDTA 2 mM/L
Salicylate de sodium 400 mM/L
Nitroprussiate de sodium 10 mM/L
Réactif 2: Hypochlorite de sodium (NaClO) 140 mM/L
NaClO Hydroxyde de sodium 150 mM/L
Réactif 3: Uréase 3000 U/L
Enzymes
Urée calibrateur Urée aqueuse (standard) 50 mg/dL

Réactif de travail : dissoudre un comprimé de R3 dans un flacon de RI et mélanger

légerement.

%  Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail 1,0 1,0 1,0
(mL)
Etalon (uL) - 10 -
Echantillon (uL) - - 10

M¢élanger et incuber 10 min a température ambiante (15-25°C).

Blanc Etalon Echantillon

R2 (mL) 1,0 1,0 1,0

M¢élanger et incuber 10 min a température ambiante (15-25°C). Lire I’absorbance (A) des
échantillons et de I’étalon, contre le blanc a 580 nm. La couleur est stable pendant 30 minutes

a 15°-25°C.

+ Calcul de la concentration : la concentration de I'urée est calculée par la formule

suivante :

(A) Echantillon
Urée (mg/dL) = x 50 (Concentration du calibrateur)
(A) Etalon
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1.2.2.2. Dosage de la creatinine

Le dosage de la créatinine a été réalisé par la méthode cinétique colorimétrique selon la fiche

technique du Kit Spinréact (Espagne).

+ Principe : I’essai est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate de sodium
comme décrit par Jaffé. La créatinine réagit avec le picrate alcalin formant un complexe
rouge. L'intervalle de temps est choisi pour les mesures de telle sorte qu’il évite des
interférences avec d'autres constituants de sérum. L'intensité de la couleur est proportionnelle
a la concentration en créatinine dans I'échantillon (Murray, 1984a).

+  Réactifs:

Réactif 1: Acide picrique 17,5 mM/L
Réactif picrique

Réactif 2: Hydroxyde de sodium 0,29 mM/L
Réactif alcalin

Créatinine calibrateur Créatinine aqueuse (standard) 2 mg/dL

Réactif de travail : mélanger un volume de réactif 1 avec un volume de réactif 2. Le réactif

du travail est stable pendant 10 jours a 15-25°C.

%  Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail 1,0 1,0 1,0
(mL)
Etalon (uL) - 100 -
Echantillon (uL) - - 100

Mélanger, déclencher le chronomeétre. Lire a 492 nm la densité optique (Al) apres 30

secondes et la densité optique (A2) apres 90 secondes.

+ Calcul de la concentration : la concentration de la créatinine est calculée par la

formule suivante :

(AA) Echantillon - (AA) Blanc
Créatinine (mg/dL) = x 2 (Concentration du calibrateur)
(AA) Etalon - (AA) Blanc

(AA) = A2-Al
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1.2.2.3. Dosage de I’acide urique

Le dosage de ’acide urique a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique selon la

fiche technique du Kit Spinréact (Espagne).

= Principe : I'acide urique est oxydé par 1’uricase en allantoine et peroxyde d'hydrogéne
(2 H202) qui, sous l'influence de la peroxydase, du 4-aminophénazone (4-AP), et du 2-4
dichlorophénol-sulfonate (DCPS), forme un composé rouge de quinonéimine donné par les
réactions suivantes :

Uricase
Acide urique + 2 H20 + O2 pAllantoine + CO2 + 2 H202

POD
2H202 + 4-AP + DCPS »Quinonéimine + 4H20

L’intensité de la coloration rouge formée est proportionnelle a la concentration de 1’acide

urique dans 1’¢échantillon (Schultz, 1984).

%  Réactifs:
Réactif 1: Phosphate pH 7,4 50 mM/L
Tampon 2—4 dichlorophénol sulfonate (DCPS) 4 mM/L
Réactif 2: Uricase 60 U/L
Enzymes Peroxydase (POD) 660 U/L
Ascorbate oxydase 200 U/L
4-Aminophénazone (4-AP) 1 mM/L
Acide urique calibrateur  Acide urique aqueux (standard) 6
mg/dL

Réactif de travail : dissoudre le contenu d’une bouteille de R2 dans un flacon de RI.

Mélanger légerement. La couleur est stable pendant 30 minutes.

%  Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail 1,0 1,0 1,0
(mL)
Etalon (uL) - 25 -
Echantillon (uL) - - 25

Me¢élanger et incuber 10 min a 15-25°C. Lire 1’absorbance (A) des échantillons et de I’étalon,

contre le blanc a 520 nm.
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formule suivante :

Acide urique (mg/dL) =

* Calcul de la concentration : la concentration de 1’acide urique est calculée par la

(A) Echantillon

x 6 (Concentration du calibrateur)
(A) Etalon

1.2.2.4. Dosage du cholestérol

Le dosage du cholestérol a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique selon la

fiche technique du Kit Spinréact (Espagne).

+ Principe : le cholestérol et ses esters sont libérés a partir des lipoprotéines par des

détergents. Le cholestérol estérase hydrolyse les esters et le H2O2 est formé dans la réaction

d'oxydation enzymatique du cholestérol sous I'action de la cholestérol oxydase. Le peroxyde

d’hydrogene réagit avec le phénol pour produire le quinonéimine, selon les réactions ci-

dessous :

Esters de cholestérol + H2O

Cholestérol estérase

»Cholestérol + Acides gras

Cholestérol oxydase

Cholestérol + O2

»Cholest-4-en-3-one + H202

POD

2 H202 + Phénol + 4-Aminophénazone »Quinonéimine + 4 H20

L’intensité de la coloration rouge formée est proportionnelle a la concentration du cholestérol

dans 1’échantillon (Naito, 1984).

i Réactifs :

Réactif 1: PIPES pH 6,9 90 mM/L

Tampon Phénol 26 mM/L

Réactif 2: Cholestérol estérase (CHE) 300 U/L

Enzymes Cholestérol oxydase (CHOD) 300 U/L
Peroxydase (POD) 1250 U/L
4-Aminophénazone (4-AP) 0,4 mM/L

Cholestérol calibrateur Cholestérol aqueux (standard) 200 mg/dL

Réactif de travail : dissoudre le contenu d’une bouteille de R2 dans un flacon de R1 et

mélanger légérement. Ce réactif est stable pendant 4 mois a 2-8°C ou 40 jours a 15-25°C.
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*= Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail 1,0 1,0 1,0
(mL)
Etalon (uL) - 10 -
Echantillon (uL) - - 10

Me¢élanger et incuber 10 min a température ambiante. Lire 1’absorbance (A) des échantillons et

de I’étalon, contre le blanc a 505 nm. La couleur est stable pendant 60 minutes.

+ Calcul de la concentration : la concentration du cholestérol est calculée par la

formule suivante :

(A) Echantillon
Cholestérol (mg/dL) = x 200 (Concentration du calibrateur)
(A) Etalon

1.2.2.5. Dosage des triglycérides

Le dosage des triglycérides a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique selon la

fiche technique du Kit Spinréact (Espagne).

+ Principe : les triglycérides incubés avec la lipoprotéinlipase (LPL), libérent le
glycérol et les acides gras libres. Le glycérol est converti en glycérol-3-phosphate (G3P) et
adénosine-5-diphosphate (ADP) par la glycérol kinase et I’adénosine triphosphate (ATP). Le
glycérol-3-phosphate (G3P) est alors converti par la glycérol phosphate déshydrogénase
(GPO) en dihydroxyacétone phosphate (DAP) et peroxyde d'hydrogéne (H202). Dans la
derniére réaction, le peroxyde d'hydrogéne (H202) réagit avec 4-aminophénazone (4-AP) et p-
chlorophénol en présence de la peroxydase (POD) pour donner une coloration rouge .le
protocole comprend donc les réactions suivantes :

LPL
Triglycérides + H20 » Glycérol + Acides gras libres

Glycérol kinase
Glycérol + ATP »Glycérol-3-phospahte + Adénosine-5-diphosphate

GPO
Glycérol-3-phospahte + O2 » Dihydroxyacétone phosphate + H202
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POD
H20:2 + 4-AP + p-Chlorophénol »Quinone + H20

L’intensit¢ de la coloration rouge formée est proportionnelle a la concentration des

triglycérides dans 1’échantillon (Bucolo et David, 1973).

< Réactifs :

Réactif 1: GOOD pH 7,5 50 mM/L
Tampon p-Chlorophénol 2 mM/L
Réactif 2: Lipoprotéine lipase (LPL) 150000 U/L
Enzymes Glycérol kinase (GK) 500 U/L
Glycérol-3-oxydase (GPO) 2500 U/L
Peroxydase (POD) 440 U/L
4-Aminophénazone (4-AP) 0,1 mM/L
ATP 0,1 mM/L
Triglycérides calibrateur  Triglycérides aqueux (standard) 200 mg/dL

Réactif de travail : dissoudre le contenu d’une bouteille de R2 dans un flacon de R1 et
mélanger légerement. Ce réactif est stable pendant 6 semaines a 2-8°C ou une semaine a 15-

25°C.

+  Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail 1,0 1,0 1,0
(mL)
Etalon (uL) - 10 -
Echantillon (pL) - - 10

M¢élanger et incuber 10 min a température ambiante. Lire 1’absorbance (A) des échantillons et

de I’étalon, contre le blanc a 505 nm. La couleur est stable pendant 30 minutes.

+* Calcul de la concentration : la concentration des triglycérides est calculée par la

formule suivante :

(A) Echantillon
Triglycérides (mg/dL) = x 200 (Concentration du calibrateur)
(A) Etalon

Impact d’'un mélange de pesticides sur quelques parametres physiologiques et sur la santé cellulaire. Page 53



Matériel et méthodes

1.2.2.6. Dosage de I’aspartate aminotransférase (ASAT)

Le dosage de I’aspartate aminotransférase a été réalisé par la méthode cinétique selon la fiche

technique du Kit Spinréact (Espagne).

+ Principe : [D’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi la glutamate-
oxaloacétate transaminase (GOT) catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de
l'aspartate au a-cétoglutarate formant le glutamate et 'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit

au malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH+H" selon les réactions

suivantes :
AST
Aspartate + a-cétoglutarate » Glutamate + Oxaloacétate
MDH
Oxaloacétate +NADH + H* »Malate + NAD"

Le taux de la diminution de la concentration en NADH+H", mesuré par photométrie, est

proportionnel a I’activité catalytique de I’aspartate aminotransférase (Murray, 1984b).

+  Réactifs:
Réactif 1: TRIS pH 7,8 80 mM/L
Tampon L-Aspartate 200 mM/L
Réactif 2: NADH 0,18 mM/L
Substrat Lactate déshydrogénase (LDH) 800
Malate déshydrogénase (MDH) U/L
a-cétoglutarate 600 U/L
12 mM/L

Réactif de travail : dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de R1 et mélanger

légérement. Ce réactif est stable pendant 21 jours a 2-8°C ou 72 heures a 15-25°C.

%  Mode opératoire :

Réactif de travail 1,0
(mL)
Echantillon (uL) 100

M¢élanger et incuber pendant 1 minute. Lire I’absorbance initiale (A) de I’échantillon a 340
nm. Lancer le chronométre et lire les absorbances pendant 3 minutes a une minute

d’intervalle.
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* Calcul de la concentration : D’activité catalytique de I’ASAT est calculée par la

formule suivante : Activité de ASAT (U/L) = AA/min X 1750

1.2.2.7. Dosage de I’alanine aminotransférase (ALAT)

Le dosage de I’alanine aminotransférase a été réalisé par la méthode cinétique selon la fiche

technique du Kit Spinréact (Espagne).

i Principe : I’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi la glutamate-pyruvate
transaminase (GPT) catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'alanine au
a-cétoglutarate formant le glutamate et le pyruvate. Le pyruvate est réduit au lactate par la

lactate-déshydrogénase (LDH) et le NADH selon les réactions suivantes :

ALT
Alanine + a-cétoglutarate » Glutamate + Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH+H" » Lactate + NAD"

Le taux de la diminution de la concentration en NADH+H", mesuré par photométrie, est

proportionnel a I’activité catalytique de I’alanine aminotransférase (Murray, 1984c).

+  Réactifs:

Réactif 1: TRIS pH 7,8 100 mM/L
Tampon L-Alanine 500 mM/L
Réactif 2: NADH 0,18 mM/L
Substrat Lactate déshydrogénase (LDH) 1200 U/L

a-cétoglutarate 15 mM/L

Réactif de travail : dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de R1 et mélanger

légeérement. Ce réactif est stable pendant 21 jours a 2-8°C ou 72 heures a 15-25°C.

%  Mode opératoire :

Réactif de travail 1,0
(mL)
Echantillon (pL) 100

M¢élanger et incuber pendant 1 minute. Lire I’absorbance initiale (A) de I’échantillon a 340
nm. Lancer le chronometre et lire les absorbances pendant 3 minutes & une minute

d’intervalle.
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* Calcul de la concentration : I’activité catalytique de I’ALAT est calculée par la

formule suivante : Activit¢ de ALAT (U/L) = AA/min x 1750

1.2.2.8. Dosage de la phosphatase alcaline (PAL)

Le dosage de la phosphatase alcaline a été réalisé par la méthode cinétique selon la fiche

technique du Kit Spinréact (Espagne).

i Principe : la phosphatase alcaline (PAL) catalyse I'hydrolyse du p-nitrophényl

phosphate a pH 10,4, libérant le p-nitrophénol et le phosphate, selon la réaction suivante :

ALT
p-Nitrophényl-phosphate + H20 » p-Nitrophényl + Phosphate

Le taux de la diminution de la concentration en NADH+H", mesuré par photométrie, est
proportionnel a I’activité catalytique de la phosphatase alcaline (Wenger, 1984).
+  Réactifs:

Réactif 1: Diéthanolamine (DEA) pH 10,4 1 mM/L
Tampon Chloride de magnésium 0,5 mM/L
Réactif 2: p-Nitophénylphosphate (pNPP) 10 mM/L
Substrat

Réactif de travail : dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de RI1 et mélanger

légeérement. Ce réactif est stable pendant 21 jours a 2-8°C ou 72 heures a 15-25°C.

%  Mode opératoire :

Réactif de travail 1,2
(mL)
Echantillon (pL) 20

Mélanger et incuber pendant 1 minute. Lire 1’absorbance initiale (A) de 1’échantillon a 405
nm. Lancer le chronomeétre et lire les absorbances pendant 3 minutes a une minute
d’intervalle.

+ Calcul de la concentration : I’activité catalytique de la PAL est calculée par la
formule suivante : Activité de PAL (U/L) = AA/min x 3300
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2.3.1.1. Dosage des protéines totales

Le dosage de protéines a été réalisé par la méthode colorimétrique (selon la fiche technique

Spinreact).

Les protéines forment un complexe coloré en bleu violet intensif avec les ions de cuivre dans
un milieu alcalin. L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration des

protéines totales dans 1’échantillon (Koller, 1984 ; Burtis et al., 2005).

+ Réactifs
Réactif (Biuret) Tartrate de potassium sodium 15 mmol/l
Iodure de sodium 100 mmol/Il
Iodure de potassium 5 mmol/l
Sulfate de cuivre 19 mmol/l
Etalon Sérum albumine bovin 7 g/dl
+ Mode opératoire
Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pl) -- 25 --
Echantillon () - o 25

Mixer et incuber 5 min a 37 °C ou 10 min a la température ambiante (15-25°C).
Lire les absorbances des échantillons et de 1’étalon contre le blanc réactif a 540 nm.

La coloration finale est stable au moins 30 minutes.

4 Calcul de la concentration

La concentration des protéines totales est calculée par la formule suivante :

DO échantillon
Protéines totales (g/dl) = x concentration de 1’étalon (7 g/dl)

DO étalon
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1.2.3. Dosage des parametres du stress oxydant
1.2.3.1. Dosage du glutathion (GSH)

+ Principe : le dosage du glutathion a été réalisé selon la méthode de Weckbecker et
Cory (1988). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de 1'absorbance optique de 1'acide
2-nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de l'acide 5,5'-dithio-bis-2-
nitrobenzoique (réactif d'Ellman, DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela
une déprotéinisation de 1’homogénat est indispensable afin de garder uniquement les

groupements thiol spécifiques du glutathion.

* Préparation de I'homogénat : le dosage du glutathion a été fait au niveau du foie et
des testicules. 200 mg de chaque tissu ont été mis en présence de 8 mL d'une solution d'acide
¢thyléne diamine tétra acétique (EDTA) a 0,02 M, puis ont été broyés a froid en utilisant un

broyeur ultra son (4 °C) pour obtenir un homogénat.

&  Mode opératoire :

Prélever 0,8 mL de I’homogénat.

Déprotéiniser en ajoutant 0,2 mL d'une solution d'acide sulfosalicylique (SSA) 0,25 %.
Agiter le mélange et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.

Prélever 0,5 mL du surnagent.

Ajouter 1 mL du tampon Tris + EDTA (0.02 M d’EDTA), pH 9,6.

Mélanger et ajouter 0,025 mL de DTNB a 0,01 M (dissous dans le méthanol absolu).

Lol S R A o i

Laisser pendant 5 min a température ambiante pour la stabilisation de la couleur qui se
développé instantanément.

+ Lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.

+ Calcul de La concentration : la concentration du glutathion est obtenue par la

formule suivante:

DOx 1x 1,525

[GSH] (uM GSH/mg protéines) =
13,100 x 0,8 x 0,5 x mg protéines
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v" DO : Densité optique.

v" 1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8mL homogénat +
0.2 mL de I’acide salicylique).

v' 1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5 mL surnageant +1 mL Tris + 0.025 mL DTNB).

v 13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm.

(\

0.8 : Volume de I’homogénat.

v" 0.5 : Volume du surnageant.

1.2.3.2. Dosage du malondialdehyde (MDA)

= Préparation de I’homogénat : le dosage de MDA a été fait au niveau du foie, et des
testicules. 500 mg de chaque tissu ont été mis en présence de 5 mL d'une solution de tampon
phosphate (0,1 M, pH 7.4), puis ont été broyés a froid (4 °C) en utilisant un broyeur ultra son

pendant 30 secondes pour obtenir un homogénat.

* Principe : le MDA est 1’'un des produits terminaux formés lors de la décomposition
des acides gras polyinsaturés (PUFA) médiées par les radicaux libres. Dans notre étude, les
taux du MDA hépatique et testiculaire ont été¢ évalués selon la méthode d’Ohkawa et al.
(1979). Le dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud (100 °C) entre le MDA et
I’acide thiobarbiturique (TBA) d’un pigment coloré absorbant & 530 nm, extractible par les

solvants organiques comme le butanol.

+  Mode opératoire :

Prélever 0,5 mL de I'homogénat.

Ajouter 0,5 mL d’acide trichloracétique (TCA) 20 %.

Ajouter 1 mL d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67 %.

M¢élanger et incuber au bain marie a une température de 100 °C pendant 15 minutes.
Refroidir et additionner de 4 mL de n-butanol.

Centrifuger pendant 15 minutes a 3000 tours/min.

- F & & & & &

Récupérer le surnageant, et lire la densité optique a 530 nm contre le blanc.
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- Calcul de la concentration du MDA : la quantit¢t du MDA dans 1’échantillon est

exprimée en nM/gramme de tissu (foie ou testicule). Elle est obtenue grace a une courbe

standard réalisée avec du 1,1°,3,3’-tetracthoxypropane faite dans les mémes conditions.

1.2.3.3. Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)

= Préparation de I’homogénat : le dosage de la glutathion peroxydase a ¢té fait au

niveau du foie, et des testicules. 500 mg de chaque tissu ont été mis en présence de 5 mL
d'une solution TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4), puis ont été broyés a froid (4 °C) en

utilisant un broyeur pendant 30 secondes pour obtenir un homogénat.

* Principe : I’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a ét¢ mesurée par la
méthode de Flohé et Giinzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde
d’hydrogene (H202) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en
(GSSG) sous I'influence de la GPx selon la réaction suivante :

H20: + 2GSH » GSSG + 2H20

+  Mode opératoire :

Prélever 0.2 mL de I'homogénat.

Ajouter 0.4 mL de GSH (0.1 mM).

Ajouter 0.2 mL de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4).

Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.

- + + & &

Ajouter 0.2mL de H202 (1,3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10
minutes.

Ajouter 1 mL de TCA (1 %) pour arréter la réaction.

Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.

Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.

Prélever 0,48 mL du surnageant.

Ajouter 2,2 mL de la solution tampon TBS.

Ajouter 0,32 mL de DTNB (1 mM)

-k - F

M¢élanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.
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- Calcul de Iactivité enzymatique de la GPx: la détermination de I’activité

enzymatique de la GPx se fait a ’aide de la formule suivante :

(DO échantillon - DO étalon) x 0.04
Q=

DO étalon

v" Q: Quantité de GSH disparue (oxydée)
v DO échantillon : Densité optique de 1’échantillon.
v" DO étalon : Densité optique de 1’étalon.
v'0.04 : Concentration du substrat (GSH).

Q
L’activité de la GPx (uM GSH/min/mg protéines) =

mg protéines

1.2.3.4. Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST)

+ Preparation de I’homogénat : le dosage de la glutathion S-transférase a été fait au
niveau du foie. 500 mg de chaque tissu ont été mis en présence de 5 ml d'une solution TBS
(Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4), puis ont été broyés a froid (4 °C) en utilisant un

broyeur ultra son pendant 30 secondes pour obtenir un homogénat.

* Principe : la mesure de I’activité des GSTs a été réalisée par la méthode de Habig et
al. (1974), celle-ci consiste a fournir a I’enzyme un substrat en général du 1-chloro,2.4-
dinitrobenzéne (CDNB), qui se conjugué facilement avec glutathion sous [’action de
nombreuses formes de GST. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la

formation d’une molécule nouvelle qui absorbe la lumiére a 340 nm de longueur d’onde.

+ Mode opératoire : la méthode utilisée dans cette étude consiste a faire agir les GSTs
contenues dans 1’homogénat sur un mélange (GSH + CDNB) a une température de
37 °C et a un pH de 6,5. La variation de la densité optique, due a I’apparition du complexe
GSH-CDNB, est mesurée pendant 1 minute durant 5 minutes a une longueur d’onde de

340 nm.
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Réactifs Blanc (uL) Essai (uL)
Tampon phosphate (0,1 M) pH 6,5 850 830
CDNB (0,02 M) 50 50
GSH (0,1 M) 100 100
Homogeénat - 20

+ Calcul de I’activitée enzymatique de la GST : D’activité enzymatique de la GST est

obtenue par la formule suivante :

(DO échantillon/min — DO blanc/min)

L’activité de la GST (nM GSH-CDNB/min/mg protéines) =
9,6 x mg protéines
v" DO échantillon/min : Densité optique de 1’échantillon par minute.

v DO blanc/min : Densité optique du blanc par minute.

v' 9,6 : Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM ~'.Cm™.

1.2.3.5. Dosage des protéines

* Principe : la concentration de protéines est déterminée selon la méthode de Bradford
(1976) qui utilise le bleu de Coomassie (G 250) comme réactif. Ce dernier réagit avec les
groupements amines (—NH2) des protéines pour former un complexe de couleur bleu.
(L apparition de la couleur bleue refléte le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité

correspond a la concentration des protéines).

i Mode opératoire :
Prélever 0,1 mL de I'homogénat.
Ajouter 5 mL du réactif de Bradford.

Agiter et laisser reposer 5 min.

-+ F F

Lire la densité optique a 595 nm, contre le blanc.

i Calcul de La concentration des protéines : la densité optique obtenue est rapportée
sur une courbe d'étalonnage préalablement tracée. La concentration des protéines est
déterminée par comparaison a une gamme ¢étalon d’albumine sérique bovine (1 mg/mL)

réalisée dans les mémes conditions.
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1.2.4. Etude histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées a I’hopital d’Ibn Roched d’Annaba, Service
d’Anatomie Pathologique, suivant la technique décrite par (Martoja and Martoja ,1967). La

technique comporte les étapes suivantes :
1.2.4.1. Fixation des échantillons

Les organes prélevés sont immédiatement fixés au formol (10%), elle a pour but: Ia
conservation des tissus et le durcissement des piéces. Les prélévements réalisés sont alors mis

dans des cassettes spéciales a parois tournées afin de permettre le passage des liquides.
1.2.4.2. Déshydratation des échantillons

Comme la paraffine est hydrophobe on doit auparavant déshydrater les échantillons dans des
bains d’éthanol de concentration croissante (70%, 90% et 100%). Cette étape est réalisée par

un automate qui permet le passage automatique et progressif des échantillons.
1.2.4.3. Inclusion des échantillons

L’inclusion consiste a mettre les pieces dans des bains de paraffine liquide. Les tissus étant
maintenus et imbibés de paraffine, ils sont placés dans des moules appelés les barres de

Leuckart, puis sont remplis de paraffine. Ceci facilite la confection des coupes.
1.2.4.4. Confection des coupes histologiques

Les blocs de paraffine ainsi formés vont étre coupés par un microtome, permettant de réaliser
des tranches de section de 2 a 5 um. Les rubans de paraffine obtenus sont étalés sur des lames
porte-objet, puis déplissées et fixées par 1’eau. Les lames sont ensuite séchées dans une étuve

a 100°C pendant 1 heure.
1.2.4.5. Coloration

La coloration a pour but d’accentuer les contrastes pour mieux voir les différents ¢léments de

la préparation. Le colorant utilisé est I’Hématoxylline-Eosine (HE) selon les étapes suivantes :

Le déparaffinage des échantillons s’effectue a 1’aide du xyléne pour que les colorants puissent
y pénétrer. Ensuite, on fait passer les lames dans des bains d’alcool de degré décroissant
(100%, 90%, 70%) pour la réhydratation. Le ringage est réalisé avec 1’eau du robinet. Puis,

mettre les lames dans 1’hématoxyline pendant 10 a 20 minutes, celui-ci colore les noyaux en
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violet. Apres ringage les lames sont mis dans 1I’eau ammoniaquée (25ml d’eau + 2 gouttes
d’ammoniac), et un deuxiéme ringage, puis on utilise 1’éosine 1% pendant 10 minutes pour
mettre en évidence le cytoplasme coloré en rose. Aprés un autre ringage, on fait passer les
lames dans des bains d’alcool d’ordre croissant (90%, 100%) pour les déshydrater. Enfin,
nous plagons les lames dans un mélange de 50% de xyléne + 50% d’acétone, puis les lames

sont mises dans deux bacs de xyléne.
1.2.4.6. Montage

Le montage se fait pour protéger des échantillons des différents tissus par des lamelles en

verre apres la coloration, en mettant deux gouttes d’Eu kitt (colle).

Ensuite, on laisse les lames sécher, et on passe a I’observation au microscope optique équipé

d’un appareil photographique.
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1.2.5. Etude de la biologie des spermatozoides selon le manuelle de I’OMS, (1993)

Afin d’estimer ’effet du fongicide utilisé sur : la fertilité des rats a travers les caractéristiques
des spermatozoides et la qualité du sperme, nous avons procédé au test du sperme selon la

méthode de I’Organisation Mondial de la Santé (1993).

Aprées dissection le sperme est prélevé a partir d’une petite ouverture au niveau de la queue de
I'épididyme et ce pour étudier : la concentration, la vitesse, la mobilité, et la vitalité¢ des
spermatozoides. 1ul de sperme est dilué dans 50 pl de solution physiologique Na Cl1 0,9%,

mis dans une étuve a une température de 37°C.

Le spermogramme est un test qui cherche a apprécier les caractéristiques suivantes :
1.2.5.1. Concentration
La concentration des spermatozoides est mesurée en utilisant une cellule de Malassez.

Aprées le mélange de 1’échantillon dilué, une goutte est introduite dans la cellule de Malassez,

puis recouverte par une lamelle.

Nous procédons au comptage des spermatozoides dans 05 cellules au grossissement x40.

La concentration des spermatozoides est calculée par 1’équation suivante :
Concentration (spz. 108/ml) = (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 cellules.

N : le nombre de petites cellules.

1.2.5.2. La mobilité

Une goutte du sperme est déposée sur une lame, puis recouverte d’une lamelle.

L’observation en microscope se fait au grossissement x40. Le champ d’observation est divisé

en 03, le pourcentage des spermatozoides mobiles est calculé pour 100 spermatozoides.
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1.2.5.3. Test de vitalité (test de gonflement hypo osmotique)

Ce test est réalisé pour étudier les modifications morphologiques des spermatozoides.
Préparation de solution utilisée

Dissoudre 0.367g de citrate de sodium (Na3Ce¢H307; 2H20) et 0.675g de fructose dans 50 ml

d’eau distillée, et mis dans le congélateur pour 10 mn
Aprées décongélation, bien mélanger la solution avant usage.

Mode de travail

Mettre 1ml de la solution placée dans un tube Eppendorf fermé dans un bain marie a une
température 37C° pour 3 mn. Puis, 0.1 ml du liquide de sperme est ajouté, ensuite on laisse
incuber a 37 °C pendant 30mn.

Apres observation au microscope a I’objectif [X40].

On Calcule le pourcentage des spermatozoides présentant des anomalies au niveau du flagelle

sur un total de spermatozoides compté (OMS, 1993).

Fig16. Malformations morphologique caractéristique des spermatozoides exposées a un stress

hypo osmotique

N : Pas de malformation au niveau de flagelle = spermatozoide normale

A : Malformation légere du flagelle = petit nceud au niveau du flagelle

B : Malformation importante au niveau du flagelle = un nceud moyen a atteint la picce
intermédiaire

C : Malformation trés importante au niveau du flagelle = un grand nceud a atteint la téte du
spermatozoide.
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1.2.6. Analyse statistique des résultats

Les résultats obtenus sont exprimés en moyenne plus ou moins [’écart type
(Moyenne + SD). L’analyse des données a été effectuée par application du test t de Student,
qui est basé sur la comparaison des moyennes deux a deux : entre le lot témoin et chacun des
lots traités, en utilisant le logiciel MINITAB (Version 13.31). Les différences sont

considérées comme :

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

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

1. Influence du traitement sur la variation de quelques paramétres physiologiques.
1.1. Variation de la masse corporelle des rats.

Le suivi de la masse corporelle des animaux durant la période de traitement indique que
I’utilisation du Pz au (G1) a la dose (60mg/kg) par voie de gavage, a induit une diminution
significative (P < 0.05) puisque la moyenne de la masse corporelle des rats traités était (285.66
+ 8.82) au début du traitement pour atteindre la masse moyenne de (275.8 + 16.8) a la fin de la
période de traitement (28 jours) comparés au groupe témoin. Le méme résultat a été enregistré
avec la deuxiéme dose (G2) (150 mg /kg) du méme fongicide avec une diminution du poids
corporel mais avec un résultat non significative. Par contre, le deuxieme fongicide le
Propineb, malgré qu’il appartient a la famille des dithiocarbamates connus pour avoir un effet
sur la thyroide, ainsi que le mélange des deux produits dans les conditions de
I’expérimentation semble n’avoir causé aucun effet significatif toujours comparés au groupe
des animaux non traités, avec une augmentation non significative du poids corporel pour les
groupes 4 et 5, et une diminution non significative du poids corporel pour les groupes 6 et 7

traités au mélange (Tableau 08).

Tableau 08. Variation de la masse corporelle (g) des rats témoins (T) et traités aprés 28
jours de traitement (M £ SD,n=7).

Groupes expérimentaux
Parametres | T (G1) PZ(G2) | PZ(G3) | PB(G4) | PB(G5) | MIX (G6) | MIX (G7)
Masse 287.66 285.66 288.66 £ 288.5 289.83 £ 287.33 £ 287.83 £
initiale(g) 15.43 8.82 9.94 16.35 19.78 10.74 14.32
Masse 302.2 + 275.8 £ 267.33 290.0 + 2975+ 284.7 + 273.0 £
finale (g) | 214 16.8* 23.44 19.2 12.53 11.2 17.05
Gain/Perte +14.54 -9.86 -21.33 +25 +7.67 -2.63 -14.83
de poids(g)

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.
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1.2. Variation de la consommation quotidienne de I’aliment et de I’eau de boisson.

Dans notre étude, le suivi de la consommation de I’aliment (g) pour chaque groupe ainsi que

celle de I’eau de boisson (ml) est résumé dans le tableau 09. Ces résultats ont mis en évidence

une diminution significative de la consommation quotidienne de I’aliment et de I’eau chez les

groupes traités au Pz (G2 et G3), Pb (G4) et au mélange (G6 et G7) ce résultat n’a pas été

observé que chez le groupe traité Pb (G5) avec une diminution non significative de la

consommation de I’aliment et une augmentation non significative pour celle de I’eau de
boisson (Tableau 09).

Tableau 09. Variation de la consommation d’aliment (g/lot/j) et de I’eau de boisson (ml/lot/j)

chez les rats témoins (T) et les rats traités apres 28 jours de traitement (M = SD, n = 7).

Groupes expérimentaux

Parametres | T (Gl) PZ (G2) | PZ(G3) | PB(G4) | PB(G5) | MIX (G6) | MIX (G7)
Quantité 113.77 93.5 96.12 105.73 112.12 103.50 93.19
d’aliment * * * * * * *
consommée 4.74 11%** 8.88*** 4.36 *** 9.75 4.81%** 10.83***
(9/groupe/j)

Quantité 182.57 145.3 163.14 169.9 193.05 168.1 154.38
d’eau + + + + + + +
consommée 7.95 27.5%** 25.72%* 26.9* 28.89 16.9%** 37.08**

(ml/groupe/j)

** (P<0,01) : Différence hautement significative comparant au témoin.

*** (P< 0,001) : Différence trés hautement significative comparant au témoin.
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2. Influences du traitement sur les parametres hématologiques.

Nos résultats (Tableau 10) révelent que le traitement des rats par les deux fongicides et le
mélange pendant 28 jours provogue une augmentation significative (P < 0,05) des globules
blancs chez les groupes traités au Pb (G4 et G5) et une augmentation hautement significative
de celle-ci (P < 0,01) chez les autres groupes traité au Pz (G2 et G3) et Mix (G6 et G7). Une
diminution significative des globules rouges (P < 0,05) est observé chez les rats des groupes
Pz (G2 et G3) et G7 traité au mélange. De plus nous avons enregistré toujours une baisse
significative (P<0,05) de I’hémoglobine chez tous les groupes traités a la dose la plus forte
chez les rats traités. Une diminution significative (P<0,05), hautement significative (P<0,01)
des plaquettes a été observée chez les groupes Pz G2 et G3, respectivement par rapport au

groupe témoin.

Tableau 10. Variation des parametres sanguins chez les rats témoins (T) et les rats traités

apres 28 jours de traitement (M £ SD, n = 7).

Groupes expérimentaux
Parametres | T (Gl) | PZ(G2) | PZ(G3) | PB(G4) | PB(G5) | MIX (G6) | MIX (G7)
GB (10¥mm?®) | 10.87 + | 18.11 % 1791 + 14.58 + 1752 + 1593 + 19.73 £
1.65 2.24** 1.35** 2.95* 3.83* 3.24** 2.85%*
GR(104mm®) | 9.35+ [836+ 8.42 % 8.78 ¢ 9.08 + 8.99 + 8.81 %
0.29 0.64* 0.73* 0.59 0.38 0.49 0.53*
Hb (g/L) 1515+ | 14133+ | 1344+ 14517+ | 14433+ | 14483 + 138.33
6.35 13.98 12.6* 10.42 4.03* 6.43 10.63*
Hct (%) 40.27+ | 3852+ 38.77 + 39.28 + 39.56 + 39.82 = 39.48 =
3.55 3.31 3.21 1.14 1.99 0.93 2.31
PLT(10%mm?®) | 342.3+ | 166.3 + 195 + 229 + 240.7 = 252 + 224.8 +
124 48.8* 79%* 104 68.5 144 64.9

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.

** (P<0,01) : Différence hautement significative comparant au témoin.
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3. Influence du traitement sur la fonction hépatique.

Afin d'évaluer I'népatotoxicité des fongicides utilisés, nous avons dosés les parameétres

biochimiques et réaliser des coupes histologiques en relation avec I’activité hépatique.
3.1. Variation de la masse absolue du foie.

La variation de la masse absolue du foie chez les différents groupes traités révele une
augmentation significative qui a atteint (8.24 + 1.01, 8.336 + 0.626, 7.768 + 0.63, 8.065 + 0.792,
8.033 + 0.825 et 8.38 + 0.8259) chez les groupes 2, 3, 4, 5, 6 et 7 respectivement en comparaison au
groupe témoin, dont la masse est (7.099 + 0.203 g) (Tableau 11, Figure 17).

Tableau 11. Variation de la masse absolue du foie (g) chez les rats témoins (T) et les rats
traités aprés 28 jours de traitement (M = SD, n = 7).

Groupes expérimentaux

Parametres | T (Gl) | PZ(G2) | PZ(G3) | PB (G4) | PB(G5) | MIX (G6) | MIX (G7)
Poids foie 709+ |824+ 8.336 + 7.768 + 8.065 + 8.033 + 8.38 +
(9) 0.203 1.01* 0.626** 0.63 0.792* 0.825* 0.608**

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.

** (P<0,01) : Différence hautement significative comparant au témoin.
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Figure 17. Variation de la masse absolue du foie (g) chez les rats témoins (T) et les rats

traitésapres 28 jours de traitement (M + SD, n=7).
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3.2. Effet sur I’activité des aminotransaminases.

Le gavage orale des rats par le Pz, Pb et le mélange des deux produits a entraine des troubles
du métabolisme biochimique, caractérisés par une augmentation hautement significative (P <
0.01) de I’activité enzymatique de I’ASAT chez tous les groupes traités Pz (G2 et G3) et Pb
(G4 et G5) et une augmentation significative (P < 0.05) chez les rats traités au mélange (G6 et
G7) comparé aux rats témoins. Nous enregistrons aussi une augmentation significative (P <
0.05) dans la concentration de I’ALAT chez les groupes traités Pz (G2 et G3) et Mix (G7) et
une augmentation non significative pour les autres groupes toujours comparé au groupe
témoin (Tableau 12, Figure 18).

3.3. Effet sur I’activité de la phosphatase alcaline.

Nos résultats (Tableau 12, Figure 19) illustrent une augmentation significative (P < 0.05) de
I’activité enzymatique de la phosphatase alcaline enregistrée chez le groupe traité au Pz (G2),
Pb (G4), Mix (G5 et G7), le groupe traité au Pz (G3) montre une augmentation tres hautement

significative (P < 0.001) comparés au groupe témoin.
3.4. Effet sur la concentration sérique en protéines totales et en albumine.

Les résultats obtenus indiquent une augmentation significative et hautement significative de la
concentration sérique en protéines totales chez tous les groupes traités; de méme, le dosage de
I’albumine révele une diminution hautement significative de sa concentration sérique chez les

différents groupes de rats traités (Tableau 12, Figure 18).
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Tableau 12. Variation de quelques parametres biochimiques (PAL, ASAT, ALAT, Albumine

et protéines totales) chez les rats témoins (T) et les rats traités aprés 28 jours de traitement (M

+SD,n=7).
Groupes expérimentaux
Parameétres | T(G1) PZ (G2) PZ (G3) PB(G4) | PB(G5) | MIX(G6) | MIX (G7)
PAL (UI/L) |10418% | 1186+ 137.72 + 109.28 + | 12257+ |1178+ |12152+
7.89 12.9* 16.04%** 8.25 15.84* 12.5% 13.49*
ASAT (UI/L) | 2019+ | 3251+ 39.56 + 3096+ | 36.96+ 2756+ | 3522+
5.02 6.69** 9.33** 7.48%* 8.13** 4.02* 13.38*
ALAT (UI/L) | 109.7+ | 1288+ 139.7 + 1169+ | 12130+ |1184+ |13132%
17.4 11.5* 30.7* 16.9 21.39 15.7 20.52*
Albumine 38,16+ |28.64+ 28.36 + 2831+ | 2866+ 2851+ | 2684+
(g/dl) 5.63 3.43%* 2.37%* 2.82%* 3.64** 3.01%* 2.84%*
Protéine T 7137+ | 9230+ 95,42 + 8538+ [ 8852+ 81.08+ [8435%
9.35 4.24%* 5.18*** 6.95** 7,15* 4.78* 7.26*
(9/1)

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.

** (P<0,01) : Différence hautement significative comparant au témoin.

*** (P<0,001) : Différence trés hautement significative comparant au témoin.
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Figure 18. Variation de quelques bio-marqueurs liés a I’activité hépatique (PAL, ASAT,
ALAT, Albumine et protéines totales) chez les rats témoins (T) et les rats traités apres 28
jours de traitement (M = SD, n=7).

3.5. Observation macroscopique du foie.

Les photographies du foie des rats témoins présentaient une apparence normale de foie (figure
19, a). En revanche, l'observation macroscopique (fig. 19, b, c, d) du foie des groupes traités
(Pz, Pb et Mix) aprés 28 jours de traitement montre des changements morphologiques, avec

présence de nodules irréguliers sur les surfaces hépatiques.

3.6. Etude histologique du foie.

La figure 20 illustre I’effet des fongicides utilisés et leur mélange sur le tissu hépatique des
rats. Nous constatons que le groupe témoin (microphotographie A) montre un parenchyme
hépatique d’aspect normal présentant des espaces portes ainsi que des lobules hépatiques
régulier centré par une veine centrolobulaire.

Par contre la photo B montre le foie du groupe traité au Propiconazole nous remarquons
essentiellement une congestion vasculaire avec une hypertrophie de [I'hépatocyte, des
élargissements des espaces portes renferment une infiltration inflammatoire lymphocytaire,
indiquant des signes de souffrance hépatocytaire de type lobulisation et clarification
cytoplasmique.

Concernant I’effet du deuxiéme fongicide, Propineb sur le méme tissu. Nous observons dans

la photo C un parenchyme hépatique présentant des changements morphologique et présente
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des sieges de discrets remaniements congestifs et inflammatoires qui sont représentés ici par
quelques parois vasculaires congestives a lumiére gorgée d’hématies.

Pour le groupe d’animaux traités au mélange des deux fongicides (D), I’étude histologique du
foie montre un aspect identique a celui observé dans le tissu hépatique des rats traité au
Propiconazole.

A

Figure 19. Photographies illustrant les changements morphologiques bruts du foie des rats
témoins (T) et les rats traités (PZ, PB et MIX) apres 28 jours de traitement A: foie normal du
rat témoin, B: rat traité au propiconazole 60 mg / kg, C: rat traité au propineb 100 mg / kg, D :
rat traité au mélange (30 mg/kg propiconazole + 50 mg/kg propineb). Fleches: présence de
nodules irréguliers sur les surfaces hépatiques.
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Figure 20 (suite). Coupes histologiques du foie (Gr x 100) et (Gr x 400) des rats témoins (T
[A] et [ALl]) et traités (PZ [B] [B1]; PB [C][C1]; MIX [D] [D1]) aprés 28 jours de
traitement. 1 : Veine centrolobulaire ; 2 : Travées de Remak ; 3: Les capillaires sinusoides ; 4 : La
veine centrolobulaire.

* Nécrose et infiltration des cellules inflammatoires

+ Congestion vasculaire

= Changements morphologique
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Figure 20 (suite). Coupes histologiques du foie (Gr x 100) et (Gr x 400) des rats témoins (T
[A] et [ALl]) et traités (PZ [B] [B1]; PB [C][C1]; MIX [D] [D1]) aprés 28 jours de

traitement. 1 : Veine centrolobulaire ; 2 : Travées de Remak :

3: Les capillaires sinusoides ; 4 : La

veine centrolobulaire.

* Nécrose et infiltration des cellules inflammatoires

== Changements morphologique
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4. Influence du traitement sur la fonction rénale.

4.1. Variation de la masse absolue du rein.

La variation de la masse absolue des organes révéle une augmentation significative (P < 0.05)

de la masse des reins chez le groupe traité Pz (G2) en comparaison au groupe témoin (Tableau
13, Figure 21).

Tableau 13. Variation de la masse absolue des reins (g) chez les rats témoins (T) et les rats

traités apres 28 jours de traitement (M = SD, n = 7).

Groupes expérimentaux

Parameétres | T (Gl) | PZ(G2) | PZ(G3) | PB(G4) | PB(G5) | MIX (G6) | MIX (G7)
Poids Rein 0.9143+ | 1.005+ | 0.976 + 0.905 + 0.905 + 0.921 + 0.909 +
(g) 0.071 0.065* 0.07 0.112 0.047 0.104 0.125

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.
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Figure 21. Variation de la masse absolue des reins (g) chez les rats témoins (T) et les rats

traités apres 28 jours de traitement (M = SD, n = 7).
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4.2. Effet sur les marqueurs rénaux.

Les résultats du tableau 14 et de la figure 22 illustrent une augmentation significative (P
< 0.05) de I'urée chez le groupe traité au mélange (G6) et une augmentation hautement e
significative chez les rats traités Pz (G2) et Mix (G7), les résultats de ce méme marqueur
chez tous les groupes traités Pb (G4) et (G5) comparé au témoin a été trés hautement
significative (P < 0.001). Aussi on observe une augmentation mais non significative de la
créatinine chez les groupes traités Pb (G4) et Mix (G6) et (G7), une augmentation
significative dans les groupes traités au Pz (G3) et Pb (G5) et une augmentation hautement
significative (P < 0.01) chez le groupe traité Pz (G2). Le taux de I’acide urique augmente
significativement chez les rats traités Mix (G6), I’augmentation de ce marqueur chez les
autres groupes traités et hautement significative (P < 0.01) comparant toujours aux rats

témoins.

Tableau 14. Variation de la concentration sérique de I’urée, créatinine et acide urique chez

les rats témoins (T) et traités aprés 28 jours de traitement (M £ SD, n =7).

Groupes expérimentaux
Parametres | T (G1) | PZ(G2) | PZ(G3) | PB(G4) | PB(G5) | MIX (G6) | MIX (G7)

Urée (g/l) 35.86+ | 51.00 = 53.86 + 55.71 52.00 + 4757 + 50.00 +

8.55 8.29** 12.75** 7.91%** 9.49*** 5.71* 3.46**
Creéatinine 518+ |7.15% 7.27 £ 5.87 + 6.91 5.79 + 6.34 +
(mg/l) 0.98 1.29*%* 1.28* 0.95 1.41* 0.57 0.70
Acide U. 28.02+ 3837+ |4250% 35.83 + 35.00 + 3217+ 3753+
(mg/l) 4.0 2.8%* 4.2%% 2.4%% 3.74%* 1.7* 2.86%*
* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.
** (P<0,01) : Différence hautement significative comparant au témoin.
*** (P< 0,001) : Différence trés hautement significative comparant au témoin.
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Figure 22. Variation de la concentration sérique de I’urée, créatinine et acide urique chez les

rats témoins (T) et traités aprés 28 jours de traitement (M £ SD, n=7).
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4.3. Etude histologique du rein.

I’observation microscopique des coupes histologiques rénales des rats du groupe témoin a
montré un parenchyme rénal normal avec des glomérules et des tubules bien définis
(figure 23, A). Pour les groupes de rats traités au propiconazole (B), propineb (C) et le
mélange (D) les altérations histologiques sont représentées essentiellement par des
remaniements congestifs, des dilatations tubulaires et d’une dégénérescence des glomérules

rénaux.
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Figure 23. Coupes histologiques du rein (Gr x 100) et (Gr x 400) des rats témoins (T [A]
[Al]) ettraités (PZ [B] [B1]; PB [C] [C1]; MIX [D] [D1]) aprés 28 jours de traitement.

1: Glomerule ; 2 : Espace de Bowman ; 3 : Tubes

<> Dilatation des tubes
-3 Grand espace de Bowman
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5. Influence du traitement sur la fonction reproductrice.

5.1. Variation de la masse absolue des testicules et épididymes.

Les résultats obtenus montrent qu’il y a eu une diminution significative du poids absolu des

testicules et épididymes chez les groupes traité par le propiconazole, propineb et le mélange

comparant au groupe témoin (Tableau 15, Figure 24).

Tableau 15. Variation de la masse absolue des testicules et de I’épididyme (g) chez les rats

témoins (T) et les rats traités apres 28 jours de traitement (M = SD, n = 7).

Groupes expérimentaux

Parametres | T (Gl) | PZ(G2) | PZ(G3) | PB(G4) | PB(G15) | MIX (G6) | MIX (G7)
Testicules (g) | 1.692+ | 1.541 1.469 + 1587+ | 1501+ 1.551 + 1.439
0.06 0.1* 0.145** 0.097 0.117* 0.098* 0.173**
Epididymes | 0.631+ |0.524+ 0.521 0.546 + 0.558 0.575 % 0.515+
(9) 0.98 0.039* 0.041** 0.052* 0.073* 0.041* 0.075**

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.

** (P<0,01) : Différence hautement significative comparant au témoin.
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Figure 24. Variation de la masse absolue des testicules et de I’épididyme (g) chez les rats

témoins (T) et les rats traités apres 28 jours de traitement (M = SD, n = 7).

5.2. Effet sur quelques marqueurs biochimiques.

D’apreés les résultats illustrés dans le tableau 16 et la figure 25, nous notons une augmentation
hautement significative (P < 0.01) du cholestérol chez les rats traités des groupes Pb (G5) et
Mix (G6 et G7) les autres groupes traités montrent une augmentation non significative. Aussi
nous remarquons une diminution hautement significative (P < 0.01) des triglycérides chez les
groupes traités par Pz (G1 et G2) et Mix (G7), I"augmentation de ce marqueur et tres
hautement significative (P < 0.001) comparé au groupe témoin chez les groupes traité au Pb
(G5) et Mix (G6 et G7)
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Tableau 16. Variation de la concentration du cholestérol et des triglycérides chez les rats

témoins (T) et traités aprés 28 jours de traitement (M £SD, n=7).

Groupes expérimentaux

Parametres | T (Gl) | PZ(G2) | PZ(G3) | PB(G4) | PB(G5) | MIX (G6) | MIX (G7)
Cholestérol 196+ |185% 212+ 234+ 249 £ 2.50 + 2.668 +
(g/l) 030 |033 032 0.39 0.13** | 0.09** 0.171%*
Triglycérides |0.69+ |0.48+ 043+ 0.68 + 0.78 + 041+ 0.44 +
(g/) 0.09 0.1** 0.12** 0.1 0.10* 0.06*** 0.07**

** (P<0,01) : Différence hautement significative comparant au témoin.

*** (P<0,001) : Différence tres hautement significative comparant au témoin.
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Figure 25. Variation de la concentration du cholestérol et des triglycérides chez les rats

témoins (T) et traités aprés 28 jours de traitement (M = SD, n = 7).
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5.3. Variation de la concentration des spermatozoides.

Les resultats présentes dans le tableau 17 et la figure 26 montrent une diminution significative
(P < 0.05) de la concentration des spermatozoides chez les groupes traités au Pz (G3), Pb (G5)
et Mix (G6) et une augmentation hautement significative (P < 0.01) pour le groupe traité Mix
(G7) comparé au témoin.

5.4. Variation de la mobilité des spermatozoides.

Les données statistiques sur la mobilité des spermatozoides révélent une diminution
hautement significative (P < 0.01) et tres hautement significative (P < 0.001) enregistrée chez

tous les groupes traités par comparaison au groupe témoin (Tableau 18, Figure 27).
5.5. Variation du taux de malformations (A, B, C, N, V) (%) des spermatozoides

Apres utilisation du test hypo-osmotique, les résultats donnés dans le tableau 19 concernent

les modifications morphologiques observes chez mes rats traité et le groupe témoin.

A. Modification faible du flagelle « A ».
Il existe des changements significatifs (P < 0,05) des spermatozoides a faibles modification du
flagelle chez les groupes traités au propiconazole (G2), propineb (G4 et G5) et au mélange
(G6 et G7) par rapport au groupe témoin.

B. Modification importante au niveau du flagelle « B ».
Une diminution significative du nombre de spermatozoides a modification importante au
niveau du flagelle chez les rats traités au propineb (G4 et G5) et le mélange (G6 et G7) par

rapport au groupetémoin.

C. Modification importante au niveau du flagelle et la piéce intermédiaire « C ».
L administration du propiconazole, propineb ainsi que le mélange n’entraine aucun

changement significatif (P < 0,05) du flagelle et de la piece intermédiaire.

D. Spermatozoides normaux (morts) « N ».
Les résultats montrent qu’il existe une augmentation significative (P < 0,05) du nombre des
spermatozoides normaux chez les groupes traités par le propineb (G5) et le mélange (G6 et
G7) et une augmentation non significatif pour les groupes traité par le propiconazole par

rapport au témoin.
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Tableau 17. Variation de la concentration des spermatozoides x10%/ml) chez les rats témoins
(T) et traités apres 28 jours de traitement (M + SD, n = 7).

Groupes expérimentaux

Parametres T(Gl) |PZ(G2) | PZ(G3) | PB(G4) | PB(G5) | MIX (G6) | MIX (G7)
Concentrationspz | 114.8+ | 1218+ |70 1122+ | 752+ 70.0 £ 64.7 £
(x10%/ml) 39.1 27.1 10.5* 20.4 14.6* 16.9* 17.2%*

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.

** (P<0,01) :

Différence hautement significative comparant au témoin.
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Figure 26. Variation de la concentration des spermatozoides x10%/ml) chez les rats témoins
(T) et traités apres 28 jours de traitement (M + SD,n=7).

Tableau 18. Variation de la mobilité des spermatozoides (%) chez les rats témoins (T) et

traités apres 28 jours de traitement (M £ SD, n=7).

Groupes expérimentaux

Paramétres | T (G1) | PZ(G2) | PZ(G3) | PB(G4) | PB(G5) | MIX (G6) | MIX (G7)
Mobilité | 6245+ | 4757+ |4285+ |4414+ |39.79% |413+ 39.77 %
spz (%) 5.78 7.6%% | 5.49%* B.36%%* | 7.6%%* | 725%k* | 3G7RR

** (P<0,01) : Différence hautement significative comparant au témoin.

*** (P<0,001) : Difference trés hautement significative comparant au témoin.
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Figure 27. Variation de la mobilité des spermatozoides (%) chez les rats témoins (T) et

traités apres 28 jours de traitement (M £ SD, n=7).

Tableau 19. Variation du taux de malformations (A, B, C, N, V) (%) des

spermatozoides chez les rats témoins (T) et traités apres 28 jours de traitement (M +

SD,n=7).

Modifications

Groupes expérimentaux

Morphologiques T(GL) | Pz PZ PB PB MIX | MIX
(G2) (G3) (G4) (G5) (G6) (G7)
A 2556 + | 18,95+ | 2009+ | 16,31+ | 1457 + | 18,87 | 14.44
208 |470% |64 527% | 2.22% | 461* |3.38*
B 1500+ | 17,01+ | 1534+ | 11,79+ | 1098+ | 09,62 | 10.21 *
315 [834 [321 |203* |820% |327* |7.2*
C 1365+ | 1570+ |14+ | 16,76+ | 1388+ | 1324+ | 1287+
44 336 |26 549 |47 534 | 4.13
N 4568+ | 47,75+ | 50.57 + | 55,50 = | 60.57 = | 58,27 | 62.48 %
317 |841 |712 |107 |72* |755% |411*

Abréviation: A, modification faible du flagelle; B, Modification importante au niveau du flagelle; C,
modification importante au niveau du flagelle et la piece intermédiaire; N: spermatozoides normaux

(morts).

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.
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5.6. Etude histologique des testicules.

L’examen des coupes du tissu testiculaire (Figure 28) des rats témoins (A) montre des tubes
séminiferes serrés avec une spermatogenese d’aspect normal. Les mitoses sont distribuées a
tous les niveaux ; les spermatogonies de petites tailles sont situées a proximité de la
membrane basale et les spermatozoides murs remplissent presque la totalité de la lumiére des
tubes séminiferes qui respectent son diameétre. Les testicules des rats traités par le
propiconazole (B), le propineb (C) et le mélange des deux produits (D) ont montré des tubules
séminiféres avec une faible intensité par rapport au groupe témoin. Le diamétre luminal des
tubules séminiféres était également plus large et la population de spermatozoides était
nettement réduite. En général, les cellules spermatogénétiques semblent avoir diminué en

nombre par rapport au témoin, et la forme caractéristique des tubules séminiferes a été perdue.
5.7. Etude histologique de I’épididyme.

L’examen de la section transversale des epididymes (Figure 29) des rats témoins (A) a
montré une structure normale et une densité normale de spermatozoides dans les coupes des
lumieres tubulaires. Cependant, la densité des spermatozoides a diminué dans les groupes
expérimentaux traités au propiconazole, propineb et au mélange, nous observons une densité

modéree de spermatozoides dans la lumiére de section tubulaire aprés 28 jours de traitement.
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Figure 28. Coupes histologiques du testicule (Gr x 400) des rats témoins (T [A]) et traités
(PZ [B]; PB [C] ; MIX [D]) aprés 28 jours de traitement.
1 : Lumiere des tubes séminiferes, 2 : Cellules germinales, 3 : Tube séminifere.

<+—p Elargissement de la lumiere du tube séminifére
—=> Perte de la spermatogénese

* Dégénérescence et lésion
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Figure 29. Coupes histologiques de I’épididyme des rats témoins (T [A]) et traités (PZ [B];
PB [C] ; MIX [D]) aprés 28 jours de traitement.

1: Lumiere tubulaire,

2: amas de spermatozoides.

—=>Densité des spermatozoides (-)

e —————————
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6. Influence du traitement sur les parameétres du stress oxydant.

6.1. Influence du traitement sur le glutathion tissulaire (GSH).

Le dosage du GSH montre que le traitement par le propiconazole, propineb et le mélange a
entrainé une diminution du glutathion tissulaire. On note une diminution significative (P <
0.05) de la teneur en glutathion au niveau du foie chez les groupes traités Pz (G2), Pb (G4 et
Gb) et Mix (G6 et G7) I’augmentation de ce marqueur a eté hautement significative (P < 0.01)
chez le groupe traité Pz (G3). La teneur du glutathion testiculaire chez les différents groupes
traités a la dose la plus faible (G2, G4 et G6) a diminué de maniére hautement significative et
trais hautement significative pour les groupes traités a la dose la plus forte (G3, G5 et G7)
(Tableau 08, Figure 30-31).

Tableau 20. Taux du glutathion (nM/mg prot) dans le foie et les testicules chez les rats

témoins (T) et apres 28 jours de traitement (M £ SD, n = 7).

Groupes expérimentaux

Parametres | T (G1) | PZ(G2) | PZ(G3) | PB(G4) | PB(G5) | MIX (G6) | MIX (G7)

Foie 83.17+ | 59« 52.17 + 64 + 54.33 + 64.3 + 58.5+
7.83 14.9* 14.01** 13.4* 16.88* 13.4* 15.42*

Testicule 2817+ | 1483+ 10.17 16.50 + 105+ 16.83 + 100+
3.60 2.56** 3.19%** 5.43** 1.87*** 3.19** 2.1%**

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.
** (P<0,01) : Différence hautement significative comparant au témoin.

*** (P<0,001) : Difference trés hautement significative comparant au témoin.
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Figure 30. Variation de taux du glutathion tissulaire (nM/mg prot) dans le foie des rats

témoins (T) et traités aprés 28 jours de traitement (M + SD, n=7).
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Figure 31. Variation de taux du glutathion tissulaire (nM/mg prot) dans les testicules

des rats témoins (T) et traités aprés 28 jours de traitement (M £SD, n=7).
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6.2. Influence du traitement sur le malondialdéhyde (MDA).

D’apres les resultats illustrés dans le tableau 21 et les figures (32-33), nous observons
une augmentation hautement significative du taux du MDA hépatique (P<0,01), chez tous
les rats traités par le propiconazole, propineb et le mélange par rapport aux rats témoins,
et ce taux n’augmente que chez le groupe traité au Pz (G3) et Mix (G7) dans le tissu
testiculaire da maniére significative et hautement significative respectivement par rapport aux

rats témoins.

Tableau 21. Taux du malondialdéhyde (nM/mg de tissu) dans le foie et les testicules chez les

rats témoins (T) et traités aprés 28 jours de traitement (M + SD, n=7).

Groupes expérimentaux

Parametres | T(G1) | PZ(G2) | PZ(G3) | PB(G4) | PB(G5) | MIX(G6) | MIX (G7)
Foie 0,33+ 0,69 + 0.70 = 0.74 + 0.76 + 0.70 + 0.78 +
0,11 0,10** 0.06** 0.13** 0.12** 0.04** 0.14**
Testicule 0.26 + 0.42 + 0.45 + 0.35+ 0.44 + 0.41 + 0.58 +
0.11 0.09 0.1* 0.09 0.06 0.06 0.05**

* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.
** (P<0,01) : Différence hautement significative comparant au témoin.
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Figure 32. Variation du taux de MDA tissulaire (nM/mg de tissu) dans le foie des rats

témoins (T) et traités aprés 28 jours de traitement (M £ SD, n=7).
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Figure 33. Variation du taux de MDA tissulaire (nM/mg de tissu) dans le testicule des

rats témoins (T) et traités aprés 28 jours de traitement (M £ SD, n=7).
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6.3. Influence du traitement sur I’activité des enzymes antioxydantes (glutathion
peroxydase GPx, glutathion S-transferase GST).

Les résultats motionnés au tableau 22 et les figures 34-35 permettent de montrer sur le plan
hépatique une claire diminution hautement significative (p < 0,01) de I’enzyme antioxydante
(GPx) et une augmentation significative (p < 0,05) du GST chez les rats traités au
propiconazole (G3) et une augmentation tres hautement significative dans le groupe traité au

mélange (G7), une augmentation non significative est observé chez les autres groupes traités.

L’ analyse de I’activité de I’enzyme GPx au niveau des testicules révele une légére diminution
significative (P < 0.05) chez le groupe traité Pb (G4), hautement significative (P < 0.01) chez
les groupes traités Pz (G2), Pb (G5) et Mix (G6), le résultat de ce marqueur a été trés
hautement significative (P < 0.001) chez les groupes traités Pz (G3) et Mix (G7).

Tableau 22. Variation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (UM GSH/mg
prot), la glutathion S-transférase (nM GSH-CDNB/min/mg prot) dans le foie et le testicule

chez les rats témoins (T) et traités apres 28 jours de traitement (M +SD,n=7).

Groupes expérimentaux
Parameétres T(Gl) | PZ(G2) | PZ(G3) | PB(G4) | PB(G5) | MIX (G6) | MIX (G7)

GPX (UM Foie 046+ [035+ [023+ [034+ |028+ [0.36z 0.27 +
GSH/mg prot) 0.07 | 0.06* 0.06* | 0.06** | 0.05** |0.07 0.07*

Testicule | 045+ | 0.31+ 0.19+ 0.33+ 0.24 £ 0.28 £ 0.19+

0.05 0.06** 0.09*** | 0.04* 0.02** 0.04** 0.03***

GST (nM GSH- 047+ | 057+ |0.78+ |055+ |056+ |0.69+ 0.81+
CDNB/min/mg Foie 012 | 0.09 0.15* 0.09 0.09 0.13 0.16%**
prot)
* (P< 0,05) : Différence significative comparant au témoin.
** (P<0,01) : Différence hautement significative comparant au témoin.
*** (P<0,001) : Différence trés hautement significative comparant au témoin.
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Figure 34. Variation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (UM GSH/mg

GPx testicule (LM GSH/mg prot)

prot) dans le foie et le testicule chez les rats témoins (T) et traités aprés 28 jours de
traitement (M £ SD, n=7).
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Figure 35. Variation de I’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (nM GSH-
CDNB/min/mg prot) dans le foie chez les rats témoins (T) et traités apres 28 jours de
traitement (M £ SD, n = 7).
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Les chercheurs s'inquiete de plus en plus des effets associés a I’utilisation des pesticides sur la
santé. Ces derniéres années, plusieurs études ont confirmé la présence de pesticides dans
plusieurs matrices, comme la nourriture, I'eau, le sol, I'air. Ce qui signifie que toute la
population est souvent exposée a des composeés de différentes sources (Rety et al., 2012,
Orton et al., 2013, Schummer et al., 2012, Schummer et al., 2012). Dans leur alimentation
quotidienne, les humains sont continuellement exposés a une variété de résidus de pesticides
qui pourraient agir de maniere cumulative et pouvant affecter la santé humaine (Hass et al.,
2012, Rieke et al., 2014, Cedergreen, 2014, Kortenkamp, 2014).

En 2013, I’autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA), chargée de tester les résidus
de pesticides sur des échantillons d'aliments provenant de pays européens et des pays tiers
avait détecteé que 27,3% des échantillons d'aliments analysés étaient contaminés par plus d'un
pesticide. En conséquence, les consommateurs sont exposes a un mélange de pesticides plutét
gu’un seul composé individuellement (EFSA, 2015). Les pesticides représentent un groupe
important de produits chimiques souvent perturbateurs du systeme endocrinien qui peuvent
affecter la fonction hormonale normale en interférant avec la synthése, la sécrétion, le
transport, le métabolisme, I'action contraignante ou I'élimination des hormones naturelles
présentes dans le corps ((IPCS), IPoCS, 2002). L'exposition aux pesticides peut perturber le
systeme endocrinien et a été associée a des effets nocifs sur la santé tels que les cancers, les
troubles neurodégénératifs et les troubles de la reproduction (Mostafalou et Abdollahi, 2013).
Les effets de cette combinaison de pesticides sur la santé humaine doivent étre évalués car
I'évaluation réglementaire de la toxicité des pesticides n'est actuellement effectuée que sur des

composeés seuls.

L’objectif de cette étude était de déterminer les possibles changements dans les parametres de
la fonction hématologique, hépatique, rénale et de la reproduction chez des rats exposes a
deux fongicides classés comme des perturbateurs endocriniens et largement utilisés en
Algeérie, le propineb un fongicide de la famille des dithiocarbamathes et un second fongicide
le propiconazole de la famille des triazoles ainsi qu’a leur mélange par voie oral pendant 28

jours.
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L’étude du poids corporel est utilisée comme indicateur de la détérioration de
I’état de santé générale du rat, les résultats de notre expérimentation suggeérent que
I’administration du propiconazole (G2), fait diminuer la croissance corporelle par rapport a
celle des témoins de maniére significative (P < 0,05), cette diminution est aussi noté chez le
groupe Pz (G3) mais est non significative, le résultat obtenu est soutenu par la diminution

significative de la consommation d’aliments et d’eau.

Les résultats de I'étude Djeffal et al. (2012) concordent parfaitement, puisque le traitement des
rats a une dose de 8 mg/kg de méthomyl pendant 3 semaines a entrainé une diminution de la
masse corporelle des rats. Ceci a été expliqué par la diminution des prises quotidiennes en
aliment. Des études antérieures réalisées sur des rats adultes traités avec des carbamates ont
également montré une diminution significative de leurs masses corporelles (EI-Demerdash et
al., 2004 ; Saoudi et al., 2011 ; Mossa et al., 2014). D'autres études réalisées avec des
pesticides ont montré que la diminution corporelle est due essentiellement a une diminution
de la masse grasse suivie de celle de la masse maigre, conséquence ultime d'un déséquilibre
de la balance énergétique entre les apports qui sont inférieurs aux dépenses energétiques (Ritz
et al., 2007 ; Bhattie et al., 2011; Singh et al., 2011; Jennifer et al., 2007).

Par contre, Ralesh et Kumaran (2013) ont expliqué la diminution de masse corporelle chez
des rats male exposés a un fongicide triazole (hexaconzole) a une dose de 25 mg/kg par voie
orale pendant 60 jours, par un taux élevé de dégradation des protéines qui pourrait étre
nécessaire pour repondre aux besoins en énergie au cours de la désintoxication. Ceci a été
confirmé par nos résultats qui indiquent une diminution du poids corporel des rats traités au

propiconazole.

Concernant l'effet du Propineb sur la masse corporelle (chez les G4, G5) on note une
augmentation non significative de la masse corporelle, malgré que le propineb appartient aux
dithiocarbamates connu d'avoir un effet sur la thyroide provoquant une augmentation de la
consommation quotidienne de lI'aliment et lI'augmentation de la masse corporelle. (Yahia et al.
2016).

Tandis que les groupes traités au mélange (Pz+Pb) (G6) et (G7) montrent une diminution non
de la masse corporelle. Plusieurs travaux indiquent que cette diminution est probablement

due a I'effet dominant ou la présence du Propiconazole
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Le profil hématologique et biochimique du sang est lI'un des parametres les plus
sensibles pour évaluer la toxicité des xénobiotiques et des médicaments chez les humains et
les animaux, ces résultats peuvent fournir des informations importantes sur I'environnement
interne de 'organisme. L'évaluation des caractéristiques hématologiques et biochimiques des
différentes especes est devenue un moyen important pour comprendre les processus normaux
et pathologiques ainsi que les impacts toxicologiques (Liju et al., 2013; Borges et al., 2007;
Sudova et al., 2009).

Cette étude a indiqué que la combinaison aux différentes doses d'exposition au Pz et au PB
ainsi que la combinaison (Pz+Pb) peut causer des degrés variables de lésions inflammatoires
chez les rats (tableau 10). Nos résultats ont montré que le propiconazole (G2 et G3) exercait
une certaine influence sur certains des indices sanguins étudiés (GB, GR, Hb et PLT), cet
effet n’a été observé que dans les résultats des GB et I’Hb chez les groupes traités au
propineb, tandis que le groupe traité au mélange (Pz+Pb), on note une augmentation dans le
taux des GB dans la D1 et 2, et une diminution des GR et Hb observé dans D2 du mélange.

Dans la présente étude, la principale réponse hématologique du rat male a l'effet sub-
chronique du Pz était une concentration significativement plus faible de GR, Hb et PLT,
tandis que celle des GB été significativement plus élevées aprés une exposition d’une durée
de 28 jours. La diminution de la concentration de I’Hb, du nombre de globules rouges, peut
étre un indicateur d'anémie comme le souligne (Talas et Gulhan, 2009) ainsi que Li et al. 2010
dans une étude sur le méme fongicide (Pz). Le stress du au Pz dans la présente étude a peut-
étre causé la condition d'anémie macrocytaire chez le rat, peut-étre en détruisant des
érythrocytes matures, ce qui a entrainé une réduction des GR et perturbant les mécanismes de
synthése du fer (Adhikari et al., 2004 : Li et al., 2010).

Les changements dans le nombre de leucocytes différentiels sont reconnus comme un
indicateur sensible du stress environnemental (Cole et al., 2001). Le nombre de GB différe de
celui des témoins chez les différents groupes traités. Donc a partir des valeurs observées des
GB il est clair qu'une augmentation de ce nombre est une réaction normale des rats a ces
substances (Pz, Pb, Pz+Pb), ce qui modifie leurs processus physiologiques normaux. La
leucocytose observée dans la présente étude indique une réaction du systeme immunitaire
pour protéger les rats contre une infection qui pourrait avoir été provoquée par des infections
chimiques et également secondaires, qui peuvent étre contractées apres l'affaiblissement de

I'état des rats. La leucocytose, qui peut étre directement proportionnelle a la sévérité de I'état
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de stress causal, peut étre attribuée a une augmentation de la mobilisation des leucocytes (Celi
et al., 2009 ; Srivastava et Narain, 1985).

Dans une étude de Tahir et al. 2014 ont rapportés que lI'administration orale d'imidaclopride
un insecticide aux doses (45, 56,25 mg/kg/jour) et de tétraconazole un fongicide de la
famille des triazole aux doses (124,8, 156 mg / kg / jour) a des rats pendant 30 jours a
provoqué une augmentation du nombre de GB et une diminution du taux de I’hémoglobine
(Hb) par rapport au témoin aux dose fortes, ces résultats étaient aussi en accord avec ceux de
Jain et al. 2006.

Tahir et al. 2009 dans une étude sur deux pesticides propiconazole et triadimefon et leur
mélange ont constaté que les triazoles humains exercent un effet d’hémolyse chez I’lhomme.
La dose orale de Triadimefon a été associée a une diminution des valeurs de PCV, Hb et
MCHC. Cependant, la PCV, Hb ont été augmentées chez les animaux traités au mélange alors
que le MCV a été augmenté dans les deux fongicides utilisés seuls. La leucocytose observée a
des doses faibles et répétées de fongicide est attribuée a la présence de lésions inflammatoires

dans de nombreux tissus comme les poumons, le foie et les reins.

Le foie représente un organe cible pour tous les xénobiotiques étant donné le role
essentiel de cet organe de détoxification. Nous rappelons aussi qu'il a été prouvé par plusieurs
recherches de haut niveau que I’exposition professionnelle aux pesticides peut provoquer des
effets néfastes sur la santé en général et plus précisément sur les différents organes ou tissus,
incluant le tractus génital, le tissus hématopoiétique, le rein et le foie (Tsatsakis et al., 2001).
Ce dernier, en tant qu’organe principal impliqué dans le métabolisme des xénobiotiques,
devient une cible majeure pour les divers xénobiotiques (Postic & Girard, 2008).
L’hépatotoxicité représente donc un critere important pour évaluer I'effet d’un xénobiotique
particulier (Al-Awthan et al., 2012). En plus, le foie est un organe essentiel dans le
métabolisme énergétique; il synthétise le cholestérol, les triglycérides, produit et recycle les
lipoprotéines (Postic & Girard, 2008).

Les résultats obtenus chez le groupe traité au propiconazole concordent avec plusieurs autres
études dont celle de Taxvig et al. (2008) qui ont observé une augmentation du poids relatif du
foie aprés une exposition de 14 jours chez la descendance de femelle gestantes aux différentes
doses de propiconazole 100 mg/kg et de 150 mg/kg et d’un autre triazole, le tebuconazole a
la dose de 150 mg/kg.
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Nesnow et al. (2011) dans une étude ou le propiconazole a été administré a des souris males
dans l'alimentation pendant 4 jours avec six souris par groupes aux doses (500, 1250 et 2500
ppm). lls ont trouvé que le propiconazole a augmenté la masse du foie et la masse relative du
foie, avec une augmentation de 61% du poids du foie a 3,2 g (t¢émoin = 1.99 g) et une
augmentation de 64% dans le poids relatif du foie a 10,5% du poids corporel (témoin 6.4%)
au niveau de la dose la plus forte (INCHEM, 1987).

Concernant le groupe traité au propineb, nos résultats montrent une augmentation
significative du poids du foie, ces résultats sont conformes aux travaux de recherche sur les
dithiocarbamates de Mallem et al. (2007) et de Yahia et al. (2014). En effet, I’hypertrophie est
probablement la conséquence de I’accumulation du propineb dans cet organe, induisant ainsi
une augmentation de sa masse. Nos résultats sont aussi similaires a ceux obtenus par Mossa &
Abbassy. (2012) qui ont observé une augmentation du poids relatif du foie apres une
exposition de 90 jours aux différentes doses de chlorpyrifos (9.60 et 300 mg/kg) et de
méthomyl (1.70 mg/kg). En outre, El Sayed et al. (2012) ont constaté que I'exposition & une
faible dose (1/20 DLso) et une dose élevée (1/10 DLso) du diméthoate, carbofuran et
carbendazime administrés individuellement pendant 30 jours augmente le poids relatif du

foie.

Notre étude montre que le traitement par le mélange chez les groupes traités (G6 et G7) nous
avons observé comme pour les deux produit pris individuellement une augmentation du poids

du foie.

Les parameétres biochimiques en relation avec I'activité hépatique sont connu pour avoir une
valeur importante dans I’évaluation toxicologique; étant donné que les modifications
apparaissent avant que les symptdmes cliniques aprés l'ingestion des substances toxiques
(Rao, 2006).

Des études faites sur la toxicité des pesticides ont prouvé que les fongicides, méme a des
concentrations tres basses, interféerent avec le métabolisme basal (Al-Shinnawy, 2008).
Comme d’autres études ont aussi montré que les fongicides peuvent altérer les parametres
biochimiques chez des animaux d’expérience (Garg et al., 2009 ; 2009a ; Karami-Mohajeri &
Abdollahi, 2011).

Nos resultats démontrent que le traitement des rats par le propiconazole propineb et le

mélange au deux doses pour chacun pendant la période étudiée, a entrainé des perturbations
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au niveau des parametres liés a la fonction hépatique (ASAT, ALAT, PAL, Albumine et

Protéines totales).

Dans les études cliniques, les transaminases sont des indicateurs importants des lésions et
d’endommagements du foie (Kalender et al., 2005). Tout dommage ou Iésion au niveau au
foie entraine une élévation de I'ALT et de I'AST dans le sang. Ceci concorde avec les
résultats enregistrés chez les groupes traités comparés au groupe témoin. Nous signalons aussi
que les enzymes hépatiques AST, ALT et ALP sont des enzymes cellulaires qui sont
présentes a faibles concentrations au niveau du sérum dans des conditions normales. L’ALT
est considéré comme le premier signe d'atteinte cellulaire et hépatique (Liju et al., 2013;
Mukinda et Eagles, 2010). L'ALAT est essentiellement localisée dans le foie et dans le
cytoplasme des hépatocytes alors que I'ASAT se trouve dans quelques tissus (muscles, le
myocarde, cerveau, reins) et dans le foie ou 80 % de ses activités sont localisées dans les
mitochondries (Mansour &Mossa 2010).

Nos résultats concernant l'augmentation des enzymes I'ASAT, ALAT et PAL rejoignent ceux
de (Rezg et al., 2008) qui ont observé une augmentation de I'ASAT, ALAT et PAL apres
I'administration du malathion a une dose de 100 mg/kg pendant 32 jours . Des observations
similaires ont été également rapportées par Al-Sarar et al. (2009); néanmoins, I'augmentation
significative des niveaux de ces enzymes a été observée chez les travailleurs exposés
professionnellement aux mélanges de pesticides (Khan et al., 2008, 2009, 2010 ; Patil et al.,
2003). D’autres recherches sur des Carpes indiennes exposées a deux concentrations sub-
letales (0,815 mg/L et 1,63 mg/L) de diazinon pendant 30 jours ont montré une augmentation
des enzymes hépatiques aprés 20 et 30 jours. (Haider & Rauf, 2014). Egalement, une
augmentation de I’activité plasmatique des transaminases et de la PAL a été rapportée chez
les truites arc-en-ciel exposées au diazinon et monocrotophos (Banaee et al., 2011; Agrahari
et al., 2006). De méme, Hagar et Fahmy. (2009) ont remarqué une augmentation de la
concentration sérique des aminotransférases et de la phosphatase alcaline chez les rats apreés
I’administration du diméthoate a une dose de 21 mg/kg/j pendant 2 mois. Des résultats
similaires obtenus chez les rats recevant une dose quotidienne (169,35 mg/kg) de cyromazine
(substance active d’un insecticide) combinée au chlorpyrifos (6,75 mg/kg) pendant 28 jours
consécutifs, a entrainé une élévation significative des transaminases seriques et de la
phosphatase alcaline (Heikal et al., 2013). Pareillement, des études antérieures ont rapporté

que I’activité enzymatique de la PAL a augmentée chez les groupes des personnes
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responsables des pulvérisation des pesticides en comparaison aux groupes de personnes non

exposées (Hernandez et al., 2013a).

Rappelons aussi que le foie est le site principal de la synthese des protéines plasmatiques, en
particulier l'albumine. Les modifications des protéines totales du sérum ou du rapport A/G
(I'albumine par rapporta la globuline) peuvent indiquer une dysfonction hépatique. Ces
modifications des protéines plasmatiques n'apparaissent généralement pas, sauf dans le cas
d'une dysfonction hépatique chronique ou sévére qui peut étre mise en évidence par une
diminution de l'albumine et une augmentation de la concentration de globuline. Des
changements ont été observés dans les taux de protéines totales et d’albumine, ce qui suggére
que le propicaonzole, le propineb et leur combinaison de Pz et Pb peut induire des lésions
hépatiques et la fonction synthétique du foie peut étre affectée par une exposition prolongée

aux rats.

Nos résultats ont montré une diminution de la concentration sérique de I’albumine et une
augmentation des protéines totales chez les groupes traités au propiconazole, propineb et le

mélange, comparés au groupe témoin.

Plusieurs études ont montré que de nombreux cultivateurs d'orchidées thailandais, utilisant
des quantites excessives de pesticides et non dotés d’équipement de protection ont montré une
réduction de la concentration sérique en albumine (Aroonvilairat et al., 2015). Nos résultats
sont en concordance parfaite avec ceux de Hagar & Fahmy. (2009), qui ont observé une
diminution du taux de I'albumine chez des rats traités au diméthoate a une dose de 21 mg/kg

pendant 2 mois.

Basir et al. en (2011) ont rapporté que le traitement des lapins par I’insecticide lambda-
cyhalothrine a des doses de 4 et 8 mg/kg a causé une augmentation de la concentration

sérique des protéines totales et de I'albumine.

Pour I'effet des produits utilisés sur la structure tissulaire du foie, I'observation des coupes
histologiques du tissu du foie chez rats traité au propiconazole, nous a permis de remarquer
essentiellement une congestion vasculaire avec une hypertrophie de [I'hépatocyte, des
élargissements des espaces portes; renferment une infiltration inflammatoire lymphocytaire.
Ce qui indique des signes de souffrance hépatocytaire de type lobulisation et clarification
cytoplasmique. Ces changement sont di peut étre au propiconazole qui appartient a une

famille de fongicide (Azoles) connus d'inhiber les activités enzymatiques de cytochromes
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P450 (CYP). Des lésions au foie tel qu'une vacuolation des hépatocytes ou des foyers
d'hépatocytes hypertrophiés et des nécroses sont des signes d'une toxicité chez les rats

(sagepesticide.qc.ca).

Guobin et al. (2004) ont aussi rapporté que le propiconazole a produit une hypertrophie de
I'népatocyte a la dose de 150 mg / kg de poids corporel/jour. Une hypertrophie a été aussi
observée avec la dose 75 mg / kg de poids corporel/jour, et une hypertrophie diffuse Iégére
de I'népatocyte centrilobulaire a la dose de 10 mg / kg de poids corporel/jour.

L’analyse microscopique du tissu hépatique des rats traité au propineb a révélé une
désorganisation architecturale des mailles hépatocytaire résultant surement d'une nécrose et de
la vacuolisation cellulaire et présentent aussi des siéges de discrets remaniements congestifs et
inflammatoires représentés par quelques parois vasculaires congestives a lumiere gorgée
d’hématies. Ces changements pourraient étre dus a la grande quantité de propineb accumulé
au niveau des hépatocytes. Des résultats semblables sont montrés par d’autres auteurs apres
une exposition a d'autres pesticides (Yahia et al., 2016 ; Garoui et al., 2011; Ksheerasagar et
al., 2011; Renugadevi et al., 2009; Ksheerasagar&Kaliwal, 2006; Pedraza-Chaverri et al.,
2006; Choudhary et al., 2003).

Pour le groupe d’animaux traités au mélange des deux fongicides, I’étude histologique du foie
montre un aspect identique a celui observé dans le tissu hépatique des rats traité au
Propiconazole ce qui confirme notre hypothése que la toxicité du propiconazole est plus forte
dans le mélange utilisé dans cette étude.

D’apres certaines études les troubles de I’oxydation des lipoprotéines et I’augmentation de
stress oxydatif peuvent également conduire a une nécrose au niveau des hépatocytes (Ratziu
etal., 2010; Marra et al., 2008).

Concernant les effets des pesticides sur I’activité rénale nous rappelons que les reins
exercent deux fonctions d’importantes majeurs, d'abord, ils excrétent la plupart des produits
finals du métabolisme corporel, et deuxiemement, ils contrélent les concentrations de la
plupart des constituants des fluides corporels (Andersson, 1977). Comme marqueurs de la
fonction rénale I'acide urique, I'urée et la créatinine sont fait pour I'analyse de routine. L'acide
urique est le produit final du catabolisme des acides nucléiques, c'est-a-dire le métabolisme
des bases de purine et de pyrimidine (Wolf et al., 1972). L'urée est le produit final azoté

principal du catabolisme des protéines et des acides aminés, produit par le foie et distribué a
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travers le liquide intracellulaire et extracellulaire. Dans les reins, I'urée est filtrée du sang par
les glomérules et est partiellement réabsorbée par I'eau (Corbett, 2008). La créatinine est un
produit de dégradation du phosphate de créatine dans le muscle, et est habituellement produite
a un taux assez constant par le corps en fonction de la masse musculaire (Zuo et al., 2008). La
créatinine est connue comme un bon indicateur de la fonction rénale, c'est-a-dire, une
augmentation de la créatinine signifie un dommage évident aux néphrons fonctionnels (Liju et
al., 2013).

Dans la présente étude des différences significatives dans I’urée, créatinine et I’acide urique
ont été trouvées chez les animaux traités par rapport au groupe témoin. Ces résultats suggerent
que le propiconazole et le propineb ainsi que la combinaison des deux pourraient altérer la

fonction rénale.

Des études faites par Dijeffal et al. (2012) ont constaté une augmentation des taux
plasmatique en urée et en créatinine chez les rats exposés au méthomyl. Ces résultats sont
en accord avec d’autres études dans lesquelles le dommage rénal a été occasionné chez des
ouvriers professionnellement exposés au méthomyl (Khan et al., 2008), dans un cas de suicide
(Makrides et al., 2005) et chez les animaux d’expérience (Fayez et Bahig, 1991 ; El-
Demerdash et al., 2013). Ces observations dans notre étude peuvent étre référées
indirectement a I’effet hépatotoxique des deux fongicides seuls ou en combinaison (données
montrées). En plus, I’augmentation en urée et créatinine plasmatique indiquent la capacité
diminuée des reins de filtrer ces déchets du sang et de les excréter dans I’urine. Une
association entre I’hyperuricémie et les dommages rénaux a été rapporté par Feig et al.
(2006). L’élévation du taux d’acide urique, ainsi que les modifications histologiques des reins
rapportés par Radad et al. (2009), EL-Fakharany et al. (2011) et EI-Demerdash et al.
(2013), indiquent clairement I’induction du dysfonctionnement et des dommages rénaux

provoqués par le méthomyl.

Une étude faite par Sherif et al. 2014 sur des rats traité oralement pendant 28 jours par un
fongicide triazole le difenoconazole a la dose (10 mg/kg) et un herbicide le diclofop-méthyle
a la dose (1 mg/kg) ainsi que la combinaison des deux, Les résultats ont révelé des taux d'urée
plus élevés dans tous les groupes traités, tandis que la créatinine plasmatique était plus élevée
dans les groupes traité au difenoconazole et diclofop-méthyle, le groupe traité au mélange n’a
indiqué aucune changement pour ce parameétre. Ces résultats sont cohérents avec les résultats

de Christine et al. (2008), chez des rats Fischer traités avec un fongicide éconazole. Taybe et
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al. (2011) aussi ont observé que lI'administration d'herbicide 2, 4-dichlorophénoxyacetique
chez les rats adultes a provoqué une réduction du taux de filtration glomérulaire objectivé par
la clairance réduite de la créatinine et une diminution de I'excrétion de créatinine compatible

avec l'insuffisance rénale.

Tahir et al. (2009) dans une étude sur deux pesticides propiconazole et triadimefon et leur
mélange ont constaté une augmentation significative de l'urée sérique et des niveaux de TGO
et la diminution de la protéine totale indiquent un trouble hépatorénal causé par ces
fongicides.

L’étude histologique des rats traités au propiconazole, propineb et le mélange a indiqué des
altérations histologiques du rein sont représentées essentiellement par des remaniements
congestifs, des dilatations tubulaires et d’une dégénérescence des glomérules rénaux. Le stress
oxydant causé par les fongicides seuls ou en combinaison peut avoir un impact négatif sur ces
tissus. Nos résultats concordent avec ceux d’Ogur et al, 2005, de Tahir et Nour (2009) et
Bououza et al. (2016).

Concernant I’effet des fongicides utilises seuls ou en mélange sur la reproduction, il
est important de rappeler que la masse testiculaire et épididymaire est un indice précieux de la
toxicité pour la reproduction chez les animaux males (Amann, 1982). Il apparait alors que
I'exposition aux pesticides provoque généralement une diminution du poids des organes
d'animaux (Dutta & Sahu, 2013). Ce qui a conduit & nos resultats qui ont montrés une
diminution significative du poids des testicules et de I’épididyme des rats traités au

propiconazole, propineb et au mélange comparés au témoin.

Les résultats obtenus dans notre expérimentation montrent qu’il y a eu une diminution
significative du poids absolu des testicules et épididymes chez les groupes traité par le

propiconazole, propineb et le mélange comparant au groupe témoin.

Selon Ralesh et Kumaran (2013), la réduction de la masse des testicules chez les rats traités
avec de I'nexaconazole, fongicide de la famille des triazole comme le propiconazole est peut
étre due a la réduction de la taille des tubules, et peut étre a l'arrét de la spermatogene suite a
I'inhibition de la biosynthése des stéroides (Kaur et Mangat, 1980). L’atrophie des glandes
sexuelles accessoires dans I'nypo-androgénie a également été rapportée par Ortiz et al. Al.,
(1999) et Menijivar et al., (1997). Dans la présente étude, la masse de I'épididyme était

significativement réduit, ce qui pourrait étre dd a une réduction des androgénes (Sujatha et al.,

Impact d’'un mélange de pesticides sur quelques parametres physiologiques et sur la santé cellulaire. Page 109



Discussion

2001). Des résultats similaires ont été obtenus par Ravikumar et al. (2011), qui ont rapporte
que I’hexaconazole a la dose de 55 et 110 mg / kg de poids corporel pendant 30 jours et 60

jours diminuait significativement la masse des testicules et des organes sexuels.

Concernant le propineb nos résultats rejoignent plusieurs études sur les dithiocarbamates ceux
de Yahia et al. 2014 qui ont constaté une diminution de la masse des testicules et de
I’épididyme chez les différents groupes traités au mancozebe a différentes doses (250,
500,1000mg/kg) par rapport aux témoins. Slimani et al. (2014) ont aussi indiqué une
diminution de la masse des testicules des pigeons traités au propineb a la dose de 0.2g/l et 2
g/l. ainsi que les travaux toujours de Slimani et al. (2015) qui ont démontré que le traitement
des pigeons par le manebe a la dose de 1g/l induisait une diminution de la masse des gonades

males.

Nos resultats correspondent parfaitement avec ceux obtenus par Marty et al. (2004) et
Johnson. (2005) et confirment ceux obtenus par El-Gerbed. (2013) qui a enregistré une
diminution de la masse des testicules chez les rats traités au parathion méthyl (un pesticide
organophosphoreé) a une dose de 0.25 mg/kg (équivalente a 1/50 DLso). De nombreuses études
consacrées a ce sujet ont abouti aux mémes constatations que les nétres (Ogutcu et al., 2006;
Kalender et al., 2007). Razi et al. (2012) ont suggéré que la diminution des testicules des rats
traités au malathion a une dose de (241mg/kg) peut étre due a une atrophie cellulaire. Aussi,
I’exposition des rats aux organophosphorés comme le glyphosate a une dose de 125 mg/kg
pendant 10, 20, 30 et 40 jours a révélé une diminution significative du poids des testicules et

de I’épididyme.

Nos résultats montrent une augmentation significative du taux de cholestérol dans les groupes
traités par Pb (G5) et Mix (G6 et G7) comparativement au groupe témoin, une augmentation
non significative est observée chez les groupes traités au Pz (G3) et Pb (G4). Des études
démontrent que le traitement par Carbendazim provoque une augmentation du taux de
cholestérol chez les rats (Muthuviveganandavel et al., 2008) des résultats similaires ont éte
obtenus chez les chiens (Baron, 1991). Une augmentation significative du taux de cholestérol
aprés l'administration de carbamate chez le rat a été observée par (Rai et al., 2009). Cette
augmentation du taux de cholestérol peut étre un signe de lésions hépatiques (Igbedioh et al.,
1992) ou la conséquence de la stimulation de la catécholamine qui stimule la lipolyse et de
l'augmentation de la production d'acides gras (Dekundy et al., 2007, Capcarova et al. Al.,
2010).
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Plusieurs études indiquent un déclin global de la fécondité chez les hommes au cours des
dernieres décennies en raison d'une mauvaise qualité du sperme, d'une diminution suggérée
du nombre de spermatozoides et de niveaux de testostérone chez les hommes (Andersson et
al., 2008 ; Jorgensen et al., 2012 ; Travison et al., 2007).

Nos résultats ont confirmé une baisse de la concentration et de la mobilité des
spermatozoides. La baisse du nombre et de la mobilité des spermatozoides au cours des
derniéres décennies peut étre attribuée a I’exposition accrue aux perturbateurs endocriniens
environnementaux (Yuan et al., 2010). Aussi, la faible densité du sperme épididymaire peut
étre due a une altération du meétabolisme des androgénes (Duty et al., 2003). Des résultats
similaires sur la mobilité des spermatozoides ont également signalé une baisse chez les rats
exposés aux différents carbamates (Gupta, 2001). Nos résultats sont en accord avec ceux
obtenus par El-Kashoury et al. (2010), qui ont montré que le traitement des rats au Dicofol
(un acaricide) a des doses faibles et fortes pendant 16, 28 et 90 semaines réduit
significativement le nombre des spermatozoides chez tous les groupes traités; de méme que
I’exposition des souris a I’endosulfan a une dose de 3 mg/kg pendant 35 jours a révélé des
dommages au niveau de la queue des spermatozoides et une dégénérescence acrosomiale avec
une diminution du niveau de testostérone, signifiant ainsi un dysfonctionnement testiculaire
(Alietal., 2012). En outre, le traitement des rats adultes par I’endosulfan pendant 10 semaines
a inhibé les fonctions testiculaires causant une diminution du nombre et de la mobilité des
spermatozoides ainsi que des changements dans la concentration de la testostérone avec des
malformations morphologiques séveres au niveau des spermatozoides (Amizadeh & AskKari,
2011 ; Modaresi & Seif, 2012). Autre constat relevé, le traitement avec 30 mg/kg de lindane
pendant 14 et 28 jours a montré une malformation des spermatozoides affectant le nombre et
la mobilité (Sharma & singh., 2010). Enfin, tous les rapports disponibles ont montré que la
plupart des fongicides sont des inhibiteurs de la spermatogenése au niveau des gonades des

lors qu’ils affectent la synthése de la testostérone (Ranjan & Daundkar., 2014).

Certains chercheurs ont relevé une réduction significative du nombre de spermatozoides
mobiles avec une augmentation considérable du pourcentage de spermatozoides morts,
anormaux et immatures dans le cas d’une exposition chronique au mélange d’insecticides
(Marmol-Maneiro et al., 2003 ; YuBo et al., 2009). Aussi, Ezeji et al. (2015) ont suggéré que
La reduction du nombre des spermatozoides chez les rats exposés au dichlorvos peut étre due

a la réduction de la testostérone qui joue un role important dans la spermatogenese.
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Chaudhary & Joshi. (2003) ont imputé la faible concentration des spermatozoides a I’activité
enzymatique altérée, responsable de la spermatogenése. D’autres carbamates signalés
responsables de la réduction du nombre des spermatozoides par plusieurs chercheurs (Joshi et
al., 2007; Kavlock et al., 2005;. Reddy et al, 2006 ; Pareek et al, 2007).

Une étude a rapporté l'effet de dichlorvos sur le nombre des spermatozoides et la
spermatogenése chez les souris males qui ont été traitées avec (0,1 mg/jour et 0,05 mg/ jour)
pour une période de 15 jours; une baisse significative des spermatogonies et spermatocytes
primaires a été relevé (Kata., 2008). Des doses de 0, 3.66, 5.50 et 11 mg de diméthoate ont été
injectées a des rats pendant 90 jours et les résultats obtenus ont confirmé une diminution
significative de la concentration et de la mobilité des spermatozoides (Ngoula et al., 2007 ;
2007a). Une autre étude a été menée pour évaluer les effets du malathion sur le systéme
reproducteur male des rats Wistar. Des doses de 50, 150 et 250 mg/kg de malathion ont été
administrées par voie orale pendant 60 jours ont montré une réduction du nombre de
spermatozoides ainsi que leur mobilité (Choudhary et al., 2008). Ces constatations ont été
observées par Shittu et al. (2013); Olorunshola et al. (2011). Le traitement par le lindane a des
concentrations de 9 et 18 mg/kg pendant 60 jours a eu pour effet une diminution de 42% a
50% du nombre des spermatozoides (Simic et al., 2012). Plusieurs autres études ont restitué
des résultats similaires : des rats males traités a une dose de 170 mg/kg de malathion pendant
une période de 13 jours, ont révélé une baisse significative du nombre de spermatozoides
observés au testicule et a I’épididyme (Espinoza-Navarro et al., 2014). Ces pesticides peuvent
modifier la lignée germinale des tubes séminiferes dans les testicules ce qui diminue la
capacitation et la maturation des spermatozoides (Jorsaraei et al, 2010; Mathur & D Cruz,
2011).

Le Propiconazole est en outre un perturbateur endocrinien. Il a en particulier un effet
d’inhibition de I’aromatase (CYP19). En fait, ce qui est a considérer ici n’est pas tant
I’inhibition de I’aromatase (CYP19) qui demeure relativement modeérée par rapport a d’autres
fongicides azoleés (triazoles), que surtout son effet de potentialisation synergique avec d’autres
polluants chimiques (effets cocktail) (ECERI, 2013) ce qui peut expliquer des résultats plus

accentués du mélange (Pz+Pb) en ce qui concerne les paramétres de reproduction.

Nos résultats histologiques des testicules ont montré des tubules séminiféres avec une faible
intensité par rapport au groupe témoin. Le diamétre luminal des tubules séminiferes était

également plus large et la population de spermatozoides était nettement réduite chez les
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groupes traités comparés au témoin. En geéneéral, les cellules spermatogénétiques semblent
avoir diminué en nombre par rapport au témoin, et la forme caractéristique des tubules

séminiféres a été modifiée.

Ces résultats concordent avec ceux de Ravi Kumar et al. (2011) ont observé une diminution
significative de la taille des tubes séminiferes chez des rats aprés I’exposition a
I’hexaconazole, un fongicide de la famille des triazoles (méme famille que le propiconazole)
pendant 30 jours. Les lésions observées avec la dose élevée (110 mg/kg) étaient des
changements dégénératifs dans les cellules gonadiques, un cedéme inter-tubulaire, une
altération de la spermatogenese avec accumulation de cellules rondes dans la lumiere et une
Iégere hyperplasie des cellules de Leydig. Une dose moyenne d'hexaconazole (55 mg/kg)
administrée pendant 60 jours a causé des dommages au niveau de I'architecture testiculaire,
Une dose élevée d'hexaconazole (110 mg/kg) administrée pendant 60 jours a entrainé des
lésions graves du testicule. Il y avait des accumulations de grandes cellules rondes et de
cellules géantes dans la lumiére des tubules séminiféres, un épaississement doux de la
membrane basale et des changements dégéneratifs dans I'épithélium gonadique.
L'hypertrophie des cellules de Leydig était plus marquée dans ce groupe et a certains endroits

les cellules de Leydig présentaient des modifications dégénératives et nécrotiques.

Nos résultats histologiques pour le propineb ont montré des résultats qui rejoignent ceux de
Yahia et al. (2016) chez des rats traités a différentes doses de mancozébe ont trouvé une

altération des étapes de la spermatogenese avec une dégénérescence des cellules de sertoli.

L'observation histologique des testicules de pigeons traités au propineb dans I’étude de
Slimani et al. (2014) ont montré un diameétre uniforme des tubules seminiféres avec une
épaisse lame basale et I'absence de spermatozoides dans la lumiére des tubules séminiferes
marquant ainsi la régression des gonades. L'examen histologique des testicules a partir de 0,2
g/l de pigeons traités a montré un diamétre irrégulier de tubes séminiféres avec un petit peu et
une fine lame basale allongeée. Il est nécessaire de noter la présence de spermatozoides dans la
lumiere de la majorité des tubules. Les observations histologiques des testicules d'oiseaux
traités @ 2 g / | ont révélé des Iésions testiculaires trés séveres, réfléchies par des tubules
séminiformes allongés, détachement de I'épithélium séminifere et écaillage des cellules
germinales dans la lumiére des tubules séminiferes. Une couleur blanchatre-gris a egalement

été observée.
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Des études similaires sur les effets des pesticides sur I’histologie des testicules ont montré que
I’exposition des rats males au lindane a des doses de 10, 20 et 40 mg/kg a contribué a la
suppression de la spermatogenése par une réduction de la prolifération des cellules germinales
ainsi que I’augmentation de I’apoptose des cellules germinales (Yuksel et al., 2009). D’autres
recherches publiées sur le traitement des rats par I’endosulfan ont signalé une altération de la
spermatogenese, histologiquement par une diminution du diametre des tubes séminiferes (Jain
et al., 2013). En outre, une dose orale de 40 mg/kg du lindane pendant 60 jours a causé un
rétrécissement et une déformation des tubes séminiferes, des vaisseaux sanguins et une
atrophie tissulaire (Nagda & Bhatt., 2011). Des résultats publiés précédemment sur le
traitement des souris par des doses sublétales de méthoxychlore ont montré des changements
dégénératifs des tubes séminiféres conduisant a une augmentation de leurs diameétres et
I’apparition d’cedémes interstitiels (Staub et al., 2001). L’Analyse histologique des testicules
des rats exposes a des doses de 3 et 6 mg/kg de dieldrine montre aussi une altération de la
spermatogenese avec une réduction marquée de la production de gamétes combinée a une
réduction des diameétres des tubes séminiferes (Hallegue et al.,, 2003). Des troubles
histopathologiques similaires ont été également observes chez des rongeurs adultes lors d'une
exposition directe a des doses sublétales de diméthoate et d'autres composes carbamates
(Huang et al, 2006 ; Farag et al, 2007 ; Joshi et al., 2007 ; Choudhary et al, 2008; Sayim
2007 ; Zidan et al., 2009 ; Elmazoudy et al, 2011). L'examen histologique des testicules chez
les rats traités au dichlorvos a encore révélé des dégénérescences cellulaires avec hypertrophie
des spermatogonies ce qui a probablement conduit a une réduction de la production des
spermatozoides (Ezeji et al., 2015). Aussi, L'histologie des testicules d'animaux traités avec de
fortes doses de diméthoate ont montré une dégénérescence des cellules de Sertoli avec une
désorganisation de I'épithélium germinal ; la lumiére des tubes séminiféres a révélé de faibles
concentrations en spermatozoides (Ngoula et al., 2007). L analyse du tissu testiculaire des rats
traités au lindane a montré une désorganisation cellulaire avec des formes irrégulieres et un

espace intercellulaire plus marqué entre les spermatogonies (Simic et al., 2012).

L’examen microscopique des sections transversales des épididymes chez les différents
groupes de rats a montré que la densité des spermatozoides a diminué dans les groupes
expérimentaux traités au propiconazole, propineb et au mélange. Nous observons aussi une
densité modérée de spermatozoides dans la lumiere de section tubulaire apres 28 jours de
traitement. Ces résultats concordent avec ceux de Bouaza et al. (2014) et Soni et Shrivastava
(2013).
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On sait que de nombreux xénobiotiques, y compris des pesticides, produisent un stress
oxydatif par I’augmentation de la production des radicaux libres qui a leur tour générent le
stress oxydatif dans différents tissus et chez différents organismes (Mehta et al., 2008). Le
stress oxydant est une circonstance anormale dans laquelle sont placés les tissus de notre
organisme lorsqu'ils font face a un flux accru de radicaux libres et qu'ils narrivent plus a les
piéger ou a détruire (Agrawal et Sharma, 2010). Evaluer le stress oxydant consiste donc a
estimer les mécanismes de défense et analyser les produits secondaires qui peuvent en résulter
(Koechlin, 2006). En général, les cellules ont différents mécanismes pour soulager le stress

oxydatif et réparer les macromolécules endommagees.

La défense principale ce fait par des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques, qui ont
été montrés pour récupérer les radicaux libres et ROS. Les enzymes antioxydantes catalase
(CAT), la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx) et le glutathion-S-
transferese (GST) et les antioxydants non enzymatiques, y compris le glutathion (GSH)
Affectés par I'exposition aux pesticides (Banerjee et al., 2001).

L’exposition aux pesticides peut induire un état de stress oxydant par : (1) production accrue
des radicaux libres qui s’accumulent dans la cellule, (2) altération des mécanismes de défense
antioxydante ; y compris la détoxication et les enzymes de balayage, ou (3) augmentation de
la peroxydation lipidique suite a I’interaction entre les ERO et les membranes cellulaires ou
sous-cellulaires (Abdollahi et al., 2004).

Il existe de plus en plus de preuves expérimentales, in vitro et in vivo, qui lie l'infertilité
masculine et la fonction spermatique défectueuse au stress oxydatif-nitratif. En fait, des
niveaux éeleves de ROS sont détectés dans jusqu'a 40% des échantillons de sperme d’hommes
infertiles (Sharma et al., 1999 ; Suleiman et al., 1996). Les dommages oxydatifs induits par
ROS / RNS sont directement impliqués dans I'infertilité masculine. Une production excessive
de ROS peut entrainer une altération de la stéroidogenese et de la spermatogenése par
plusieurs mécanismes, dont les Iésions de I'ADN, la peroxydation lipidique et I'oxydation des
protéines (Prahalathan et al., 2006). Le foie comme étant un organe cible spécialisé dans la

détoxification est en premiere ligne de défense contre le stress oxydant.

Dans notre étude expérimentale, les résultats montrent une diminution significative des
niveaux de glutathion dans tous les tissus étudiés chez les rats traités par le propiconazole (G2
et G3), par le propineb (G4 et G5) et le mélange des deux fongicides (Mix G6 et G7). Le

glutathion est un élément crucial, antioxydant du mécanisme de défense ; il fonctionne
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comme un réactif direct et anti-radicalaire (Romao et al., 2006 ; Wu et al., 2012). Son
épuisement peut avoir comme conséquence la dégénération de cellules due a I'effort oxydant
provoqué par des polluants (Zhang et al., 2008). Les niveaux réduits de GSH chez les rats
traités pourraient étre le résultat de sa participation en tant qu’antioxydant dans la
neutralisation des radicaux libres produits par ces pesticides et/ou en raison de l'inhibition des
enzymes antioxydantes qui sont impliquées dans sa régénération (Boukerche et al., 2007 ; Li
et al., 2010; Chiali et al., 2013).

Dans la présente étude, I’exposition des rats au propiconazole, propineb et le mélange a eu
comme conséquence une augmentation significative de la peroxydation lipidique, indiquée
par I’augmentation du taux en MDA dans les organes étudiés (foie et testicules). D’apres les
résultats illustrés dans le tableau 21 et les figures (33-34), nous observons une
augmentation hautement significative du taux du MDA hépatique (P < 0,01), chez tous les
rats traités par le Pz (G2 et G3), Pb (G4 et G5) et le mélange (G6 et G7) par rapport aux
rats témoins, et ce taux augmente chez le groupe traité au Pz (G3) et Mix (G7) dans le tissu
testiculaire da maniére significative et hautement significative respectivement par rapport aux
rats témoins, on note aussi une augmentation mais non significative de ce marqueur chez les
autres groupes traité de ce méme organe. Cela montre bien que les deux fongicides sont
capables de promouvoir la génération des ERO, qui se traduit par la peroxydation lipidique
(LPO) dans les tissus hépatiques et testiculaires et suggérant leurs effets déléteres dans ces
tissus (Cemek et al., 2010). L’augmentation du taux des especes réactives oxydantes a
I’intérieur des cellules peut étre due soit a une surproduction de ces substances réactives soit a
une diminution de la capacité de les neutraliser (Kirschvink et al., 2008). Ces résultats sont en
accord avec les études de plusieurs auteurs qui ont démontré l'interaction de l'atrazine
(herbicide de la famille des triazines) avec les lipides membranaires entrainant une
augmentation du MDA, marqueur de I’oxydation lipidique (Yahia et al., 2016; Srivastava et
al., 2012; Aboul-Soud et al., 2011; Bhatti et al., 2011; Singh et al., 2011; Ajiboye., 2010;
Nawani et al., 2010). D’autres résultats ont egalement montré que I’exposition au chlorpyrifos
méthyl parathion et au malathion ainsi que leur mixture a généré un stress oxydatif dans les
tissus des rats. Les résultats ont montre clairement une augmentation de I’activité de MDA
(Ojhaetal., 2011).

Les enzymes antioxydantes sont considérees comme la premiere ligne de la défense cellulaire
contre les dommages oxydatifs. Ces enzymes regroupent plusieurs familles ; celle des GPx,
des SOD et des GST, la CAT et la GR.
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Ainsi, I"augmentation du stress oxydant et les dommages cellulaires, provoqués par le
traitement avec le propiconazole, propineb et la combinaison des deux par voie orale pendant
28 jours étaient évidentes par les perturbations dans les activités enzymatiques de GPx dans
les tissus du foie et des testicules, et de la GST dans le foie des rats.

La famille enzymatique des GST est impliquée dans les processus de la détoxification. En
outre, une fonction importante de GST, en réponse au stress oxydant est sa capacité de
conjuguer le GSH avec les produits de la peroxydation lipidiqgue (Manawadi et Kaliwal,
2010). Les niveaux de ces antioxydants peuvent fournir une idée claire sur I’ampleur des

dégats qui se produisent dans ces tissus (Sies, 1993).

Les résultats de notre expérimentation permettent de montrer sur le plan hépatique une claire
diminution hautement significative (p < 0,01) de I’enzyme antioxydante (GPx) et une
augmentation significative (p < 0,05) du GST chez les rats traites au propiconazole (G3) et

une augmentation trés hautement significative dans le groupe traité au mélange (G7).

L’ analyse de I’activité de I’enzyme GPx au niveau des testicules révele une légére diminution
significative chez le groupe traité Pb (G4), hautement significative chez les groupes traités Pz
(G2), Pb (G5) et Mix (G6), le résultat de ce marqueur a €té trés hautement significative chez
les groupes traités Pz (G3) et Mix (G7).

Pour le résultat de la GPx les résultats de notre expérimentation sont similaires a ceux obtenus
dans une étude faite sur des rats traités au malathion a une dose de 27 mg/kg pendant 30 jours.
Ces résultats ont enregistré des taux inferieurs en GPx hépatique et testiculaire (Al-Othman et
al., 2011a). Yahia et al. 2016 ont constaté aussi une diminution de la GPx dans les tissus des
testicules et du foie chez les différents groupes traités au mancozebe a différentes doses (250,
500, 1000mg/kg) par rapport aux témoins.

D’autres résultats ont également montré que I’exposition au chlorpyrifos méthyl parathion et
au malathion ainsi que leur mixture a généré un stress oxydatif dans les tissus des rats,
témoignant d’une accumulation des produits de la peroxydation. Les résultats ont montré
clairement une diminution de I’activité de GPx (Ojha et al., 2011). En outre, des rats qui ont
été traités par voie orale avec deux doses de thiaclopride (112,5 mg/kg) et de deltaméthrine
(15 mg/kg) et leur combinaison pendant 30 jours; Les résultats obtenus montrent une
diminution significative de I’activité de GPx chez le groupe traité au mélange (Aydin., 2011).
Les travaux de Astriz et al (2009 a,b,c) ont montré également que de I'exposition chronique
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aux pesticides chez les rats injectés i.p. pendant 5 semaines avec des doses comprises entre
1/50 et 1/250 DL50 de diméthoate, glyphosate et zineb, seuls ou en combinaison ont
augmenté I'état de stress oxydatif dans le foie et les testicules ou le résultat de la GPx été plus

observe dans les groupes traité aux combinaisons possibles de ces trois pesticides.
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Conclusion et perspective

Nos résultats permettent d’affirmer la toxicité a ces fongicides aux doses décrites chez
I’animal de laboratoire au niveau du foie, des reins et au niveau des organes de reproduction.
Notons que le groupe traité au mélange méme a dose plus faible peut avoir des effets qui
peuvent étre égale ou plus forte que la dose seul.

Les recherches en termes de santé concernant I’exposition aux pesticides ont bien démontré

jusgu’a présent ses effets tres néfastes sur I’organisme humain.

En perspective, il serait intéressant de développer ces recherches d’un point de vue
opérationnel par approfondissement de la connaissance sur I’appréciation de la détoxification
de I’organisme. Ces travaux ouvrent un certain nombre de perspectives qu’il serait souhaitable
de :
+ Etudier les capacités de détoxification a travers les dosages de tous les éléments de
la cascade enzymatique du systeme de détoxification notamment le GST, Catalase,
SOD et les métallothionines ainsi que les proteines de stress : Heat Shock Protein
(HSP).
+ Ultilisé de doses faibles proches de la NOAEL.
+ Prolonger la durée d’exposition des animaux afin de savoir si les perturbations
fonctionnelles et moléculaires pourraient aboutir a I’apparition des pathologies.
+ Approfondir les recherches du mécanisme d’action du pesticide in vivo : des études
plus approfondies (étude de génotoxicité pour la recherche d’un dommage de
I”’ADN ou des études de biologie moléculaire permettant de savoir si une atteinte de
I”’ADN serait déclenchée de facon directe).
+ FEtudier le potentiel de détoxification des pesticides par certaines plantes

médicinales et tester leurs propriétés phytothérapiques sur un modele de laboratoire.
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The present study has been carried out to elucidate the toxic effects of two commonly
used pesticides, propiconazole, propineb and their mixture on reproductive parameters
in male wistar rats. Twenty eight male rats were randomly divided into four groups.
Rats in groups 2, 3, and 4 received propiconazole 60 mg/Kg, Propineb 100 mg/Kg and
their mixture 30 mg/kg Propiconazole + 50 mg/kg Propineb, respectively, while those
of group one served as control , and that throughout the 4 weeks experimental period.
Animals were observed for clinical toxicity. At the end of treatment, all groups of
animals were scarified and samples of different organs were fixed in the formol 10%
for histopathological study. The semen study showed a decrease in the count and
mobility of spermatozoa, accompanied with a significant decrease in morphological

studies. changes of flagellum in the treated groups especially with mixture compared to control
group. It was also a decrease in the weight of the testis and epididymis in the treated
groups compared to the control. Histological changes were observed in the testis and
epididymis in all treated groups. In conclusion this paper shows clearly that the
treatment with these pesticides alone or in combination for 4 weeks can induce a
decrease in the quality of the sperm with histopathological changes in the testes and
epididymis.
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INTRODUCTION

Pesticides are ubiquitous in our environment and have a significant impact on the economy, the
environment and public health. Pesticide use was crucial for agricultural development and improves human
nutrition through increased availability, the lifetime of storage and reduces feed costs. Pesticides also reduce
human labor requirements and concomitant of industrial accident risks. These agents actively assist in the
control of food-borne and vector-borne diseases [1]. Humans are exposed to complex mixtures of toxic
compounds every day in their residential and occupational environments [2,3]. In particular, agrochemicals are
continuously used on a massive scale and persist as residues in food of both vegetable and animal origin, as well
as in the air and water [4]. Exposure to pesticides can be done by different routes (food, drinking water, housing,
work) and different routes (oral, respiratory, dermal) [5, 6, 7].

The incidence of male fertility decay has increased alarmingly since 1980s as a result of multi-factorial
events including environmental pollution. The number of experimental studies on the effect of agrochemicals on
the reproductive system has grown in recent years and some possible mechanisms of toxicity have been
suggested. The most widely accepted effect is pesticide induced endocrine-disrupting effects [8]. Several studies
have indicated a correlation between pesticide exposure and reduced male fertility [9, 10, 11, 12].

In this work we studied two of the most used pesticides not only in our country but also in different part of
the world. Propineb is a fungicide with the propylene-bis-dithiocarbamate. Dithiocarbamates form lipophilic
complexes with di- and trivalent metallic cations, bonding through the sulfur atoms. Propineb has a low acute
toxicity with a specific goitrogenic effect in rats. It has been reported that the exposure of Propineb in repeated
dose toxicity studies, in addition can have an effects on the thyroid gland and reversible effects on skeletal
muscles [13, 14, 15, 16, 17]. Propiconazole is a triazole containing antifungal agent widely used in agriculture
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[18, 19]. It used to slow or stop the growth of fungus infecting agricultural fields [20]. Studies conducted for
safety and risk assessments have tested the in vivo effects of these triazoles in rodents and other species,
demonstrating hepatotoxicity for all Propiconazole, and even possible adverse effects in oncogenicity tests in
mice [21].

Present study was aimed to evaluate the adverse effects of propiconazole and propineb in the male rat when
given alone or in combination. This may contribute to the understanding of the effect of a simultaneous
exposition, and it may have interest in the evaluation of the damage degree to which humans are potentially
exposed due to environmental pollution.

MATERIAL AND METHODS

Animals and exposure:

In this present experiment, twenty eight (28) male wistar rats were used, each weighing 250-300 g were
purchased from the Pasteur Institute (Algiers). Animals were housed in polypropylene cages and maintained at
ambient temperature of 22 + 3°C in natural photoperiod with relative humidity of 40-60%. The animals had free
access to diet and water ad libitum. After 2 weeks of acclimatization period they were divided into four groups
(seven animals for each exposure groups and control group). The first group (G1) served as control and received
water as vehicle. In groups 2 and 3, rats were treated orally with Propiconazole at a dose of 60 mg/kg body
weight, and Propineb with the dose 100 mg/Kg body weight propineb respectively. The last group (G4) animals
were given the mixture of the two fungicides 30 mg/kg Propiconazole and 50 mg/kg Propineb. At 28 day of the
treatment, the animals were sacrificed, blood and semen was collected. The organs (testes and epididymis) were
removed and weighted.

Biological study of spermatozoa:

To estimate the effect of fungicides used on the fertility of rats through the characteristics of sperm and
semen quality, we proceeded to biology of spermatozoa by the method of the OMS 1993 [22]. After dissecting
the semen collected from a small opening at the head of the epididymis to study the concentration, motility and
spermatozoa vitality. Then 1ul of semen was preleved and diluted in 49 pL of NaCl 0.9% then placed in an oven
at a temperature of 37 ° C.

Histology study:

The testes and epididymis samples were examined for histopathological changes. The samples were placed
in 10% formole and dehydrated in 70-100% ethanol series. They were then placed in paraffin baths at 58°C for
paraffin inclusion. Sections of 4-6 mm were prepared from paraffin blocks using a rotary microtome. These
sections were then stained with Hematoxylin-Eosin (H-E) according to the criteria of the method of Martoja and
Martoja [23], then photographed using a Leica photomicroscope.

Statistical analysis:

Data are presented as mean + standard deviation (SD). The analysis of data was performed using t-Student
test to compare the statistical significance of the differences between the treated and control groups with
Minitab program (version 16). P < 0.05 was considered significant.

Results:
Organs weight:

Table 1 show the weight of the organs in the treated groups and control. It demonstrated a decrease in the
weight of testis and epididymis of animals treated with propiconazole, propineb and mixture as compared to
control.

Table 1: Changes in absolute and relative testes and epididymis weights of control and rats treated with propiconazole, Propineb and
mixture after 28 days of treatment.

Parameters Treatment groups
Control Propiconazole Propineb Mixture
Absolute testes weight (g) 1,692 + 0,060 1,541 + 0,100* 1,587 + 0,097 1,551 + 0,092*
Relative te“f)sv‘\’,")e'ght (071009 0,598 + 0,045 0,540 + 0,064 0,530 + 0,071 0,526 + 0,060*
Absolute epididymis weight (g) 0,631 + 0,039 0,524 £ 0,074* 0,546 + 0,052* 0,575 £ 0,041*
Relative epididymis weight 0,216 + 0,018 0,182 + 0,020% 0,181 + 0,015%* 0,194 + 0,021
(9/100g b.w.)

Values are given as mean * SD for group of 7 animals each.
* P < 0.05, compared to controls.
** P < 0.01, compared to controls.
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Semen study:

The results in Fig 1 show that there is a decrease but no significant change (P > 0.05) in the concentration
of spermatozoa in the treated animals with propiconazole and group propineb as compared to control group.
However, there is a significant decrease (P < 0.05) in the group treated with the mixture of Propineb and
Propiconazole group as compared to the no treated animals.

450 +
400 -
350 -

300 | X

250 - = Control
200 - Propiconazole
150 | B Propineb
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Concentration (x10%/ml)

100 -

50

0 -
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Fig. 1: Epididymal sperm concentration of control and treated groups (x10%ml). (M + SD, n = 7) P < 0.05*.

The results in Figure 2 show that there is a highly significant decrease (P < 0.01) in the motility of the
spermatozoe treated with propicoazole compared to controls. Similarly, a highly significant decrease was noted
in the treated groups with propineb and the mixture as compared to those of control individuals.
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Fig 2: Epididymal sperm motility of control and treated groups (%). (M = SD, n =7) P < 0.01**, P < 0.001***

The morphological changes characteristic of sperm exposed to hypo-osmotic stress are presented in (Table
2). We founded a significant reduction in the modification of flagellum of sperm category (A and B) between
the treatment groups compared with the control group. However, the normal sperm was increased in the
treatment groups compared to control group. The reduction in morphological changes of flagellums in the
treatment groups indicates the adverse effect of Propiconazole, Propineb and mixture in sperm vitality by
causing injury in the membrane of flagellum.

Histology study:
Testes section:

Observation from the histological sections (Figure 3, A to D) demonstrated apparently normal seminiferous
tubules in controls with sperm cell series at different stages of development. The lumens were filled with a good
population of mature sperm cells spermatozoa and a healthy interstitium was also demonstrable (Fig 3 A). The
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testes of rats that received Propiconazole showed seminiferous tubules with poor intensity compared with the
control group. The luminal diameter of the seminiferous tubules was also wider and the population of
spermatozoa was markedly reduced. Generally, the spermatogenetic cells appeared to have decreased in number
compared to the control, and the characteristic shape of the seminiferous tubules was lost (Figure 3 B). Although
tissue staining of the testes of rats administered with 100 mg/kg body weight Propineb was better than the low
treated group with Mixture and Propiconazole as compared with the no treated the transverse section of testis in
control animals, presence of wider luminal diameter and reduced interstitial spaces were noted, and the
population of sperm cells was also reduced in the lumen.

Table 2: The morphological changes characteristic of sperm of control and experimental groups after 28 days of treatment.
Morphological changes Treatment groups
Control Propiconazole Propineb Mixture
A 25,56 + 2,08 18,95 +4,70* 16,31 +5,27* 18,87 +4,61*
B 15,09 + 3,15 17,01 + 8,34 11,79 +2,03* 09,62 + 3,27*
C 13,65+4,4 15,70 + 3,36 16,76 +5,49 13,24 +5,34
N 45,68 £ 3,17 47,75+ 8,41 55,50 + 10,7 58,27 + 7,55*

Abbreviation: A, low modification in flagellum; B, significant modification in flagellum; C, modification important of flagellum and middle
piece; N: normal (death) sperm. Values are mean + SD (n = 7), P < 0.05*, P < 0.01**, P < 0.001*** compared to control.
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Fig. 3 A to D: (A) Photomicrograph of the seminiferous tubules of the testis of rats in the control group
showing apparently normal architecture: spermatogonia (white arrow), lumen (L) filled with
mature sperm cells. (B) Photomicrograph of the seminiferous tubules of the testis of rats in the
group 2 administered with 60 mg/kg Propiconazole showing reduced population of mature
sperm cells in the lumen. (C) and (D) Transverse section of testis in the groups 3 and 4 treated
with Propineb and the combination of the two fungicides 50/50% demonstrating wider luminal
diameter, with reduced population of mature sperm cells in the lumen. L: Lumen of
seminiferous tubules, GC: germinal cells, LC: Leydig cells. H&E stain (400x).

Epididymis section:

The examination transverse section of the epididymes from the control animals (Fig 4 A) of all groups
showed normal structure and normal sperm density (+++) in the lumina of tubular sections. However, sperm
density was found to be decreased in the experimental groups we observe moderate density of sperm in lumina
of tubular section in the exposed rats to Propineb of 100 mg/kg after 28 days (Fig 4 C). The density sperm is
low in the treated animals with the Propiconazole and many tubules are empty in the exposed animals with the
mixture Propineb and Propiconazole.

From control rat showing sperm (+++) in the lumina completely filled. H&E, 400%; B. From rat exposed to
Propiconazole of 60 mg/kg after 28days. Note that sperm density is moderate low (++). H&E, 400x; C. From a
rat exposed to Propineb treatments of 100 mg/kg body weight after 28 days. Note that many tubules are empty
and others have fewer spermatozoa. H&E, 400x; D. From a rat exposed to mixture of fungicides
Propiconazole/Propineb 50/50 % showing low (+) sperm density after 28 days. H&E, 400x. LT: Lumina
Tubular.

Discussion:

Exposure to pesticides affects many body organs including reproductive system. Disorder of the
reproductive system leads to infertility and therefore has been in the center of attention within the recent
decades. Adverse effects of pesticides on the male reproductive system especially semen characteristics are an
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important health problem in the all the world. Several international studies have been conducted on causes of
endocrine disrupters, one of the most famous are pesticides, showing evidence of reduction in semen quality due
to agricultural pesticides [24, 25].

|

Fig. 4 A to D: Photomicrographs of epididymes showing sperm density in the lumina of tubular sections; A.

The testes and epididymis weight of the treated animals decreased considerably in the three treated groups
especially those treated with the Propiconazole and the mixture as compared to control. It has been reported that
the gonads are target bodies of pesticides and which might be due to lowered bioavailability of androgens [26,
27]. The reduction in the weight of the testis could be due to inhibition of seminiferous tubule fluid formation
and loss of germ cell by direct inhibition on spermatogenesis [28, 29]. Then, the data of this study demonstrated
that Propiconazole, Propineb and the mixture could have an effect on the histological constitution of the cells of
the testes. Many studies have been conducted to elucidate that the exposure to pesticides interferes with
spermatogenesis by damaging the testes. The severity of affection depends on the stage of differentiation, can be
reversible or irreversible, and may even temporarily lead to decreased fertility by modifying sperm count,
structure motility, or viability of spermatozoa. These effects are transient because spermatogenesis is restored
from stem cell populations after removal of the off ending chemical [30].

The used fungicides can act on the hypothalamic and hypophyseal hormones [31] by disturbing the
secretion of GnRH which stimulates adenohypophysis to secrete LH (Luteinizing Hormone) and FSH (Follicle
Stimulating Hormone) by modification of the receiving sites of LH on the level of the cells of Leydig [32]
competition of the mixture and Propiconazole with LH affecting testosterone output [33, 34]. In addition, the
treatment by maneb also can modify the secretion of FSH released by the cells of Sertoli which are necessary to
the development of the seminiferous tubules through its role of nutrition [35].

The data of this study indicate that the exposure of the rats with Propiconazole, Propineb and Mixture of
both caused a decrease in the concentration, motility and the vitality of the spermatozoa with anomalies in the
histology study in the all treated groups as compared to the control animals. Similar effects have been observed
that the testicular atrophy with damaged germinal epithelium and reduced sperm motility and viability were
major findings in male adult rats exposed to maneb and zineb [36]. The decrease observed in the quantity and
quality of the sperm can be explained by the effect of the used fungicide and also their mixture in
spermatogenesis because it has already been reported that the sperms acquire motility and fertilizing ability only
during their epididymal transit; Testosterone and Dihydrotestosterone are involved in the maturation of sperm
within the epididymis as well as the transit of sperm through the duct [37, 38]. Any alteration in epididymal
sperm count and motility provides a direct measure of fertility [39].

Conclusion:

In conclusion, we think that the repeated administration of fungicides used alone or in combination with the
used doses in the same conditions by gavage may cause structural and functional disorders in the hormonal
system.
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