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Introduction

1. Introduction

Les activités humaines, qu'elles soient industrielles ou agricoles, les taux de croissance
démographique élevés, ainsi que les facteurs économiques et technologiques, ont eu un impact

négatif sur les écosystemes aquatiques en introduisant de nombrestascgsgbtoxiques.

Cellesc i peuvent affecter | environnement, nui
®cosyst mes aquatiques, ce qui peut entra’” ne
chaine trophique (Waref al.,2022 ; Kumar eSarower2 0 2 4) . En effet, |l a p
provient de multiples sources, tant natur el

essentiellement liées a la décomposition de la végétation et des carcasses animales. Les sources
anthropiques, quant a elleggroupent plusieurs types de rejets. Parmi eux, on retrouve les

rejets domestiques, tels que |l es fosses doa
| 6accumul ati on de d®chets transport®s par |
industrielles, qui repr®sentent une menace me
non contr?!| ®es, ) | 6origine de rejets de m¢

cadmium. Enfin, les activités agricoles constituent également une siopcetante de

poll uti on, " la fois déorigine bact®riologi ¢
chi mi que, |l i ®e ~ |1 6utilisation dbéengrais et
Delolmeet al.,1992).

Léointensification et | a modernisation de

des pesticides afin déobtenir urmepuwsguelgueat r a
20 000 produits phytosanitaires, y compris les pesticides, soellaotent en usage a lI'échelle
mondiale, totalisant une consommation annuelle de plus de 4 millions de tonnes d'ingrédients
actifs (Maggiet al, 2019 ; FAOSTAT, 2019)L 6 ut i Imassiget et 0 mcontrdlée de
pesticidesmotivé par la nécessité de sésariles rendements agricoles face a une population

en croissanceonstitue une menace pour la santé humaine (Soatlahj2020 ; Thany et al.,

2013 ; Sabrinat al, 2012) et I'environnement (Creneizal.,2017 ; Roselét al.,2008 ; Collier
etal,2016).En ef fet, il est tr s difficile dé®val
écosystemes, en raison de la grande diversité des substances employées. On recense en effet
des milliers de familles de pesticides, représentant des dizainesllides de composés

di ff®rent s. Leur i mpact varie selon | eur mo
milieux aquatiques, ainsi que la toxicité de leurs produits de dégradation, qui peuvent parfois

étre plus nocifs et plus persistants quetalm®c ul e doéori gine. (Conlong
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Sur le plan international, les pesticides sont classifiés en diverses catégories en fonction
de leur cible. Ces catégories comprennent les herbicides, insecticides, fongicides, rodenticides,
molluscicides, néuticides ainsi que les régulateurs de croissance végétale. L'emploi non régulé
des pesticides a des effets catastrophiques sur I'environnement. L'usage excessif des pesticides
souleve de sérieuses préoccupations concernant la santé des humains etwkipnéderla
biodiversité (Agrawaekt al, 2010).En effet, les résidus de pesticides, tels que l'atrazine et les
néonicotinoides, ont un impact délétere sur la biodiversité, tant terrestre qu'aquatiquei{Hayes
al., 2002 ; Di Priscet al, 2013).

Les néonicotinoidedéveloppés dans les années 1980, ont émergé comme une nouvelle
génération d'insecticides pour remplacer les composés toxiques et persistants tels que les
organophosphorés et les carbamates (Sibelroet al, 2015 ; Tomizawa eCasida, 2005 ;

Cossi et al., 2020). De par leur structure chimique distincte, ils constituent une classe
d'insecticides systémiques largement utilisée a I'échelle mondiale, et sont optimisés pour cibler
les récepteurs pastinaptiques de l'acétylcholinACh) dans le systeme nerveux des insectes
(Jeschkeet al.,2011 ; Caida et Durkin 2013 ; Tomizawa €asida, 2003). Leur action sur les
récepteurs nicotinigues (NAChR) induit une excitation neuronale anormale, des spasmes, une
paralysie et la nm chez ls insectes (Yamamoto €asida, 1999 ; Tiaat al, 2020). Bien que
leur efficacité contre les insectes soit avérée, les néonicotinoides suscitent des préoccupations
environnementales, notamment concernant leur impact sur les organismes non ciblés, tels qu
les abeilles. En effet, des cas d'intoxication massive ont été rapportés, comme en Allemagne en
2008, lors de traitements des semis de mais (Pistirals2010). Ces événements ont conduit
a des restrictions sur l'utilisation de certains néonicatewén Europe en 2013 (Fairbrotaer
al., 2014). De plus, des études récentes mettent en évidence leur présence dans les systemes
aguatiques, souvent en combinaison avec d'autres substances toxiques, exacerbant leur impact
environnemental (Morrissest al, 2015 ; Rohonczgt al.,2020).

Les effets des néonicotinoides sur la faune aquatique et terrestre varient selon plusieurs
facteurs, notamment la structure chimique, la voie d'exposition et la durée dg (idleding
et Burbidge, 2013 ; Mc@lre et al, 2020), soulevant ainsi de nouvelles inquiétudes quant a
leurs modes d'action non caractérisés sur les organismes non ciblést (&/e2020).En
al g®ri e, guatre substances actives apparter
Thiaclopide, le Thiamétho@ me et | 6 Ac ®tdaamisp rliddi en dfei xg uprheyntto s a
(DPVCT.,2015). Ces derniéres font partie des 50 formulations commerciales d'insecticides

identifiées (Betticheet al ., 2020). Ces insecticides (NEOs) représentent tfets aléléteres
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pour les pollinisateurs (Bettictet al.,2023; Benchaabanet al, 2022), les mollusques (Ait
Hamlet, 2019) et les poissons (Cheggilal.,2020).

L'acétamipride est un insecticide appartenant a la classe des néonicotinoides, développé
par Nippon Soda Co. en 1989 suite a des recherches sur les dérivés du nitrométhyléne. Il a été
enregistré pour la premiere fois au Japon en 1995. Cetigidecest utilisé mondialement en
agriculture en raison de son large spectre d'efficacité, de som asygtémique et
translaminaire,qui i $ont essentiels pour la protection des cultures contre divers insectes
nuisibles tels que les pucerons, qui catiskes dommages importants aux plantes. Cependant,
l'utilisation intensive de l'acétamipride a soulevé des préoccupations en raison de ses effets
potentiels sur des organismes non ciblés. Des études ont démontré son impact sur les abeilles
(Capelaet al.,, 2022), les bivalves (Mishchuk et Stoliar., 2008), les oiseaux (Hwmann
Guilleminotet al.,2019) et les gastéropodes (Caxsal.,2020), mettant en évidence les risques
écologiques associés a son utilisation

En Algérie, I'acétamipride est largenertilisé par les agriculteurs en raison de son codt
relativement bas, de son efficacité et de sa disponibilité sur le marché (Ralehaly2918).
Cependant, les recherches sur ses impacts sur les espéces non ciblées et I'environnement local
restent insuffisantes. Des études de laboratoire ont révélé sa toxicité pour certaines especes de
vers de terre, affectant leurs cellules épidermiquigettinales, et induisant des changements
morphologiques et comportementaux (Berretlkal, 2021; ElI Hadef EI Okket al., 2022).

Chez les mammiféres tels que les rats et les souris, I'exposition a I'acétamipride a été associée
a des altérations neurdas, des changements dans les taux de neurotransmetteurs, et des
dommages histopathologiques aux poumons et au foie (&@asni2019; Saadet al.,2019).

Sa grande solubilité dans I'eau et sa stabilité environnementale font que I'acétamipride peut se
retrouver dans les eaux de surface a des concentmtiov ar i ant d e (V&duetg/ L

al., 2022 ; Zoumenotet al., 2019 ; Mutshekweet al, 2023),entrainant une accumulation
potentielle et des effets néfastes sur la faune aquatique. Des étusigaalatdes modifications

de comportement et des altérations physiologiques chez des especes aquatiques telles que
Caridina niloticaet Oreochromis mossambicuaffectant notamment la teneur en protéines et

en glucides de leurs tissus (Guner, 20R3j etJoseph, 2015Veeduet al., 2022). La présence
continue de I'acétamipride dans I'environnement et son accumulation soulévent des inquiétudes
qguart a sa toxicé a long terme, nécessitant une surveillance et une régulation accrues pour
protéger a la foisagriculture et la biodiversite.

Les écosystemes aquatigues subissent les effets de la pollution anthropique, émanant de

sources variées telles que les ruissellements urbains, les émissions hospitalieres, ainsi que les

3
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rejets agricoles et industriels (Zlet al, 2017 ; Shacet al.,2018; Karkmaret al.,2018). La
biosurveillance des eaux douces est une pratique essentielle en écologie appliquée, destinée a
évaluer I'impact des polluants chimiques sur les écosystemes aquatiques.

Les programmes de biosaillance, déployés a I'échelle nationale et internationale,
sont cruciaux pour identifier et quantifier les risques associés a ces contaminants. Ces
programmes sont souvent d®finis comme | 6util
de leurs réactios biologiques, afin de déterminer I'état de I'environnement et ses variations
(Yanget al, 2008; AtAlam, 2017). Ces initiatives reposent saud principales méthodologies
I'emploi de bioindicateurs et de biomarqueurs. Les bioindicateurs sootgéessmes ou des
communautés d'organismes dont les réponses variées (biochimiques, génétiques, enzymatiques,
physiologiques, morphologiques, comportementales, structurelles et/ou fonctionnelles)
indiquent la présence et les effets des polluants dankdéiiat (IPCS, 2004Fréanzle, 2006).

Les poissons sont souvent utilisés comme bioindicateurs en raison de leur grande sensibilité
aux modifications environnemental es, guodel |
capacité a refléter ces changensesnt fait des outils précieux pour détecter de maniére précoce

les signes de dégradation ou de réhabilitation des milieux aquatiques (Fegajra009; Wu

et al, 2010).

Les poissons contribuent a la régulation des réseaux alimentaieesydes des
nutriments et de la production de biomasse, et jouent un role essentiel dans le maintien des
performances et de la stabilité des écosystemest(8l, 2021 ; Macirellaet al.,2023). Les
particules biologiques dissoutes dans l'eau pénesament dans les poissons par leurs
branchies ou par ingestion directe (Afsteral.,2014 de Macirella et Brunelli., 20J¢élles
sont donc considérées comme des indicateurs essentiels pour détecter la présence de polluants
dissous en raison de leur sdnl#ié. (Kiki et al., 2020 ; Loczynskat al.,2018 ; Maserella et
Brunelli, 2017). L'utilisation des poissons comme bioindicateurs dans les études de
biosurveillance permet d'évaluer efficacement la santé des cours d'eau et de surveiller I'impact
des advités humaines sur ces écosystémes. Leur réaction aux perturbations offre une
compréhension globale de I'état écologique des habitats aquatiques, ce qui est fondamental pour
la gestion environnementale et la prise de décisions éclairées concernanefaatmmset la
restauration des milieux naturels (Viareregg@l.,2007; Carreirat al.,2013).

L'ablette Alburnus alburnuglLinnaeus, 1758)est une petite espéce de poisson appartenant
a la famille des cyprinidés, largement répandue en Europe et en Asie, connue pour sa répartition
étendue et sa facilité d'adaptation a divers environnements aquatiquesB@erizl.,2004;

SousaSantoset al., 2018).Depuis le début du XXle siecle, cette espéce a été introduite dans
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d'autres régions d'Europe ainsi qu'en Afrique du Nord, notamment en tant qu'espece fourragere
pour soutenir des populations de poissons gibier plus grandes. L'introducticentedtgdde

I'ablette en Algérie a été documentée en 2006, ou des spécimens accompagnant des cargaisons
de carpes provenant de Hongrie ont été identifiés dans le réservoir de Hamiz, a l'est d'Alger
(Attou et Arabe, 2013). Toutefois, des rapports antéri@d@3) indiquent sa présence dans la

riviere Kebir a Oum Toub, dans la province de Skikda, suggérant une introduction phcepréc

ou non documentée (TandjirBfebar, 2010).

L'ablette est particulierement sensible a la pollution, ce qui ierurfiabioindicateur
potentiel dans les études environnementales. Les effets toxiques de divers polluants sur cette
espece ont été largement étudiés, indiquant que I'ablette peut réagir de maniere significative aux
changements dans la qualité de l'eau (Petal..2 0 0 3 :; J o veaal, 8020 ;lonebtar i |
et al.,2016). Dés 1979, des recherches telles quesasimées par Linden etait commenceé
a explorer I'utilisation de I'ablette dans des contextes toxicologiques pour évaluer l'impact des
polluarts aquatiquesEn raison de son role dans les chaines alimentaires aquatiques et de sa
sensibilité aux changements environnementaux, I'ablette est devenue un sujet d'étude important
pour les écologistes et les gestionnaires des ressources aquatgassitant des stratégies de
gestion et de conservation adaptées pour protéger cette espéce face aux menaces anthropiques
et environnementales.

Les biomarqueurs, définis comme des indicateurs moléculaires, biochimiques, cellulaires,

physiologiqus ou comportementaux observables et quantifiables (Maitioecillo et al.,
2020), sont devenus des outils complémentaires indispensables pour évaluer la qualité des
environnements et la santé des organismes. lls permettent la détection directe des effets
toxiques, indiquant ainsi une exposition a des polluants, qu'elle soit récente ou ancienne. Ces
marqueurs sont également reconnus pour leur capacité a identifier précocement les signes de
dégradation environnementale (Amiard, 2QF&rrat, 2011). Les bmarqueurs biochimiques
et cellulaires, qu'ils soient spécifiques ou non spécifiques, ont été largement étudiés chez divers
organismes bioindicateurs. Ces études ont exploré des biomarqueurs associés a la neurotoxicité
(Guoet al.,2021), au stress oxydatiWodiasovaet al.,2021), a la génotoxicité (Klingelfuet
al., 2017; Delmond et al.,, 2019), ainsi qu'a des altérations morphologiques ou
histopathologiques (Simonagt al.,2016) et a la reprotoxicité @Bo etTosti, 2020; Xuwet al.,
2022).

Les biomarqueurs associés a la geénotoxicité et aux altérations morphologiques ou
histopathologiques jouent un rdle essentiel dans I'évaluation des effets des agents toxiques sur

l'organisme. La génotoxicité fait référence aux dommages causés a I'ADN, quintpeuve
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conduire a des mutations et a la carcinogenese, tandis que les altérations morphologiques ou
histopathologiques révelent les changements structurels dans les tissus, souvent indicateurs
d'une perturbation fonctionnelle. L'expression des génes spésifigleeque NAK ATPase et

SOD1, permet de mieux comprendre les mécanismes cellulairegasents aux réponses
toxiques. Le géne NAK ATPase, qui encode une enzyme impliquée dans le maintien de
I'hnoméostasie ionique, est souvent affecté par le streskelltandis que SOD1 (superoxyde
dismutase 1) est crucial pour la défense antioxydante contre les radicaux libres. Une altération
de leur expression peut indiquer un stress oxydatif et une perturbation du métabolisme
cellulaire, signes souvent associds toxicité environnementale et industrielle (Chaubtaal.,

2014; Shiloh et Ziv, 2013). Ces biomarqueurs sont ainsi précieux pour détecter les effets
sublétaux des contaminants, permettant une intervention précoce dans les pathologies induites

par les gents génotoxiques.

Selon | es ®valwuations r®alis®es par | 6EFS
pr ®sente | 6ac®t ami pride pour | a faune aquat.
|l es plus sensibles. é& | 06inver santunfablsrisqu&i sson

notamment en raison de leur faible potentiel de bioaccumulation. Néanmoins, de nombreuses
recherches plus récentes ont révélé des effets toxiques significatifs de cette substance chez les
poissons, remettant ainsi en questions cetkiétion initiale (Malhotrat al.,2021, Azadikhah

et al.,2023, Veedet al.,2022).

L6objectif de cette ®tude, qui fait parti.
naturelles et biosurveillance de l'environnement » du Laboratioke | 6 Opt i mi sat i o
Production Agricole et de | 6Arboriculture [
d'évaluempour la premiere foimpact de I'acétamipride, un insecticide néonicotinoide, sur les
juv®nil es doéun poi Abwnus atbdirruglinnaels, U768} Lasiounture i b | e

de la présentation deSsultats est organisée en quaiaeties principales :
1 Determination de la toxicité aigued e | 6 ac ®t ami pri de

La premiére partie vise a déterminer les concentrations létales (CL50 aprés 24, 48, 72 et 96
heures) de l'acétamipride sur les jeunes poissons d'eau ddboenus alburnus et
doi dent i f ideseeffet eatre taedneentratiomde pesticide entatalité, ce qui

nous permet de classifier ce pesticide en fonction de sa toxicité pour ces poissons.



Introduction

T Analyse de r®sidus doac®t amipride

Cette section traite de I'examen des résidus d'acétamipride dans I'eau d'élevage d'Alburnus

alburnus suite a 96 heures d'exposition a cet insecticide, en utilistmotaatographie en

phase liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de(IHRAs€2MS). Cette

section vise a fournir une vue d'ensemble sur la biodégradation de ce pesticide dans I'eau et

sa cappacité de bioaccumuler chez les alevins de cette espece, ce qui peut entrainer des

effets néfastes.
T Etude de | 6effet histopathol ogique

Cette section examine les impacts de l'exposition aigué a l'acétamipride apres 96 heures
d'exposition. Cette recherche se concentre sur deux concentrations environnementales de
cet insecticide (150 et 300 ug/L), déja définies dans des publications amgrieas

examens histologiques sont réalisés sur les tissus branchiaux, hépatiques et intestinaux des

alevins dAlburnus alburnus
1 Et ud eeffet molécufnire

La derniéresection vise a identifier les modifications moléculaires provoquées par
l'acétamipide a des concentrations environnementales (150 et 300 pg/lr)c@ayunous

avons proc®d® - | 6anal yse quantitative de
transcription inverse (RfPCR)afin de mesurer I'expression des gedenzymes de
sodiumpotassiumNaK ATPase dans les branchies et intestsuperoxide dismutasie

(SOD ] dans le foie des alevinsAdburnus alburnusuite a une exposition de 96 heures.
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2. Matériel et méthodes

2.1.Matériel biologique

2.1.1. Morphologiee x t e rAralburndsd

Les espéces du gemburnussont communément appelées « bleaks » ou Ablette (Buj
et al.,2010), qui provient de I'ancien mot anglais « bleke », signifiant « pale ». Son nom latin
Alburnus alburnugLinnaeus, 1758) fait référence a la couleur blanche (albus) et brillante des
écailleui donnent ° | 6ablette des reflets m®tal
d'A. alburnusétaient utilisées pour produire I'« Essence d'Orient », un enrobage appliqué sur
les perles artificielles (Latorret al.,2023).

A. alburrus posséde un corps fusiforme, comprimé latéralement. La taille maximale de
cette espéce peut atteindre une longueur totale de 250 mm et un poids de 60 g, avec une longueur
moyenne de 150 mm (Billard, 1997). Le corps de I'espece est généralement veu, auwdat
des flancs argentés, tandis que les nageoires sont de couleur jaune (Keith et Allardi, 2001). I
n'existe pas de dimorphisme sexuel observable chez cette espéce (Interesova et Chakimov,
2015). Toutefois, des études menées dans le bassin deil®bg)Sont révélé la présence de
bases de nageoires anales et ventrales distinctes, avec des rayons de la nageoire anale

significativement plus longs (Interesova et Chakimov, 2015).

Nageoire
dorsale

Laligne
latérale

Labou \ Nageoire
Nageoire Nageoire caudde
anale pectorale <,

Figurel: mor p hol o gA. abureus(pheto peesonuele 2023
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Tableaul.Posi ti on s AaburGussautce que do
(https://inpn.mnhn.fr/lespece/cd_nom/67111/tab/jaxo

Domaine : Biota Endl.(D.Don)

Regne : Animalia (Linnaeus, 1758
SousRegne : EumetazodButschli, 1910
Infra -Régne : DeuterostomigKarl Grobben, 1908

Phylum : ChordataHaeckel, 1874
SousPhylum : Craniata(Janvier, 198)L

Infra -Phylum : VertebratgLinnaeus, 1758
Super-Classe : GnathostomatéGegenbaur, 1874

Classe : Actinopterygii (Klein, 1885
SousClasse : Neopterygii(Regan, 1923
Infra -Classe : Teleostei

ordre : Cypriniformes
SousOrdre : Cyprinoidei

Famille : LeuciscidagBonaparte, 1835
SousFamille : LeuciscinagBonaparte, 1835

Genre : Alburnus(Rafinesque, 1820

Espéce : Alburnus alburnugLinnaeus, 1758)

2.1.2. Anatomieg®n ®r al e ddoerapodssor

En général, les orgas majeurs chez les poissons son¢é cT ur se trouve
machoires, qui ellemémes sont situées dassous des ouies (Huss, 1988f gonades, qu'il
s'agisse de testicules ou d'ovaires en fonction du sexe, sont dessaldgaforme allongée qui
établissent une connexion avec I'extérieur par le biais du pore génital situé a proximité de lI'anus
(Davieset al.,1986) qui est en réalité une papille réunissant les orifices urinaire, génital et anal
(Daget, 1967)Les poissos disposent de deux reins asymeétriques : un rein pronéphrique situé
en amont, derriere la téte, et un rein métanéphrique placé au milieu, a la face ventrale de la
colonne vertébrale (kobayastt al, 2008).La vessie natatoire, qui est un sac rempli de gaz
composé d'un mélange d'oxygéne, d'azote et de dioxyde de carbone en mportio
variablescette pochedonne au poisson la capacité de magesurface (Blanchard, 196&hez
les cyprinides, I'estomac eshsen{Prysiazhniulet al.,2019)
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Les organes concernés par cette recherche incluent les branchies, le foie et les intestins ont

été décrits cdessus
a. Les branchies:

Les branchies, qui sont un trait distinctif des poissanByencent de maniére
significative I'anatomie et le fonctioament du reste de I'organisme (Hughes ,2(2{Bs ont
un réle crucial dans l'adaptation des poissons a leur milieu environnant. Les échanges gazeux
et I'élimination des déchets sont les foms primordiales des branchies, tandis que
I'épithélium branchial contribue auiss la régulation osmotique (Diat al., 2009;Evanset
al.,2005) Les poissons aquatiques utilisent généralement leurs branchies comme organes pour
I'échange de gaz. Le sgste branchial est limité a deux chambres interconnectées. Les
chambres sont bordées ventralement par la mandibule, dorsalement par le plafond des cavités

orales et pharyngiennes, et sur les cotés par l'opercule. Sur le plan médical, elles sont continues.

Chez les poissons téléostéens, la majorité des branchies sont arrangées de maniere
latérale & médiale, comme en témoignent la premiére, la deuxiéme, la troisiemeagtieme
branchie (Bassuoni ,2021Alsafy, 2013 ;Hanafy,2020) Chaquebranchie avait une forme
semicirculaire, composée d'un arc branchial sur lequel se trouvaient des branchiospines sur son

c6té concave et des filaments branchiaux sur son c6té cofMeaéy et al.,2025)
b. Le foie:

Les poissons dépourvigéestomac, tels que les Cyprinidae, se nourrissent de plancton,
de végétation et de débris en petites quantités aprés de bréves périodes, c'est pourquoi leur foie
joue un rdle crucial dans le processusedid (Prysiazhniulet al.,2019. Le foie a une g@ce
importante dans la physiologie des poissons, tant pour I'anabolisme que pour le catabolisme
(Bruslé et Anadon, 20)7La forme, la tailleet le volume du cet orgase modifient en fonction
de I'espace disponible entre les autres organes internda dangé abdominale (Bertoluocet
al., 2008)le foie est un organe amphicrine qui se compose de geukes distinctes : le foie
et le pancréas. (Kouasial.,2017).

Les poissons ont une grande sensibilité aux changements environnementaux et réagissent
intensément a la pollution. Le foie de poisson constitue un exemple trés intéressant. Ainsi, les
traits morphologiques du foie ont été reliés a la condition physiolegigs poissons (Caballero
et al.,1999) et employés comme indicateur de la qualité environnementale (&atha994
. Al-Youseifet al.,2000 ; Gochfeld, 2003).
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c. Les intestines

Chez les poissons en général, lintestin joue un rdle central kdadigestion et

I'absorption. Audela de la transformation et de l'assimilation des aliments, il joue un réle

crucial dans le maintien de I'équilibre hydrique et électrolytique, ainsi que dans le controle

endocrinien de la digestion et du métabolisnamssoublier son importance pour le systeme

immunitaire (Ringeet al, 2003).

La phylogénie, la morphologie et les dimensions corporelles, ainsi que l'alimentation

influencent la configuration et la longueur proportionnelle du systeme digb&r les

téléostéens (Junget al.1989) Chez les cyprinidés, l'intestin présente une configuration en

boucle qui se tord proportionnellement a sa longueur relative et a la place disponible dans la

cavité corporelle (Jungeat al,1989) fa longueur ded i nt est i n

ali mentaire

sp®ci fique

r ef

(Karachl e et

te g®NGE

Stergio

carnivores (Cahu ,20043emblable a celle de I'ablette. Méme si I'ablette est essentiellement

carnivore et possede un infescourt, elle est capable de manger des végétaux (Schiemer,

1985).
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2.1.3. Répartition géographique

a. A | 6®chelle international e

L'aire de répartition naturelleAlburnus alburnus'étend depuis les montagnes de I'Oural
en Russie et la riviere Emba au Kazakhstan (Baktal.,2020) jusqu'a I'est de I'Angleterre
(Doddet al.,2019). Cette espece a été introduite dans plusieurs régions du monde, avec des
populations non indigénegaensées depuis la Sibérie jusqu'a Chypre (Welcomme, ;1988
Zogariset al.,2012). Elle a également été signalée en Italie (Nocita, 2Balzaniet al.,2020),
en Espagne, au Portugal (Vinyotdsal, 2007; Sousa Santesal.,2018), et au Maroc (Clave
et al, 2015). De plus, l'espéce est présente dans de nombreux bassins hydrographiques
européens, notamment ceux de la Tamise et de I'estuaire du Humber en Angleterre (Wheeler,
1977; Doddet al.,2019) (Figure 3.

1.000 2.000 km
| 1

0
|
—

=5 -—

Kazakhstan

native range El
non-native range .

| 0° 20"’5 0°E

Figure3:Arede r ®part it i o milbun@scalpurnagi{Uatore etal, 20202)
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b. A 1l 6®chell e national e

Alburnus alburnusest une espéce introduite de maniere accidentelle en Algérie. Selon

Kara (2011), son introduction soOoinscrit dans
pays, couvrant la période de 1985 a 2009. Elle a été introduite pour la premiére fdes dans
r®servoir du barrage de Hamiz en 2006, ~ | a

importées de HongrigKara, 2012, Attou et Arab, 2019)La premiére capture de ce poisson a

été signalée en mai 2008 dans le barrage de Keddara. Il est mhmttaouligner que les
barrages de Hamiz et de Keddar a s o-Keddamel i ®s
ce qui a probabl ement facil it ®710;2012;i281B)er si o
SelonAttou et Arab 2013, A. alburnusest gésent dans plusieurs barrages a travers le pays,
notamment ceux de Hamiz, Keddara, Cap Djinet, Guenitra (wilaya de Skikda), Ghrib (wilaya

de Ain Defla) et Bakhadda (wilaya de TiaréEigure 4.

Répartition de I'Ablette '* Alburnus alburnus en Algérie 5
Mer Meéditerranéen )
- %ﬁ - /_,_,_r’ k’l‘:\h[,\_ ,}\r\-,.] -
g ; \ —’L_‘r‘ ~— <3 & ]-\‘ j‘
7 LA (T 3
aoris T -sl-_:—-.‘_ ot N ] &5
; = 1,(/ ﬂnr‘u\ ,\er Ll/} [1 [5
By 1 J”’Ab‘ﬂé é /
i
Q\[B S \—P ‘i_///

N \‘-\ 9 :
% ,] e J—-’ ‘—\\_\_j

=N
i s Légende
\ Barrages: HAMIZ, KEDDARA, CAPJENET
o Barrage de GHRIB
LY [ | Barrage de BAKHADDA
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Sowrre: Labaratalre Dynamique ot Bodiverde (FSB- 11STHRE), Rfalistepar: ATTOU F(2013).

Figure 4: Aireder ®p a r t Alduinus albudhds espéce aliern
Algérie.
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2.1.4. Habitat

A. alburnusest principalement trouvé dans des environnements lotiques-kitisjuies,
tant dans ses aires de répartition indigéne que non indigéne (Mt; Wolter et Bischoff
,2001 ; Mehneetal., 2005 ; Latorreet al. 2016). Dans son aire indigene, il occupe des eaux
eutrophes a mésotrophes jusqu'a 1800 metres d'altitude et peut étre qualifié d'espéce euryhaline
(Stefanov,2007). Ce poisson peut survivre dans des eaux ayant des concengratoygene
aussi basses que 139 mg/L (Blancket al, 2007).

Dans son habitat naturdl, alburnusse rencontre dans les réseaux fluviaux adjacents aux
chenaux principaux, dans les cours d'eau a faible débit (Williams 1965), les canaux latéraux
(Grift et al 2003), et les cours d'eausemat ur el s ( Copp et PeRS§z 198
Copp 1996). Il frequente également les voies d'eau connectées et périodiguement inondées
(Hohausovéet al, 2003 ; Penczakt al, 2004 ; Scharbert et Borcherding 2013). Outre les lacs
et réservoirs, les cours d'eau plus rapides des affluents constituent un habitat privilégié pour la
repr oduc etialp2013) ©ni leht@uve aussi dans les eaux stagnantes de plans d'eau,
maraisadjacents, réservoirs, lacs, et canaux dans les plaines inondablesl@éh| Copp
1989, 1992 ; Gozlaat al, 1998 ; Cernyet al, 2003 ; Blan et Lamoureux 2007 ; Navodatu
al., 2002 ; Pehlivanoet al, 2011 ; Balzanet al, 2020 ; Martelcet al, 2021).

La migration déA. alburnusest influencée par les variations de la qualité de I'eau (Santos
et al, 2002 ; Liljaet al, 2003 ; Kotuszt al, 2006 ; Brodersemt al, 2008 ; Taylor et Cooke
2012 ; Benitezt al, 2015). Les densités &ées de ces poissons dans divers habitats d'eau
douce (Mascet al, 2016) sont caractéristiques, tout comme leur adaptation a des régimes
hydrologiques variés (Almeidat al, 2014 ; AmatTrigo et al, 2019). Leur capacité a se
déplacer sur de longues distances est liée a des traits biologiques tels qu'un régime alimentaire
diversifié, une fécondité élevée, et une grande tolérance thermique (Cleadaz 987 ;
Latorreet al, 2016, 2018, 2020). Ld&suf s de | '"esp ce peuvent sup,|]
14 a 31°C, avec une fenétre optimale de développement embryonnaire entre 21 et 27°C
(Alabaster et LIoyd1980). Les températures supérieures a 20°C peuvent étre critiques pour les
adultes, avec une tiance maximale observée a 38°C dans des lacs artificiellement chauffés
(Alabaster et Lloyd1980).
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2.1.5. Régime alimentaire

Alburnus alburnusest un carnivore opportuniste qui se nourrit de zooplancton en
surface (Herzig 1994 ; Vinretal., 2000 ; Vagek et Kubel ka 20014
crustacés (Bir6 et Musko 1995 ; Latoetkal, 2016), ainsi que d'invertébrés nectoniques. I
peut aussi consommer des arthropodes terrestres et volants tombés a la surface de I'eau. Dans
les eaux pe profondes, il se nourrit d'invertébrés benthiques tels que des larves, des escargots,
et des nymphes (Haberlehner 1988 ; Latetral, 2016 ; Almeidaet al, 2017), ainsi que de
détritus et de matériel végétal (Vallestad 1985 ; Bird et Musko 19%st dgalement connu
pour se nourrir d'Tufs d'autres esp eat,s de p
2017). La consommation alimentaire varie avec la température, diminuant en hiver et

augmentant durant les mois chauds (Polébal., 1993).

2.1.6. Cycle biologique

Alburnus alburnugst un poisson dioique a fécondation externe. Les adultes atteignent la
maturité sexuelle entre 2 et 3 ans, avec une taille de 85 a 100 mm pour les males et jusqu'a 120
mm pour les femelles (Politoli993). La période de frai se déroule principalement au printemps
et au début de I'été, lorsque la température de I'eau varie entre 14 et 28 °C (Alabaster et Lloyd,
2013). Cependant, le début de la reproduction peut fluctuer selon les régions géographiques,

certaines populations initiant le frai des que la température atteint environ 17 °C (Mann, 1996).

La reproduction a lieu dans des zones peu profondes, généralement sur des substrats
tels que la végétation aquatique submergée, les débreikiget la vase (Balon, 1975). Les
Tufs sont d®pos®s directement sur ces subst
f ®condati on, |l e temps d'incubation des T1Tufs
l'eau. A des températures plus éeside développement embryonnaire est accéléré, réduisant
ainsi la durée d'incubation (Mann, 1996).

Les larves nouvellement écloses mesurent environ 5 a 7 mm et se nourrissent
initialement des réserves contenues dans le sac vitellin. Agz@ption de ce dernier, les larves
passent a une alimentation planctonique, se nourrissant principalement de zooplancton (Politou,
1993). Cette phase planctonique est cruciale pour la survie et la croissance des juvéniles avant

leur transition vers un gime alimentaire plus varié a I'age adulte.
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22 Choix de | 6esp ce pour | 6®tude toxicol

Cette espéce est caractérisée par un métabolisme rapide et une activité élevée, ce qui
peut conduire a une accumulation substantielle de polluanédetatissus. Elle est également
sensible & la pollution (Duratal.,2 0 03 ; J o ve al.@020 ;/loneskatal.,2016)
facile a échantillonner et a identifier sur le terrain grace a ses caractéristiques morphologiques

distinctes, et bien adtg®e aux travaux en laboratoire .
23 Technique do6é®l evage

23 1 Localisation etlevgge ®sentation du site

De s g ®nAatbernusost étédobtenus de la ferme aquacole de Ziban, Wilaya de
Biskra (nordest de I'Algérie), eélevés en ma2023 dans I'un des bassins @jation de la
commune d'lchmoulbassin personnelle), située dans la wilaya de Batna, a I'est de I'Algérie.
Ces bassins sont alimentés par des eaux souterraines naturellement pures et exeraptes de so
de contamination (Bure 5. Pendant cette période, les poissons ont été nourris
guotidiennement avec du germe de (f&@limentation initiale utilisé dans la ferme de Zipan
Au d®but du mois de juillet, |l es alevins iss
de péche traditionnels, puis transportés au laboratoire dans un résecapadgé€l00 litres,
équipé d'une pompe a oxygene et de packs de glace afin de maintenir une température stable et

modérée.

Figure 5: Site de premier élevage IchmoWBATNA -(Photo personnelle,
2023).
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2.3.2 Elevage des poissons

Des alevins, avec un poids moyen de 0,90 £ 0,02 g, ont été placés dans un aquarium en
verre de 200 litres. lls étaient nourris deux fois par jour avec 1,5Tgr@mine (un aliment
composé de mollusques, crustacés, swaduits de poissons, levures, céréales, huiles, algues,
sucres et minéraux). Les parametres physiques et chimiques ont été surveillés, notamment la
concentration en oxygéne dissous (8 Bmg/L), la température (22 +°X), le pH (8,1 £ 0,2)
et 'ammoniac (NH3 < 0,01 mg/L). La concentration totale des solides dissous était de 403 + 2
mg/L, avec une photopériode de 14 heures de lumiere suivie de 10 heures d'obscurité. Les

alevins ont été acclimés pendant 10 jours conformément Agae directrice 203 de I'OCDE

24Pr ®sentation de | 6insecticide

L6 ac ®t a mNp[f6ichibm-8-gyldyl)méthyl}N2-cyaneaN1-méthylacétamidamide),

numéro CAS [1354120-7], est la deuxieme substance activepdemiére génération de la

classe des néonicotinoid@sigure 6. Chest un insecticide syst®
tr s soluble dans | 6deau. ! agit par cont a
centr al des organismes <cibl es. Son mode doéa
récepteurs natiniquesposs ynapti ques de | 6ac®tyl choline, ¢
mort des organismes nuisibles (Matswdaal.,2 0 0 9 ) . Léac®t ami pride es

pour les espéces aviaires et les oligochetes, et moyennement toxique pounrieifones et la
plupart des especes aquatiques (USEPA, 2011).

CH3
7
)\\ C/N
N N N—
|
~
CH3
Cl
Figure6: Structure chimique de | 6AcC®t ami pri
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Tableau 2: Fichetechniquedel 6 Acet ami pri de TI MRID 20 % SP

Nom chimique Acétamipride
Nom commercial TIMRID 20 %SP
Type de pesticide Insectiside
Type doéut Phytosanitaire
Groupe chimique Néonicotinoide

Formule chimique (E)-N-[(6-Chloro-3-pyridinyl) méthyl] -N'-cyaneN-méthyléthanimid

Hydrosolubilité tr s soluble dans |
Mode doa Effets sur les fonctions physiologjues : nerf et muscle.
Mode et s i dgenistd/@ntagonisteaunrécepteur nicotini
de | 6ac®tyl choline. Fixati
| 6ac®tyl choline, avec inter

nerveux. Agonistes du récepteucatinique de I'acéthylcholine
(nAChR).

2.5. Applicati:on de | 6insecticide

Pour la réalisation de ce travaépt doses ont été utilisédss cingpremiers (25, 35,

40, 45 et 50 mg/L)etenus pourla détermination des concentrations létaless | 6 pride®t a mi

Des concentrations environnementales t ®t ® utilis®es pdeur | 6
| 6 ac ®t panchpmatodraphikquide haute performancet | 6 ®v al uati on mo
histologique dd 6 ef f et de <cet insecticide sur | es br

utilisé pour la réalisation de cette étude est le Timrid 20 % SP la formulation coaimekeei
| 6 ac ®t .aasolption dessai a été preparée en diluant cetteufation dans de I'eade

robinetet additionnée a I'eau d'élevage des alevins pour atteindre lesnt@tions finales

souhaitées.
251.Toxi ci t® aigue de | dac®t amipride

Un tot al de 90 alevins doabl ette a ®t ®

aguariums en verre (60 x 30 x 40 cm), chacun contenant 30 litres d'eau aérée a l'aide d'une
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pompe a oxygene (Nubios, Chin8glon les lignes directrices de 'TOEQOCDE, 2019). Les
concentrations d'acétamipride testées dans cette expérience étaient de 0, 25, 35, 40, 45 et 50
mg/L. L'essai a duré 96 heures, avec un enregistrement de la mortalité des poissons effectué a
24, 48, 72 et 96 heures aprés l'expositioa@tamipride. Les parameétres physitimiques

de I'eau ont été surveillés quotidiennement (et se sont avérés similaires a ceux observés pendant
la période d'acclimatation). Afin de maintenir la qualité de I'eau, 50 % du volume de chaque
aquarium a été muvelé chaque jour avec de I'eau fraiche contenant les mémes concentrations

de pesticide (senstatic system).

Lo®valuation de | a toxicit® aiguzx de cet i
utilisant la concentration |étale d'acétanderdéterminée selon la méthode de Miller et Tainter
(1944) ainsi que celle de Muhammad (2009). Cette méthode repose sur le tracé du pourcentage
de mortalité en fonction du logarithme de la concentratiomlsyrapier LogProbit Lorsque
les valeurs probitde 0 % et 100 % tendent vers l'infini, elles sont corrigées a l'aide des formules
suivantes :

A pour une mortalité de 0 % : 100 *0,25/n

A pour 100 % de mortalité : 100*®25)/n
St andar dappraxieativeaede la CL50 = (Log CL8%4g CL16) /
a 2N ... (a)
Ou N est le nombre d'animaux dans chaque groupe.

252Anal yse des r®sidus de | 6ac®t ami pride

Le protocole est réalisé selon Zaidi et soltani (20lL&)concentrationde 6 i nsect i c i
dans | 6eau do@Ilsevsageni des poiexPB0 pglhipendanta u | 0 &
96 heures. Pour ce faire, 3 ml doéeau doOo®| eva
compléte ensuite conservé 0°C j usquohdberdbsapgpe. sec est repr
mélange acétonitriteau (5650). Les échantillons contenant le mélange acétoniale ont été
par la suite évaporés a sec dans une centrifugeuse sous vide. Le résidu obtenu a été dissous dans
200 eL dexdgalawantondd formi ate déammoni um 5 mN\
| 6eau ultrapure) etMSIMS5j ect® dans | e syst me

Les r®sidus de | 6ac®t amipride, ont ®t ® ans:

spectrométrie de masse en tanderi@-flIS/MS) avec un détecteur a triple quadrupole. Des
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solutions étalons certifiées ont été préparées a cing concentrations différea@esdomL)

pour ®tablir | es courbes d' ®t alonnage. L6i de
1 Les temps de rétentip
1 Les rapports ion principal / ions de confirmation,

1 Les profils de fragmentation issus des échantillons enrichis (matrix spike).

La quantification a été réalisée en tracant la surface des pics chromatographiques en
fonction des concentrationstandards. Cette méthode garantit une grande précision et
exactitude. L6®qui pement wutilis® comprend un
Agilent 6460 Triple Quadrupole MS/MS avec une source ionisante Jet StrediraBeau 3)

Tableau 3:comdi t i ons op®ratoire doéanal yse de r ®si
d Alburnus allburnus.

Chromatographie Chromatographie liquide Agilent 1260 Infinity et systén
HPLC /MS MS/MS triple quadripble Agilent 6460

Détection ESI+Agilent Jet FluxXionisation electrospray)

Colonne 10 umx100 mm x 2.1 mm

Tension capillaire 3500 V

Pression de nébulisation 40 (psi)

Température de gaz 325°C

Débit de gaz 10 L/min

Quantité injectée 5puL

Mode Scan de 56,2 a 223/%can de 126,1 & 223,1

Débit de pompe 0,5 ml/min

Programmation de solvant
Temps (min) A B
(Eau) (Acétonitrile)

1.00 95% 5%
7.00 5% 95%
10.00 5% 95%
10.01 0% 100%
12.00 0% 100%
12:10 95% 5%
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2.5.3 Toxicité sublétale

Des analyses moléculaires et histologiques ontéatiisées sur des individus exposés a
deux doses sublétales d'acétamipride pendan{Bigtwre 7. Les concentrations sélectionnées
(150 pg/L et 300 pg/L) correspondent respectivement a 0,46 et 0,92 % de la concentration |étale
médiane a 96 h (CL56 h) En outre, la sélection des doses était basée sur des données
préexistantes sur la concentration mondiale d'acetamipride dans les eaux de surface,
garantissant ainsi que les doses peuvent étre considérées comme tres faibles et réalistes sur le
plan envirmnemental (Zoumenoet al.,2019 ; Veediet al.,2022 ; Mutshekwat al.,2023).

Figure 7: Essai de latoxicitts u b | ®t al e d 6 A A®&lbuanmmsayp labordt@re ¢ h e z

(Photo personnelle).

Pour chaque concentration testée, y comprsidrle, 10 poissons ont été placés dans

des réservoirs en verre de 20 L contenant la solution de traitement appropriée. Le groupe témoin

a ®t ® maintenu dans | 0eau du robinet. Apr

euthanasiés avec du méthanfsate de aaminobenzoate d'éthyle (MS 222, SigAdrich,
St. Louis, MO, USA) et les branchies les intestins et le foie ont été rapidement excisées et

traitées pour des analyses moléculaires et histologiques ultér(Eigese 8)
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Lesintestins

Lesbranchies Lefoie 3cm.

Figure 8:Di s s e cAt.dlbarnus(dhoto personnelle, 2023)

2.5.4Analyse histopathologique

Le protocole fstopathologique a été réalisa plusieurs étapéfgure9) :

a. Fixation : Les branchies, intestins et foies ont été prélevés et lavés avec un tampon
phosphate composé de 9,5 mL de phosphate monobasique, 40,5 mL de phosphate bibasique
et 4 g de sel. La premiere étape a consisté a fixer les organes dans du glutaraldéhyde a 4 %
(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) pendant 3 heures. Les échantillons ont
ensuite été rincés trois fois pendant 5 minutes avec une solution saline tamponnée au
phosphate (PBS 0,1 M, pH 7,2), puis piisés dans du tétroxyde d'osmium a 2 %e(Eton
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) pendant 2 heures a 4°C, avant d'étre rincés de
nouveau trois fois pendant 5 minutes avec du PBS.

b. Pré-inclusion : Dans cette étape, les échantillons ont été déshydratés avec une série
d'éthanol de concoératiors croissantes (Tableal, 4uis imprégnés d'oxyde de propylene.

c. Inclusion : Les échantillons ont été inclus dans de I'Epoaldite (Araldite 502/Embed
812, Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA).

d. Réalisation des coupes Des sections serfines( 1 € m) ont ®t ® obtenu
ultramicrotome Leica UltraCut UCT (Leica Microsystems, Wetzlar, Allemagne).
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e. Coloration : Les coupes ont été colorées avec une solution de bleu de toluidine (1 % de
toluidine dans 2 % de borate) et observées avec aroseope optique (DM1000 LED ;
Leica Microsystems, Wetzlar, Allemagne) équipé d'une caméra numérique Optika HDMI
(Optika, Ponteranicdtalie

Tableau4:D®s ydr at ati on dé®chantillons et | 6incl
Glutéraldéhyde 4% 3 heurs au réfrigérateur
PBS 5 min3 passage
T®t roxyde dbéosm 2 heurs au réfrigérateur
PBS 5 min 3 passage
Ethanol 30 % 10 min
Ethanol 50 % 10 min
Ethanol 70 % 1 min
Ethanol 90 % 15 min
Ethanol 100 % 15 min
Ethanol 100 % 15 min
Oxyde de propylene 1 heur
Oxyde de propyléne 1 heur
Tube vide (Séchage) 1min
Oxyde de propyléne: résine (1:1) 4 heurs
Résine /résine 16 heurs/5heurs
Inclusion
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Figure 9 : Etude histopathologique

(A) prélevement des organgB) Fixation des organe$C) préinclusion pardéshydratation
deséchantillons(D, E, F etG) inclusion des échantillon@l) réalisation des coupes.
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2.5.5.Analyse moléculaire: analyse quantitative de la réaction en chaine

polymérase par transcription inverse (RTFqPCR)
I.  principe de la téchnique

La PCR quantitative en t e mp etlarq&aetificatibrg P CR)
simultanéed 6une s®quence dO6ADN <ci bl e. Cette tech
amorces spécifiques qui se fixent de maniere complémentaire en amomaivat de la région

amplifier. Loenzyme ADN pol ym®rase prolong
aleurs extremités 3'OHndispensables a la synthése du brin complémentaire. Une stérilisation
stricte de I'environnement est nécessaire pouerédtite contamination, et le port de masques
et de gants est recommaed®our préserver la validité des résultats. LadPICRest une
technique qgui per met doutiliser |l es ARN c
guantitativeCette téchniqua étéréalisée en suivant le procédé de fabricant et compreisd tro

étapes principales (figure 10
a. 1"étape: extraction de | 6 ARN

Les branchies, les intestins et le foie des alevins ont été lavés avec du PBS, puis conservés
dans une solution RNAtaer E  ( Ther mo Fi sher Scientific, L
d'étre stockés 80°C pendant 24 heures. Les tissus ont été ensuite placé dans un mortier (sur
de la glace), puis 1 ml de Trizol a été ajoudér I'extraction de 'ARNApres centrifugabn a
12 000 g pendant 10 minutes a 4°C, le surnageant contenant I'ARN a été récupéré dans de
nouveaux tubes Eppendorf. Une phase de séparation a été réalisée en ajoutant 200 ul de
chloroforme, suivie d'une agitation vigoureuse et d'une incubation a tomeéambiante
pendant 23 minutes. Une seconde centrifugation a vitesse maximale (15 minutes, 4°C) a permis
de séparer les phases, et la phase aqueuse contenant 'ARN a été isolée. L'ARN a été précipité
avec 500 pl d'isopropanol (100%), suivi d'une indidmade 10 minutes et d'une centrifugation
a vitesse maximale pendant 20 minutes a 4°C. Le culot a été lavé avec 1 ml d'éthanol a 75 %,
centrifug® 5 minutes ~ 7 500 -i minute4.AeCculotpaui s s
ete resuspendu dans-20 pl d'eau exempte de nucléases, incubé dans un bloc thermique a 55
60°C pendant 05 minutes, puis stocké-80°C.
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b. 2 eme étape : Rétrotranscription

Les échantillons d'ARN ont été décongelés sur de la glace. Pour I'extraction de 'ARN
total des organes, | es kits PurelLinkE RNA
Scientific, Waltham, MA, USA) ont été utilisés selon les protocoles du fabricant. inditgua
et la qualité de I'ARN ont été vérifiees avec le spectrophotométre NanoDrop One (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) et par électrophorese sur gel d'agarose a 1,5 %. Le kit
High-Capacity RNAto-cDNA (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)été utilisé pour
la synthése de 2 ug d'ARN total en ADNc de premier brin. L'ADNc obtenu a été conservé a
20°C.

c. 3 émeétape ;t ranscription inverse suivie dou

polymérase en temps réel (RIPCR)

L'ADNCc a servi de ratrice pour l'analyse quantitative par4PCR afin de mesurer
I'expression des genes suivants : Na+AFRPase, sousinité de transport alpha 1a (atplala.l,
séquence de référence NCBI : NM_131686.1) pour les branchies et intestins, et superoxyde
dismutasel (sodl, séquence de référence NCBI : NM_131294.1) pour le foie. Les tests
d'expression géniqgue TagMan (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) ont été
effectués en triplicat dans un Light Cycler (Applied Biosystems StepOne;Theal PCR
System, FosteCity, CA, USA). Chaque réaction contenait 2 ul d'ADNc, 10 ul de master mix
(TagMan Universal Master Mix Il, Applied Biosystems), 1 ul de test mix (TagMan Gene

Expression Assay) et 7 ul d'eau exempte de RNase et DNase.

Le protocole du fabricant a été suivi : un cycle a 50°C pendant 2 minutes, 40 cycles
a 95°C pendant 15 secondes et 60°C pendant 1 minute. Les génes de référence internes, la
glycéraldéhyde8-phosphate déshydrogénase (gapdh, séquence desnaefé NCBI
NM_001115114.1) et I'actine béta 1 (actbl, séquence de référence NCBI : NM_131031.2), ont
ete utilisés pour normaliser I'expression génique en utilisant la méthode compaigive 2
(Livak et Schmittgen., 2001).
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Figure 10: Etude moléculaire
(A) ext r athbrogage désitigstSR) vérification de la quantitd 6 ARN par

SpectrophotometrdC) vérificationdel a qual ®1 @ cdd ARNor s par | 06
D)t ranscription inverse s polywnéraseehdempseéel(RPact i o
PCR).

Il.  Analyse statistique

Le programme Graph Pad Prism 8.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, Californie,
EtatsUnis) a été utilisé pour I'évaluation statistique (p = 0,05). La distribution des mesures suit
une loi normale et ces paramétres sont exprimés par leur neogefeur écartype, calculés
sur un nombre de répétitions bien indiqué dans le document. La régression linéaire a été utilisée
pour | a d®termination des droites de r ®gr ess
variance a un critére (traitemi® de classification (ANOVA) suivie diest Tukey HSD (post
hoc), a ®t ® mise en Tuvre pour comparer stati

niveaux d'expression de I'ARNm entre les groupes traités par I'acetamipride et le groupe témoin.
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3. Résultas

3.1DéterminationdelaCL50d e | 6 acet ami pri dAalbuenhse z | es

Léacetamipride a ®t® appl 2593b&0, 45 etds50 Mmd/Lpdarsnt e s
| 6eau do®l evage des poi ssons, r ®parti e dan

d A.alburnus

3.1.1. DéterminationdelaCL5@ e | 6aceammipr2deheures dobe

Les pourcentages de mortalité observée ehdealité corrigée au cours des tests decitxi
varient de 0 % a 100 % dé 1,66% a 73 ,33 %, respectiveméntcun cas de mortalité n'a été
enregistré dans la série tém¢@irableau 5Figure 11).

Tableau 5: Effet toxique de I'acétamipride (mg/L) des alevins dl.alburnusaprés 24

heures d'expositiofN=15).

Concentrations Nombre % de % de Log Probits
(mg/L) de mortalité mortalité concentration
mortalité observé corrigé

0 0 0 0 / /
25 0 0 1,66 1,397 2,855
35 2 13,33 13,33 1,544 3,887
40 5 33,33 33,33 1,602 4,568
45 8 53,33 53,33 1,653 5,082
50 11 73,33 73,33 1,698 5,621
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Figure 11 : Evolution du taux de mortalité corrigée (%) chez les alevins @. alburnusen
fonction de la concentration d'acétamiprde apres 24 heures d'exposition

La courbe de référence, exprimant le probit de mortalité corrigée des alevins
d Aalburnus en fonction du logarithme de la concentration appliquée aprés 24 heures
déoexposition, a permis doéesti mer |2aTabdeauncent r
6).

Le coefficient de déterminationRf= 0,984) révéle une corrélation positive entre les

mortalités et les doses testées.

5 y =9,1494x - 10,042
= R2=0,9847
4
]
£
o 3
=]

g 2
o
1
0
0 0,5 1 1,5 2

Log concentration

Figure 12 : Courbe de référence représente la mortalité corrigée des alevi(esn probit)
en fonction dedogarithmes décimaux des doses apres 24 heures de traitement avec
| 6 Ac®t ami pri de.
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Tableau6 : Estimation de la CL5@ partir de la droite de régression chez les alevins

d'A.alburnusaprés 24 heures d'exposition a I'acétamipride.

Exposition (24 h)  Droite derégression R? CL 50
Acétamiprid Y =9,149 x- 10,04 0,9847 44,059 + 0,032
3.1. 2. D®t er mi nation de | a CL 50 de |

Lors des testes de toxicité, les pourcentages de mortadigéveie et de mortalitbrrigée
varient respectivement de 0 % a 100 % et de 1,66% a 98 ,33 %. Le pourcentage de mortalité

naturelle enregistrée chez la série témoin est nul (Tableau 7, figure 13).

Tableau 7: Effet toxique de I'acétamipride (mg/L) sur les alevidsadburnusaprés 48 heures
d'exposition(N=15).

Concentrations Nombre % de % de log Probits
(mg/L) de mortalité mortalité concentration
mortalité observé corrigé

0 0 0 0 / /
25 0 0 1,66 1,397 2,855
35 4 26,66 26,66 1,544 4,375
40 11 73,33 73,33 1,602 5,621
45 13 86,66 80,66 1,653 6,107
50 15 100 98,33 1,698 7,12
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Figure 13 : Evolution du taux de mortalité corrigée (%) chez les alevins @. alburnusen
fonction de la concentration d'acétamipride aprées 48 heures d'exposition.

La droite de régression qui exprime la mortalité corrigée en fonction des logarithmes
d®ci maux des doses de | 6 Ac @ualaumusgprsid8heursatp pl i qu
représentée dans la figure 14 coefficient de déterminatiofiRf= 0,977) révéle une corrélation
positive entre les mortalités et les dosetdes. La concentrati@L50 déterminée partir de
la droite de régressiagst estimée a 36,55904025 mg/L (Figure 14, Tableay.8

8

7

y = 13,959x - 16,823

g 6 R2=0,9777
2 s
g
S 4
g
23
o
a 2

1

0

0 0,5 1 1,5 2

Log concentration

Figure 14 ; Courbe de référence représente la mortalité corrigédes alevingen probit)
en fonction des logarithmes décimaux des doses aprés 48 heures de traitement avec
| 6 Ac®t ami pri de.
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Tableau8 : Estimation de la CL5@ partir de la droite de régression chez les alevins

d'A.alburnusaprés 48 heures d'exposition a I'acétamipride.
Exposition (48 h) Droite de régression R? CL 50

Acétamiprid Y =13,96 x- 16,82 0,9777 36,559 + 0,025

3.1.3. Détermination de laCL 50lel 6 acet ami pri de apr s 72 h

Les pourcentages de mortalité observée et de mortalité corrigée au cours des tests de toxicité
varient de 0 % a 100 % et de 1,66% a 98 ,33 %, respectivement. Le pourcentage de mortalité
naturelle enregisteéchez lasérie témoin est nul (Tableaufiyure 15).

Tableau 9: Effet toxique de I'acétamipride (mg/L) sur les alevidsadburnusapres 72 heures
d'exposition(N=15).

Concentrations Nombre % de % de Log Probit
(mg/L) de mortalité mortalité concentration
mortalité observé corrigé

0 0 0 0 / /
25 0 0 1,66 1,397 2,855
35 8 53,33 53,33 1,544 5,082
40 13 86,66 86,66 1,602 6,107
45 14 93,33 93,33 1,653 6,498
50 15 100 98,33 1,698 7,12
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Figure 15 : Evolution du taux de mortalité corrigée (%) chez les alevins &. alburnusen
fonction de la concentration d'acétamipride aprés 72 heures d'exposition.

La courbe de r ®f ®rence, expri manAalblrreus pr obi

en fonction du logarithmedetaoncentr ati on appliqu®e apr
doestimer | a concent r a025ngh (Flguwe 16, Tableau)OL 5 0 )

Le codficient de déterminationR?= 0,991) révéle une corrélation positive entre les

mortalitéset les doses testées.

y =14,247x- 16,96
R*=0,9919

Probit de mortalité

O B N W kB U0 N

0 0,5 1 1,5 2
Log concentration

Figure 16 : Courbe de référence représente la mortalité corrigée des alevi(esn probits)
en fonction des logarithmes décimaux des doses aprés 72 heures de traitement avec
| 6 Ac®t ami pri de
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Tableau 10: Estimation de la CkO & partir de la droite de régression chez les alevins
d'A.alburnusaprés 72 heures d'exposition a I'acétamipride.

Exposition (72 h)  Droite de régression R? CL 50

Acétamiprid Y =14,25 x- 16,96 0,9919 34,753 + 0,025

3.1.4.DéterminationdelaCL50 de | 6acetami pride apr s 96

Lors des testes de toxicité, les pourcentages de mortabEnae et de mortalité
corrigéevarient respectivement de 0 % a 100 % et de 1,66% a 98 ,33 %. Le pourcentage de

mortalité naturelle enregistrée chezséaie témoin est nul (Tableau, ¥igure 17).

Tableau 11: Effet toxique de I'acétamipride (mg/L) sur les alevidsalburnusaprés 9theures
d'expation (N=15).

Concentrations Nombre de % de % de log Probit
(mg/L) mortalité mortalité mortalité concentration
observé corrigé

0 0 0 0 / /
25 0 0 1,66 1,397 2,855
35 10 66,66 66,66 1,544 5,268
40 13 86,66 86,66 1,602 6,107
45 14 93,33 93,33 1,653 6,498
50 15 100 98,33 1,698 7,12
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Figure 17 : Evolution du taux de matalité corrigée (%) chez les advins d’A. alburnusen
fonction de la concentration d'acétamipride apres 96 heures d'exposition.

La droite de régression qui exprime la mortalité corrigée en fonction des logarithmes
d®ci maux des doses de | 6 Ac @sbllBumusapres 96 eeurse pl i qu
représentée dans la figure. 18 coefficient de détenination (R= 0,987) réveélecorrélation
positive entre les mortalités et les dosstdes. La concentrati@l50 déterminée partir de

la droite de régressiarst estimée a 34,546 1025 mg/L (Figure 18, Tableau )12

8
7 y =14,128x - 16,735
8 R? = 0,9879
©
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Figure 18 : Courbe de référence représente la mortalité corrigée des alevi(esn probits)
en fonction des logarithmes décimaux des doses aprés 96 heures de traitement avec
| 6 Ac®t ami pri de
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Tableau 12 : Estimation de la CL5@& partir de la droite de régression chez les alevins
d'A.alburnusaprés 96 heures d'exposition a I'acétamipride.
Exposition (96 h) Droite de régression R? CL 50

Acétamiprid Y =14,13 x- 16,74 0,9879 34,546 + 0,025

Selon Fishel (2005)les valeurs de CL50 de 24, 48, 72 et 96 heures indiquent que

| 6ac®t ami pri de, peosutr |l @gAmaduralbitmusansdedicaonditons
de cette étude (Tableau 13).

Tableau 13: Classes de toxicitdes néonicotinoides chez les poissifshelle de Fishel
2005.

LC 50 Toxicité
CL50< 0,1ppm Tres hautement toxique
O, 1ppm O CL50 C Hautement toxique
lppm O CL50 O 1 Modérément toxique
10ppm O CL50 O Légérement toxique
100ppm >CL50 Pratiquement non toxique

3.2. Déterminatond e r ®si dus doéasacPRPbaemupdo@®eedage de:

Léanal yse des r®sidus de | 6ac®tamipride ad
dose de 300 Og /L " pour but de dd@teelcetvearg el aa
cours dobébune =exposition continu et par cons
bi oaccumul ati on del ¢vimsecbLéesi daanbpsédesd ede |

déterminées a partirdesh r o mat ogr a mme s utiisé comrbesstar®arca mi pr i de
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Les r®sultats de | 6analyse des r®sidus ext
| 6ac®t ami pri de sont Damstasoonditi@s expéanmestales,de tempsg ur e
de r ®t ent i on edlde DB diaueR(Tahleau Praiprdsence de ce composé est
d®t ect ®e dans |l es extraits doébeau douce tra
chromatographiques indique que les concentrations en résidus diminuent au cours dentemps.
effet, le taux des résidus varie de 300 pg/L (concentration de départ) a seulerfaéns,28
Mg/L & la fin du traitement (Figure 19). RS, nos résultats (Tableau)¥Bontrent qué®3,66
% de la concentration de cette insecticide est dégradé a®®ddures d'essai. Le taux de
dégradation est calculé par différence entre la quantité de départ et la quantité détectée dans
| 6eau do6®l evage apr s 96 heures doéexposition
| 6ac®t ami pri deb ANoOW Am®t aubno larsi®. rLe de cl assi f

détectés indigue un effet temps (p<0,001) hautement significatives.

Tableaul4: Temps de r®t ention de | 6ac®t amipride

Time Segment 1

Scan Segments

CpdName ISTD?  Preclon MS1Res  Prodlon MS2Res  Frag(V)  CE(V) CellAcc RetTime Ret  Polarity
1) (min)  Window

Acephate  No 184 UnivEnh 143 UnivEnh 90 4 1 237 15 Positive
(6490) (6490)

Acephate  No 184 UnitEnh 95 UnitEnh 90 20 1 237 15 Posiive
(6490) (6490)

Acetamipri  No 223.1 UnitEnh 126.1 Unit/Enh 100 11 1 5.98 15 Posiive
d (6490) (6490)

Acetamipi  No 2231 UnivEnh 56.2 UnitEnh 100 11 1 5.98 15 Positive
d (6490) (5490)
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Tableaul5:Concentrations dbéac®tami pride obtenus j

(m s, n=3)
Echantillon Concentration  Concentration SEM Taux de SEM
finale ng/ml moyenne dégradation(%)
Concentration 300 / / 0 /
de départ

C 96 24,79 19,01 5,28 91,73 93,66
C 96 17,81 94,06
C 96 14,42 95,19

33.3. Ef fets histologiques de | 6ac®t amipride

d'Alburnus alburnus

3.3 1. Changements histologiques des branchies

1 Chez le groupe témoin

L'analyse histologique a révélé une structure branchiale normale, sans anomalies
morphologiques. Les branchiegldburnus alburnusont composées de quatre arcs branchiaux,
chacun portant une paire de filaments primaires;meémes constitués d'une sériditlaments
secondaires (Figure 2D Ces filaments sont formés de cellules basales situées immédiatemen
sous la lame basale (Figu21c). L'épithélium primaire comprend desllules de pavement
(Figure 2M) ainsi que des cellules spécialisées telles que les cellules a chlorure, de forme
sphérique et présentant un cytoplasme vésiculaire, localisées dans la région basale des lamelles.
Les cellules a globules, plus claires que les cellules a chlorure et riches en granules de mucus,
sont dispersées dautout I'épithélium (Figure ZJ. Le filament branchial est traversé par des

vaisseaux sanguins, dont le flux est régulé @actllulesa piliers (Figure 26).
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Figure 20. Micrographies des branchies des juvéniles Alburnus alburnustémaoin. (1)
(a) Disposition normale des filaments branchiaux primaires (fleche noire) et secondaires
(fleche blanche)b) Présence de cellulgmvimenteuses (étoiles blanches), de cellules piliers
(fleche noire) et ‘@rythrocytes (étoiles noires).
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Figure 21 Micrographie des branchies des juvéniles &lburnus alburnustémoin (2).
(c) Observation des cellules a mucus (fleches blanches), des cellules a chlorure (fleches
noires) et des cellules basales (étoile blanche). Présence d'un vaisseau sanguin (étoile noire).

1 Chez le goupe a faible concentration (150 pg/L)

L'exposition a we faible concentration d'acétamipride a induit de nombreuses altérations
morphologiques par rapport au groupe témoin. Apres 96 heures d'exposition et une détérioration
de la structure générale desifilents (Figure 28 et une vasodilatation des filameptsnaires
ont été observédEigure 22, b). A I'échelle cellulaire, une infiltration de leucocytes dans les
filaments secondaires ainsi qu'une hyperplasie et une hypertrophie des cellules a chlorure et des
cellules a globules ont été constatées sur td katerne des filaments. Ces cellules se sont
proliférées et dispersées le long des margefldewents secondaires (Figure 22 eb28). Les
filaments secondaires présentaient diverses altérations, notamment un soulevement de
I'épithélium, la formatiord'oedémes, une hyperplasie et une reptation épithéliale, conduisant a
d'importantes hémorragies (Figure 22 ,23 d1,25 g). Certains filaments adoptaient une forme
bouclée. Des anévrismes ont été observés a I'extrémité apicale des filameotpjarmne
congesion (Figure 23 et 24, f). Une atrophie et une dégénérescence des cellules a piliers ont
été constatées dans ldaments secondaires (Figuree)4 Dans les filaments primaires, des
signes d'atrophie et de dégénérescence de certaines aaiiudds relevés, accompagnés de la
formation de larges espaces interlamellaires et de vexudtaépithéliales (Figure 29. Une

congestion marquée était également visible dans le systeimeux central (Figure D6
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Figure 22 Micrographies desbranchies d'Alburnus alburnusapres 96 h d'exposition a
150 ug/L d'acétamipride(1).
(a) Hypertrophie de la région basale des lamelles primaires (fleche noire), déformation de la
structure des lamelles secondaires (étoiles) et vasodilatation des vaisseaux sanguins (fleche
blanche)(b) Hyperplasie et hypertrophie des cellules & chlorureléétabires) et des
cellules ™ mucus (®toiles blanches), Td m
leucocytaire (fleches blanches).
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Figure 23 Micrographies des branchies dAlburnus alburnusaprés 96 h d'exposition a
150 pg/L d'acétamipride(2).

(c) Soulévement épithélial des lamelles secondaires (étoiles blanches), fusion des lamelles
primaires (étoile noire), migration des cellules a chlorure (fleche noire) et des cellules a

mucus (fleche blanche) vers les lamelles second@jésourbure desamelles secondaires
(étoiles noires), formation d'anévrismes (étoile blanche), hyperplasie épithéliale dans les
lamelles secondaires (fleche noire) et dégénérescence de I'épithélium lamellaire (fleche

blanche).
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Figure 24. Micrographies des branchied'Alburnus alburnusaprés 96 h d'expogion a
150 pg/L d'acétamipridg3).
(e) Dégénérescence des cellules piliers (fleci{Bsfongestion sanguine dans la région
apicale du filament secondaire (fléche).
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Figure 25. Micrographies des branchies dAlburnus alburnusapres 96 h d'exposition a
150 ug/L d'acétamipridg4).
(g) Hyperplasie et reptation de I'épithélium du filament secondaire entrainant une hémorragie
maj eure (fl ches noires). Pr ®sence ddaiann an®v
sanguine hors de la lamelle secondaire (fleche blanghdérésence de cellules nécrotiques
(fleche noire) et de larges lacunes intraépithéliales (fleches blanches)
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Figure 26. Micrographie des branchies dAlburnus alburnusapres 96 h d'exposition a
150 pg/L d'acétamipridg(5).
(i) Congestion du sinus veineux central (étoile noire).

1 Chez le goupe a forte concentration (300 pg/L)

Apres 96 heures d'exposition a une concentration élevée d'acétamipride, l'analyse
histologique a révélé une destruction marquée de l'architecture des lamelles branchiales par
rapport aux groupes a faible concentration et témoin. Une vasodilatation accrue et une
congestion sanguine marquée dans la région apicale des lamelles ontreétesbamsi que la
présence de grasdystes parasitaires (Figure,ZZ8et 29 a, b, f). De vastes espaces se sont
formés entre le cartilage etd lamelles primaires (Figure BY. La vascularisation des lamelles
était interrompue dans la plupart des @agure 27, 28). Une fusion apicale totale des lamelles
était présente sur I'ensemblesdigaments primaires (Figure R8Jne prolifération intense de
leucocytes a été notée, avec une augmentation significative de leur nombre par rapport au
groupe aaible concentration (Figure8d). Les anévrismes étaient nombreux aux extrémités
supérieures ddilaments secondaires (Figur8,B80et31e, h, i). Une atrophie de hombreux
filaments secondaires a été signalée, certains apparaissant hypertrophiés letscatiésaux
autres, tandis que dimes étaient courbés (Figur® 2t 30 e, g). Une migration et une
hyperplasie des cellules a gldbs ont été relevées (Figure80 L'hypertrophie des cellules a
chlorure a conduit a leur immersion et a leur atrophiessda couche interne des lamelles
primaires, certaines de ces cellules ayant migré vers la partie supérieutamedies
secondaires (Figure 30. De nombreuses cellules présentaient des signes d'atrophie, formant
de larges lacunes, et des cellules n&®es étaient présentes dans de nombrdasesles

secondaires (Figure BX).
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Figure 27. Micrographies des branchies dAlburnus alburnusapres 96 h d'exposition a
300 pg/L d'acétamipride(2).
(a) Déformation structurelle de nombreux filaments branchiaux (fleches noires),
vasodilatation marquée des vaisseaux sanguins (fleches blanches) et présence de cartilage
(étoile blanchejp) Appariti on dbéespaces intertissul ai
hypetrophie de la région basale des lamelles primaires (fleche blanche) et congestion
marquée dans les zones apicales des vaisseaux sanguins (étoiles noires).
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Figure 28. Micrographies des branchies d\lburnus alburnusaprés 96 h d'exposition a
300 pg/L d'acétamipride(2).
(c) Fusion apicale de plusieurs filaments primaires (flecl@sRrolifération leucocytaire
(fleches noires) et fusion compléte de plusieurs lamelles secondaires (fleche blanche).
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Figure 29. Micrographies des branchies dAlburnus alburnusaprés 96 h d'exposition a
300 pg/L d'acétamipride(3).
(e) Raccourcissement et atrophie des lamelles secondaires (étoile blanche), formation
d'anévrismes (fleche blanche), enroulement des lamelles secof(iliadtes noire) et
congestion (étoile noireff) Présence de kystes parasitaires (fleches noires).
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Figure 30. Micrographies des branchies dAlburnus alburnus aprés 96 h d'exposition a
300 pg/L d'acétamipridg(4).
(g) Fusion apicale de deux filaments secondaires (fleche noire), fusion compléte des lamelles
secondaires (fleche blanche), hyperplasie et reptation épithéliale conduisant a une hémorragie
importante (€toile noirefh) Soulevement épithélial des lanesllseondaires (étoile blanche
Td me interlamellaire (®toile noire), hyperp
noires), atrophie et immersion des cellules a chlorure dans la couche interne des lamelles
primaires (tétes de fleches), migratiors @ellules a mucus (fleche blanche courte) et des
cellules & chlorure (fleche blanche longue).
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Figure 31. Micrographies des branchies d\lburnus alburnusaprés 96 h d'exposition a
300 pg/L d'acétamipride(5).
(i) Les anévrismes des extrémitdgpérieures des filaments secondaipeBrésence de
cellules apoptotiques (fleches noires), atrophie et dégénérescence des cellules filamentaires
primaires (fleches blanches).
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Figure 32. Micrographie des branchies dAlburnus alburnusaprés 96 h d'exposition a
300 pg/L d'acétamipride(6).
(k) Présence de cellules apoptotiques (fleches noires), atrophie et déggheaekas cellules
piliers (téte de flecheet des cellules filamentaires primaires (fleches blanches).

3.32. Changenentshistologiques de foie

La morphologie hépatique des cyprinidés a été précédemment décrite (Matiedlla
2016). Dans le groupe témoin, le parenchyme hépatique présente une structure homogene et
compacte, avec des hépatocytes bien organisévdigseaux sanguins sont risten globules
rouges (Figures 33A et B4, et de petites voies biliaires se propagent atsdedissu hépatique
(Figure 34€). Les globules rouges sont visibles dans la lumiere des sinusoildgssvaisseaux
(Figures 33B £34C). Les cellules hépatiques possedent un gros noyau proémmpasition
centrale (Figure 3), des granules de glycogéene dispersés dans le cytoplasme ainsi que
quelques gottelettes lipidiques (Figure 8). Aucune anomalie morphologique n'a été
obsevée dans ce groupe.
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Figure 33. Micrographies du foie dAlburnus alburnus dans le groupe témoirgl).
(A, B) vaisseau sanguin (vs), sinusoides (s), daitialre (cb), endothéliale (e)
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Figure 34. Micrographie du foie d'Alburnus alburnus dans le groupgémoin (2).

(C) vaisseau sanguiwvg), canal biliaire (cb) hépatocytes (fleche noire), granules de
glycogene (téte de fleche noire), gouttelettes lipidiques (étoile noire), noyau (fleche blanche).

1 Chez le Groupe a faible concentration (150 ug/L)

L'exposition des alevinsAlburnus alburnus 150 pg/L d'acétamipride pendant 96 heures
a entrainé des altérations structurelles notables du tissu hépatique. Un cytoplasme clarifié a été
observé dans la majté des échantillons (Figure 38&), accompagnéd'une infiltration
leucocytaire (Figure 3€). De plus, une obstruction des voies biliaires (Fi@gté\) ainsi
gu'une dégénérescence de leaedlules épithéliales (Figure 3€) ont été relevées. La
congestion des vaisseaux sanguingyfe 36D), I'appaition des zongde lyse de parenchyme
hépatiques (Figure53B), une vaculisation cytoplasmique (Figure58) et des stéatoses
adjacente aux voies biliaires (Figure &) ont été observées. En outreedibrose sinusoidale
(Figure 3 B) et unedégénérescence du parenchyme hépeatigigure 3&) ont été identifiées.

Des hépatocytes apoptotiques et nécrotiques étaient fréquemment oluserséle
parenchyme (Figure 3E). Notamment, les cellules en apoptose étaient identifiées par une
condensation du noyau et du cytoplasme YF@g37E), alors que les hépatocytes nécrotiques
montraient un gonflemewellulaire (Figure 37  L'épithélium qui recouvre les voies biliaires
s'est détaché du tissu conjonctif sgarent, et les cellules derfoe cubique semblaient
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dégénérées (Fige 38G). L'espace périsinusoidal entre les sinusoides et les hépatocytes semble

plus épais (Figre 37F) ; par ailleurs, on observe une prolifération des macroi@agsein du
parenchyme (Figure 3).

Figure 35.Micrographies du foie d’Alburnus alburnusaprées 96 heures d'exposition a 150
pg/L d'acétamipride(1).

AHyperplasie de | 6®pith®l ium des voies bili

(fleche noire)(B) Infiltration leucocytaire massive éthe blanche), zone de lyse
parenchyme hépatiqyétoile noire), fibrose sinusoidale (fleche noire).
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Figure 36 .Micrographies du foie d'Alburnus alburnusapres 96 heures d'exposition a
150 ug/L d'acétamipridg(2).

(C) Dégénérescence du parenchyme hépatique (fleche blanche), dégénérescence de la paroi
des canaux biliaires (étoile noiréld) Congestion des vaisseaux sanguins (étoile noire).
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Figure 37.Micrographies du foie d'Alburnus alburnusaprés 96 heures d'expotibn a 150
pg/L d'acétamipride (3).

(E) cellules nécrotiques (fleche noire), cellules apoptotiques (fleche blgREpyoléfération
des macrophages (m), ®pai ssussement de | 6esp

59



Résultats

Figure 38.Micrographie du foie d'Alburnus alburnusapres 96 heures d'exposition a 150
Hg/L d'acétamipride.

(G)d ®t achement de | 6®pi t h®I| idégéméebcence dasicelldesd u t i
cuboidesétoile blanche)

1 Chez le groupe a forte concentration (300 pg/L)

L'exposition a 300 pg/L d'acétamipride pendant 96 heures a entrainé des altérations
hépatiques plus sévéres. On observe une coagulation du sang dans\@Egséasix (Figure
39A) et une accumulatiorasguine dans d'autres (FigureDj0La structure hépatique présente
un aspect spongieux en raison de I'apjoparitie larges lacunes (FigureB39 De gands abcés
hépatiques (Figure 4X) et une inflammation marge (Figure 4E) ont été relevés,
accom@gnés d'une agrégation deacrophages (FigurdlE). La présence de cellules
nécrotiques, apoptotiques et stéatosiques a été observée, ainsi qu'une dégénémrscence d
canaux sinusoidaux (Figure 89) . Une hyper prhdes\voies bilages (Fgu®ep i t h ®
41E) et une désorganisation de la stroetaompacte du parenchyme hépatique, due a la

dégénéraznce des hépatocytes (Figur&dlont été constatées.

De vastes zones lysées étaient manifestes dans le parenchyme et a proximité des
sinuoides (Figure 48). L'occlusion des vaisseauxdss sinusoides, particulierement grave,

a été observée avec un grand nombre d'érythrocytes et de macrophages dapérleur
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lumiére (Figure 42X5). La prolifération des macrophages était visible dans lengayme
hépatique (Figures & et .
Dans cegroupela structure du canal biliaire a subi des modifications séveéres ; on remarquait

particulierement la réduction de la lumiére du canal biliaire et la dégénéreslesnoallules
cuboides (Figure 4E).

Figure 39 .Micrographies du foie d'Alburnus alburnus aprés 96 heures d'exposition a
300pg/L d'acétamipride (1).
(A) Coagulation sanguine dans les vaisseaux (étoile n@eformation de larges lacunes
conférant un aspect spongieux (fleche noire).
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Figure 40 .Micrographies du foie d'Alburnus alburnus apres 96 heures d'exposition a
300ug/L d'acétamipride(2).
(C) Abces hépatique (fleche noiréld) Stéatose (étoile noire), congestion des vaisseaux
sanguins (étoile noirginflammation (fleche blanche)
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Figure 41 .Micrographies du foie d'Alburnus alburnusapres 96 heures d'exposition a
300pg/L d'acétamipride(3).

(E)Hyperplasie de | 6®pith®lium des voies bil
blanche), cellules apbotiques (fleche noirejnacrophages (étoiles blancheg). obstruction
des voies bihires étoile blanche), prdiéeration desnacrophageém)
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Figure 42 .Micrographies du foie d'Alburnus alburnusapres 96 heures d'exposition a
300ug/L d'acétamipride(4).

(G) congestion des sinusoides (astérisques bldgss)des zones autour des sinusoides
(astérigsuesnoirs),proléfération desnacrophages (m)

3.3.3. Changements histologiques des intestins

1 Chez le goupe témoin

Les analyses histologiques du groupe témoin ne révelent aucune altération adermale
la structure intestinale. L'intestin se compose principalement d'une couche externe, la séreuse,
suivie des couches musculaires longitudinale et circulaire, séparées panfauspresise. Cette
derniére renferme les glandes sousqueuses et est recauie par la lamina propria, un tissu
conjonctif contenant des vaisseaux sanguins et des cellules immunitaires. L'épithélium, formé
d'entérocytes et de cellules caliciformes, constituelalre la plus intern@igure 43 et 44\-
D).
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Figure 43: Micrographies des intestins dAlburnus alburnusdans le groupe témoiil).
(A) Séreuse (fleche noire), couche musculaingitudinale (étoile noirg couche musculaire
circulaire (étoiles blanches), semmiqueuse (téte de fleche noire), musculaire mugueus
(fleche blanche), lamina propria (fleche noire), épithélium (téte de fleche blanche), glandes
sousmugqueuses (cercle noii) Séreuse (fleche noire), muscles longitudinaux (étoile noire),
muscles circulaires (étoiles blanches), sousjueuse (téte deetthe noire), musculaire
mugqueuse (fleche blanche), lamina propria (fleche noire), épithélium (téte de fleche blanche),
glandes soumuqueuses (cercle noir), vaisseau sanguin (V),drarintestinale (L).
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Figure 44: Micrographies des intestins dAlburnus alburnusdans le groupe témoif2).

(C) Vaisseau sanguin (V), cellules musculaires longitudin@ieéshe noire) cellules
musculaires circulaires (fleche blanche), tissu conjonctif (étoile n@g)EntérocytdE),
cellule caliciforme (C)yaisseau sanguin (V), sécrétion de mucus (fleche noire), érythrocyte

(étoile noire), macrophage (étoile blanche).
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