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Les molluscicides sont des produits destinés 2 lutter contre les mollusques vecteurs de
parasitoses. Ces parasitoses sont d’une grande importance en pathologie humaine en zone

intertropicale et en pathologie animale dans des zones climatiques plus vastes.
Parmi ces parasitoses nous trouvons :

- la distomatose hépatobiliaire & Fasciola hepatica ou 1’héte intermédiaire est
un mollusque gastéropode pulmoné du genre Lymnaea (Lymnaea

trunculata) ;
- les bilharzioses :

» bilharziose a Schistosoma haematobium (ou bilharziose vésicalé) qui
a pour hdte intermédiaire un mollusque gastéropode pulmoné

appartenant au genre Bulinus (Bulinus truncata) ;

!

+ bilharziose & Schistosoma mansoni (ou bilharziose hépato-intestinale)
ol I'hbte intermédiaire est un mollusque gastéropode pulmoné
Planorbe du genre Biomphalaria (Biomphalaria glabrata) ;

o bilharziose & Schistosoma intercalatum (ou bilharziose rectale) qui
a pour hote intermédiaire un mollusque du genre Bullinus (Bulinus

globulus) ;

o bilharziose & Schistosoma japonicum (ou bilharziose hépatosplénique)
ot I’héte intermédiaire est un mollusque prosobranche appartenant

au genre Onchomelania.
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Dans le Limousin, en pathologie animale, les conséquences économiques sont telles
que la maladie provoquée par Fasciola hepatica constitue 'un des fléaux de 1’élevage. En
effet, Fasciola hepatica (ou grande douve du foie) est un parasite commun des voies biliaires
du mouton ou des bovins : elle occasionne chez ces herbivores domestiques la distomatose
hépatique, maladie caractérisée par une faiblesse, un amaigrissement et un ictére par

obstruction des canaux biliaires et réiention de bile.

Les molluscicides permettent alors I'interruption du cycle des parasites et s’inscrivent
dans la lutte intégrée contre ces maladies. Actuellement un seul molluscicide est utilisé : le

Niclosamide (Bayluscide®).

C’est un produit convenable mais il présente certains effets indésirables : il détruit la
faune non visée, en particulier les poissons. Son insolubilisation pose des problemes de
dispersion dans certains types de gite (GAYRAL et CAVIER, 1977).

Des résistances 4 ce produit étant apparues (JELNES, 1977), il est nécessaire de
rechercher de nouveaux composés actifs. Les dérivés halogénés du benzamido-2 nitro-5
thiazole (BNT) ont donc ét€ introduits pour servir d’alternative aux molluscicides actuellement

utilisés. Leur activité molluscicide est connue depuis les années 70 (CAVIER et al., 1978).

L’utilisation rationnelle de tels produits nécessite une parfaite connaissance de leur
réactivité chimique afin d’éviter toute contamination intempestive de 1’environnement.
On note un retard dans 1’utilisation de ces produits sur le terrain, car on ne connait pas

’impact de ceux-ci sur la faune et la flore associée.

Des travaux antérieurs ont été réalisés sur 1’impact des dérivés du BNT sur la flore
(DUFOUR, en 1989, a étudié I’action d’un dérivé du BNT sur Euglena gracilis).

Notre travail consiste en I’étude de la sensibilit€ de E. gracilis a différents dérivés du
BNT réputés molluscicides.
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Nous envisagerons donc .successivement :
- chapitre [ :  Validité du modele E. gracilis.
- chapitre Il : Evaluation de la sensibilité de E. gracilis & quelques dérivés
du BNT.
- chapitre [II : Résultats expérimentaux.

- chapitre IV : Discussion.
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CHAPITRE I
VALIDITE DU MODELE Euglena gracilis
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A. GENERALITES

1. CLASSIFICATION (ENCYCLOPEDIA UNIVERSALIS)

Les euglénes sont des eucaryotes avec des organes reproducteurs formés de
sporocystes ayant des plastes sans amidon contenant les chlorophylles a et b, et des caroténes.

Ce sont des cellules flagellées.

Phylum : Chromophytes
Embranchement : Euglénophytes
Classe :  Euglenophyceae
Famille :  Euglenidae
Genre . Euglena

Espece :  Euglena gracilis
Souche : 2

2. DESCRIPTION (PELLEGRINI, 1978)

L’eugléne est un organisme unicellulaire de couleur verte, de 50 pm par 12 pm,

fusiforme a pH 3,5 et en batonnet a pH 7,2.
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Le corps est entouré d’'un tégument (pellicule) souple, élastique, essentiellement
protéique, qui permet & la cellule de se déformer (spasmodie, métabolie) en s’étirant, se
contractant ou se distordant. Cette grande plasticité du corps de l’eugléne explique les
différentes formes observées aprés la fixation des cellules. La pellicule présente des
ornementations qui dessinent des stries paralléles disposées en hélices longitudinales. Les
crétes sont orientées vers la région postérieure de la cellule. Au moment de la division
cellulaire, une nouvelle créte se développe dans chaque sillon compris entre deux crétes

préexistantes.

Prés de 'extrémité antérieure de la cellule, la pellicule s’invagine a 'intérieur de la
cellule et délimite un réservoir, sorte de poche profonde qui communique avec I’extérieur par

un étroit goulot qui s’ouvre par un orifice €troit {cytostome).

Deux flagelles inégaux prennent chacun naissance sur un blépharoplaste localisé€ dans

le cytoplasme & proximité de la membrane du réservoir :

- le flagelle le plus long, actif, onduleux, trés souple traverse le réservoir, le
goulot et sort par le cytostome. Sa partie libre, aussi longue que la cellule
elle-méme est pourvue de nombreux mastigonémes disposés en file
hélicoidale. Ce flagelle se distingue au microscope par différence de
contraste ;

- le second flagelle, trés court, demeure 2 1'intérieur du réservoir et se fixe &

Pautre flagelle au niveau d’une granulation : le photorécepteur.

Le stigma, extraplastidal, appliqué sur les flancs du réservoir, toujours bien visible en
microscopie photonique, a 'apparence d’une masse granuleuse, dense, rouge.
Une vacuole pulsatile, limitée par une membrane, formée par la coalescence de trés

nombreuses petites vacuoles, se déverse rythmiquement dans le réservoir qu’elle borde.

Les chloroplastes, une dizaine environ, allongés, discoides se caractérisent par une

structure lamellaire agranaire et par une membrane limitante double.

Le chondriome est formé d’un réticulum gréle, ramifié, dessinant des mailles

irrégulieres autour des chloroplastes, du noyau et du réservoir,
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Le noyau, volumineux, situé dans la région centrale de la cellule est limité par une
membrane qui persiste au moment de la division nucléaire. Les chromosomes et le nucléole
demeurent toujours visibles. la période de division débute par la migration du noyau vers la

région postérieure du réservoir. La multiplication est un phénomene asexué.

L’appareil de Golgi est constitué d’une dizaine de dictyosomes formés par
P'empilement de nombreux saccules. II présente une activité hypersécrétoire au début de la

division cellulaire.

Le réticulum endoplasmique s’étend dans toute la cellule et s’étale en une nappe sous-

pelliculaire.

3. MOBILITE

Les euglénes se déplacent en faisant un mouvement hélicoidal consécutif aux
battements du flagelle, ce qui se traduit par une progression rapide.
La mobilité dépend du pH :

- 2 pH 3,5 : les cellules ont une mobilité réduite pendant les trois premiers
jours de I’expérience. Elles présentent une alternance de contractions et de

distorsions ;

- 2 pH 7,2 : les euglénes sont immédiatement mobiles.

4. NUTRITION

Les euglénes peuvent étre phototrophes, hétérotrophes ou phagotrophes. Les plastes
des euglénes renferment de la chlorophylle a et b et des pigments caroténoides.
Les euglénes sont photo-auxotrophes et ont besoin de vitamines B1 et B12. E. gracilis est
hétérotrophe facultatif ¢’est-3-dire capable de se développer & I’obscurité si le milieu contient
des substances organiques. Elle perd alors ses chloroplastes au cours des divisions
successives. Aprés la huitidme division, elle ne posséde plus que des organites rudimentaires,
les proplastes. On dit que les cellules sont étiolées (FREYSSINET, 1972). Les cellules ainsi
obtenues peuvent &étre maintenues dans cet état, les cultures se poursuivant 4 1'obscurité sur
le méme milieu. Remises 2 la lumiére, un bouleversement métabolique et physiologique est

observé, provoquant 1’élaboration du syst®me plastidien. La synthése de la chlorophylle se
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déroule alors de fagon linéaire aprés une phase de latence variant de 3 & 12 heures. Mais des
souches vertes, traitées soit par divers agents physiques 4 dose sub-létale tels les rayons UV
ou des températures de culture €levées, soit par des agents chimiques, restent définitivement

incolores. Elles sont devenues des héiérotrophes stricts aplatidiés.

Gréce a la photosynthese, les englénes synthétisent des produits carbonés qui sont mis
en réserve sous forme de paramylon qui est un B-1,3 glucan caractéristique de la famille des
euglénidées. Le paramylon peut aussi étre formé a partir de carbone organique présent dans

le milieu.
5. ECOLOGIE

E. gracilis est un organisme photosynthétique autotrophe, hormis son besoin en
vitamines B1 et B12. Soumis & un rythme régulier d’éclairement ce phytoflagellé présente une
trés bonne synchronisation naturelle liée au fait que la majorité des synthéses ont lieu au
moment de la période diurne et, si la durée de la photopériode est de 8 heures, les mitoses

surviennent seulement en période nocturne (BERTAUX, 1976).

Les besoins nutritifs des euglénes expliquent leur abondance dans les eaux riches en

matiéres organiques.

La plupart vivent en eaux douces et peuvent supporter des €carts de pH important
allant de 3,52 9.

On les trouve soit dans le plancton, soit sur les fonds boueux, soit sur la terre humide

en bordure de mares et de fossés.

B. VALIDITE DU MODELE

L’étude de pesticides implique la connaissance de quatre types de données :
- évaluation de 1’activité du produit sur I’espece visée ;
- caractéristiques physico-chimiques de la substance ;
- évaluation des risques pour l’environnement et de 1’action de la substance

dans le milieu (sur I’ean et les poissons par exemple) ;
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- dégradation du produit dans la nature : connaissance de la rémanence, de

I’action des produits de dégradation...
En écologie, deux grandes options peuvent &tre prises, 2 savoir de choisir :

- des especes sensibles, indicateurs de pollution : dans les essais de toxicologie

aigué elles apportent un facteur de sécurité ;

- des espéces capables de cumuler et donc peu sensibles, pouvant étre des
points de départ de biomagnification des toxiques dans des chaines
alimentaires.

De toute fagon, il faut des especes :
- appartenant & un écosystéme naturel ;
- fournissant des populations homogeénes ;

- ayant une courte durée de cycles biologiques.

Les algues unicellulaires sont le plus souvent utilisées, d’une part parce qu’elles
représentent la majeure partie du phytoplancton, d’autre part parce qu’elles sont de culture
et de manipulation relativement faciles (JOUANY, 1981).

Pour notre étude nous avons choisi ’eugléne.

De plus les études toxicologiques tendent & se faire in vitro sur des espéces animales
ou végétales pour éviter des tests in vivo souvent longs et onéreux (GOLDBERG et
FRAZIER, 1989).

1. SENSIBILITE DES EUGLENES

Plusieurs études ont été réalisées avec les euglénes comme modele de base. L.’eugléne
est sensible 4 de nombreux produits, parmi lesquels les herbicides (ROUX, 1984) : le CIPC
(chlore-isopropyl-phenyl-carbamate) inhibe la croissance des euglénes par inhibition de la
multipﬁcation cellulaire. L’effet du CIPC sur la croissance des euglénes augmente avec la

dose d’herbicide.

Une étude a également été menée pour connaitre ’action des ions cadmium sur les
euglénes (BONALY, 1978). La toxicité du cadmium se manifeste sur la croissance des
euglénes & partir d’une concentration de 5.10° M et la dose de 5.10% M est immédiatement

1étale pour I’ensemble des €léments de la population.
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Enfin, les euglénes sont sensibles aux pesticides, en particulier aux molluscicides car
on note une inhibition de la croissance & partir de certaines concentrations pour les dérivés
du BNT (DUFOUR, 1989).

2. REPRODUCTIBILITE

La croissance des euglénes se fait de fagon reproductible. Ceci est démontré par les
valeurs des taux de croissance maxima (k) des différents témoins :
- & 24 heures : k compris entre 0,48 et 0,53 ;
- 2 48 heures : k compris entre 0,26 ¢t 0,29 ;
- & 72 heures : k compris entre 0,18 et 0,21 ;
- & 96 heures : k compris entre 0,14 et 0,16.

Ces différents résultats permettent de montrer que le protocole de manipulation

rigoureuserment respecté assure une reproductibilité des cultures.

d2+

De plus, les ions Cd“" ont sur les cellules d’euglénes une action toxique qui se

manifeste au niveau de la croissance des populations algales selon des modalités constantes
et rigoureusement reproductibles (BONALY, 1978).

3. FIABILITE D’ INTERPRETATION

]

La culture des euglénes est facilement réalisable au laboratoire, ce qui permet d’obtenir

des populations homogénes ayant une courbe de croissance reproductible.

Donc I'interprétation des résultats est relativement facile.
4, EVALUATION DE LA TOXICITE

11 y a plusieurs types d’évaluations possibles :

- résultat global : le critére choisi est la croissance. On recherche la
concentration inhibitrice & 50 % (c’est la concentration de toxique dans le

milieu provoquant une diminution de 50 % de la croissance de la population
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cellulaire par rapport au témoin au bout d’un temps donné). Mais on peut

également déterminer :

le seuil de toxicité : c’est la plus faible concentration de toxique
provoquant 1’inhibition de la croissance algale (CMI : concentration
minimale inhibitrice) ;

le seuil algicide: c’est la concentration minimale de toxique
provoquant la mort (CML : concentration minimale 1étale) ;

la concentration létale 3 50 % : c’est la concentration de toxique
pour laquelle le taux de mortalit¢ des cellules est de 50 % ;

le seuil algistatique : c’est la concentration minimale de toxique
provoquant ’inhibition totale de la croissance sans tuer ;

la concentration activatrice maximale : c’est la concentration pour

laquelle on obtient une activation maximale de la croissance.

- aspect fonctionnel ; il en est ainsi des mesures de la teneur en chlorophylle,

des échanges O,/CO,, des immobilisations du flagelle, de la numération des

cellules vivantes via I’ATP (cela peut se faire grice a la bioluminescence}.

- modifications morphologiques.

- biochimie fine : mesure d’une activité enzymatique.

Pour notre étude, nous avons choisi comme matériel de travail des cellules

d’E. gracilis. En effet, celles-ci présentent des caracteristiques se prétant d’une fagon

satisfaisante & des études de cytologie. Leur volume cellulaire est relativement élevé. Leurs

noyaux sont aisément colorables par les colorants spécifiques de I’ADN. Enfin, leur culture

ne présente pas de grosses contraintes et de plus les cellules se séparent dés leur division.

De plus, les algues jouent un rdle trés important dans 1’environnement en intervenant

dans divers domaines. En particulier, elles sont responsables de la photosynthése dans les

milieux aquatiques et sont capables en présence de lumire de libérer d’importantes quantités

d’oxygéne qui intervient comune agent oxydant et est utilisé par les micro-organismes

hétérotrophes aérobies responsables de la dégradation des matiéres organiques. Elles jouent

également un role dans la constitution des chaines alimentaires.
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Nous allons donc étudier la croissance d’E. gracilis ainsi que 1’action que peuvent
avoir les dérivés du BNT sur celle-ci. Pour évaluer la toxicité de ces dérivés nous allons
calculer :

- les Clgp 3
- les CLs ;

- les CAp ..
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CHAPITRE II
EVALUATION DE LA SENSIBILITE

D’E. GRACILIS A QUELQUES DERIVES
DU BNT
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A, CONDITIONS DE MODELISATION
1. ENTRETIEN DE LA SOUCHE

Une souche d’E. gracilis est entretenue au laboratoire dans le milieu de Schiff (décrit
dans le paragraphe méthodologie).

La souche est repiquée chaque quinzaine de fagon & ce que les algues se trouvent en
phase exponentielle le jour de 1’ensemencement. Le repiquage 2 partir d’euglénes en phase
exponentielle permet en effet une bonne reprise de la culture avec une diminution du temps

de latence.

L’entretien de la souche s’effectue dans un flacon en polystyréné type boite de Roux
(80 cm? de surface)., A partir du milieu de culture préparé, nous prélevons 25 ml auxquels
nous ajoutons 25 ml d’eau distiliée pour obtenir un milieu une fois concentré par rapport au
milieu de Schiff que nous prép::u‘ons. Nous pratiquons ensuite une filtration stérilisante sur une

membrane de 0,22 pm de porosité (Sartorius®),

Les euglenes sont ensuite repiquées dans le nouveau milieu par prélevement de 1 a
2 ml de la culture précédente.

2. DEFINITION DES CONDPITIONS DE L’EXPERIMENTATION
E. gracilis est cultivée & 25 °C dans une enceinte climatique. Les volumes employés

au cours de 1’expérience sont relativement faibles, 5 ml, ce qui permet d’éviter ' utilisation

d’un agitateur. Les cellules sont cultivées sous un éclairage artificiel avec une photophase de
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12 heures et une intensité de 3000 lux 2 la surface des récipients. Or les dérivés du BNT sont
sensibles 2 la lumiere (CLEDAT, 1989 ; FRAYSSE, 1987). Cette technique permet d’étudier
I’efficacité des produits sur les euglénes dans des conditions d’éclairement similaires & celles
utilisées lors de I'étude toxicologique sur les limnées et les gammares (VIGNOLES et al.,
1990 a).

La culture est ainsi maintenue pendant 12 jours afin d’obtenir un cycle de croissance
complet. Le produit toxique est en grande partie dégradé au bout de 4 jours d’oh une
diminution de sa concentration dans le milieu. Il faut ensuite corhpter 4 4 5 jours de plus pour
permettre une reprise des euglénes jusqu’a un palier maximum (DUFOUR, 1989).

La cinétique de croissance d'une culture d’euglénes, représentée en coordonnées semi-
logarithmique, se décompose en 5 phases (MILLET, 1984) :

- phase de latence : elle est bréve. Elle est due au temps d’adaptation de
P’algue 4 son nouveau milieu ;

- phase exponentielle de croissance : ¢’est la période de croissance optimale
pendant laquelle on observe la vitesse de croissance la plus élevée ;

- phase de ralentissement : c’est le début de 1’appauvrissement du milieu dé
A une densité cellulaire de plus en plus élevée ;

- phase stationnaire : elle est diie 4 1’épuisement des ressources énergétiques
du milieu. Durant cette phase les cellules se maintiennent grice a la
photosynthese et & 'utilisation de leurs réserves ; '

- phase de décroissance : toutes les réserves sont épuisées ; les cellules

commencent 3 mourir,

!

La figure 1 représente la courbe de croissance théorique de I’eugléne.

Pour effectuer 1a mise en culture des euglénes nous utilisons des flacons type boite de
Roux (25 cm? de surface). Ce sont des flacons en polystyréne A usage unique. Ces flacons

permettent d’utiliser un volume de milieu assez faible (5 ml).
Dans ce type de flacons :

- I’évaporation du milien est réduite ;
- ’adherence des cellules contre les parois est faible ;

- les risques de contamination sont diminués ;
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- la lumiére passe au travers du milieu méme avec une densité cellulaire
importante ;

- le nombre maximum de cellules est compris entre 8,106 et 9.10% par
millilitre.

DUFOUR (1989) avait essayé d’effectuer ces cultures dans des erlens-meyers mais
cela nécessitait une quantité de milieu plus grande (50 ml par erlen). De plus le bouchage
était effectué par du coton cardé, donc, au fur et 3 mesure de 1'expérience, les risques de
contamination augmentaient. De plus, en fin de culture, la densité des cellules était telle que

la lumiére ne pouvait plus diffuser de maniere homogene a travers le milieu.

Toutes les opérations effectuées pour la mise en culture des euglénes sont accomplies
sous une hotte 3 flux laminaire pour éviter toute contamination. A la fin d’une expérience tout
le matériel en plastique (flacons, pipettes...) est incinéré de fagon a détruire tous les micro-

organismes.

B. METHODOLOGIE

1. COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE

Pour la culture des euglénes nous utilisons un milieu organotrophique qui va apporter

tous les €éléments nécessaires a la croissance des algues.

Le milien utilisé est ler milieu de Schiff (GREENBLATT et SCHIFF, 1959). Il a la
particularité de permettre aux euglénes de se développer méme A I'obscurité.

Ce milieu est cornposé d’une fraction organique et d’une fraction minérale.

La fraction organique comprend :

- fraction minérale 4,0 ml
- acide malique 08¢g
- acide glutamique 20g
- (NH,),HPO, 0,08 g
- KH,PO, 0,16 g

- Cﬂ.COs 0!2 g
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- vitamine Bl 50,0 pl (solution & 15 mg/ml)
- vitamine B12 17,5 pl (solution &_ 2,5 mg/ml)
- H,0 qsp200,0 mi

Cette fraction apporte :

» des sources de carbone :

acide malique

acide glutamique

= des sources d’azote :
acide glutamique
(NH,),HPO,

s des sources de phosphore :
(NH,),HPO,
KH,PO,

* des sources de vitamines :

vitamine Bl

vitamine B12

Nous ajoutons les vitamines B1 et B12 dans ce milieu car E. gracilis est carencée en
absence de ces vitamines. Cette algue est incapable de les synthétiser (BERTAUX, 1976 ;
BRE, 1982 ; FREYSSINET, 1977). Ces vitamines sont conservées i +4 °C, Elles sont 4 I'état

de solutions concentrées, stérilisées par filtration sur une membrane de 0,22 pm.

La fraction minérale comprend :

- MgSO,, 7 H,0 12,0 g
- CaCly, 2 H,0 09¢g
- FeSO,, 7 H,0 0.4 g
- BO,H 02¢g
- EDTA Na, 053¢
- ZuS0,, 7 H,0 03 g
- MnSO,, H,0 0,1lg
- H,80, 10,0 ml

- H,0 gsp 1,01
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La fraction minérale est ajoutée a la fraction organique dans une proportion de 2 %
de sa concentration. Elle va apporter des oligo-éléments dont le rdle est essentiellement

plastique. Ils sont donc nécessaires au développement de la cellule.
2, DESCRIPTION DU MILIEU DE CULTURE
a. PREPARATION DU MILIEU DEUX FOIS CONCENTRE

Nous préparons préalablement 200 ml du milieu en utilisant 196 ml d’eau
distillée et 4 ml de la fraction minérale. L’acide malique, I’acide glutamique, le (NH,),HPO,,
le KH,PO, et le CaCO; sont des poudres qui sont pesées puis mises dans un erlen-meyer.
Nous ajoutons ensuite les 196 ml d’eau distillée tiédie ce qui permet une meilleure dissolution

de 1’acide glutamique. Enfin nous ajoutons les 4 ml de fraction minérale.

Ce milieu ainsi préparé a un pH de 3,5. Pour I'étude de la toxicité€ des dérivés du BNT

sur E. gracilis, nous effectuons également une culture 3 pH 7,2

Sur les 200 ml de milieu ainsi préparé, nous prélevons 25 ml auxquels nous ajoutons
25 ml d’eau distillée. Nous obtenons alors 50 ml d’un milieu une fois conceniré qui servira

au repiquage de la souche d’euglénes (cf ILA.1).
b. PREPARATION DU MILIEU UNE FOIS CONCENTRE

Nous prépamns deux flacons :

- le premier comprend 25 ml du milieu deux fois concentré a pH 3,5 auxquels
nous ajoutons (25 - x) ml d’eau distillée (x étant le volume de PEG
correspondant & celui de produit toxique que nous ajouterons lors de la mise

en culture) ;

- le second est composé de 25 ml du milieu deux fois concentré dont le pH est
amené & 7,2 par addition de KOH 1 N et (25 - x’ - y) ml d’eau distillée (x’
étant le volume de PEG correspondant 2 celui de produit toxique ; y est le

volume de KOH 1 N nécessaire pour ramener le pH du milieu 3 7,2).
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Ces flacons, hermétiquement clos, sont stérilisés par autoclavage pendant 20 mn & oo -

120 °C. Ces deux flacons constituent la série de milieux de culture qui sera appelée M,.

Les 125 ml de milieu deux fois concentré restants, sont conservés au réfrigérateur 3

+4 °C jusqu’a la préparation du milieu de culture définitif.

A partir des 125 ml du milieu deux fois concentré conservés au réfrigérateur nous

préparons une deuxiéme série de milieux de culture qui sera appelée M,
Cette série comprend deux flacons :

- un & pH 3,5 : nous mettons 25 ml du milieu deux fois concentré, x ml de
produit toxique dissous dans le PEG et (25 - x) ml d’eau distillée ;

- un & pH 7,2 : nous mettons 25 ml du milieu deux fois concentré, x” ml de
produit toxique en solution dans le PEG, y mi de KOH 1 N pour amener le
pH de 3,54 7,2 et (25 - X’ - y) ml d’eau distillée.

Ces deux milieux ainsi préparés subissent une filtration stérilisante sur une membrane

de 0,22 pm de porosité (Sartorius®) pour éviter la dégradation du produit.
3. REPARTITION DU MILIEU DANS LES DIFFERENTS FLACONS

La répartition du milieu de culture dans les différents flacons se fait sous la hotte 2
flux laminaire de fagon stérile, pour éviter toute contamination bactérienne qui serait

préjudiciable A la croissance des euglénes.

Nous préparons deux séries de flacons : 'une 4 pH 3,5 I’autre & pH 7,2. Pour chaque
pH, nous préparons un témoin et quatre flacons de dilution croissante du produit.

L’expérience est réalisée en double ce qui permet de faire une moyenne lors du comptage.
La répartition dans les différents flacons se fait comme suit :

- flacon témoin : 5 ml de milieu de la série M,
~C:(5-z)mlde M; + 2z mlde M,
-Cy:(5-2z)mlde M, +z, mlde M,
-Cy:(5-2zy) mide M, +2z, mde M,
- Cy: (5 -12) mlde My + 2z, ml de M,
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4. PROTOCOLE OPERATOIRE

a. ENSEMENCEMENT DES EUGLENES

L’ensemencement des euglénes est réalisé a partir de la souche entretenue par
repiquage toutes les quinzaine (cf ILA.1). Les euglénes se trouvent alors en phase
exponentielle lors de la mise en culture. Avant I’ensemencement nous effectuons un comptage
de la souche. Cette numération nous permet de déterminer le volume nécessaire a prélever

pour obtenir 50.10% cellules par ml dans les flacons expérimentaux.

La mise en culture étant effectuée, les différents flacons sont placés dans 1’enceinte

climatique durant les 12 jours d’expérience.
b. METHODE ET PERIODICITE DE COMPTAGE

Le comptage est effectué an microscope optique sur une cellule de Malassez.
Cette cellule est constituée par une épaisse lame de verre au centre de laguelle se trouvent
deux plates-formes rectangulaires, comportant vers le milieu un quadrillage gravé. Deux
rigoles longitudinales séparent ces plates-formes de deux plateaux plus élevés qu’elles d’une
hauteur connue, sur lesquels reposera une lamelle planée. Le quadrillage total est composé
de 100 rectangles de 1/4 de mm de longueur et de 1/5 de mm de largeur soit une superficie
de 1/20 de mm? par rectangle et une superficie totale de 5 mm? pour ’ensemble des 100

rectangles.

La profondeur de la ch‘ambre est de 1/5 de mm. Chaque rectangie correspond donc &
un volume de 1/100 de mm® et Pensemble des 100 rectangles 4 1 mm® (1 pbD) (PIETTE,
1968).

Un dénombrement des euglénes survivantes et mortes est effectué deux fois par jours,
les trois premiers jours suivant la mise en culture ; puis une fois par jour jusqu’a I’arrét de

la culture, soit an bout de 12 jours.

Lors de chaque comptage, un prélevement est effectué dans chaque flacon dans des

conditions stériles sous la hotte & flux laminaire.
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Pour chaque flacon nous effectuons :

- un prélévement auquel on ajoute une quantité déterminée d’acide
sulfochromique & 1 %. Cet acide permet de fixer les cellules afin d’effectuer

un comptage plus facile.

- un prélevement dilué dans une solution de bleu Trypan qui va colorer en
bleu les euglénes mortes. En effet, les cellules vivantes filtrent en
permanence le milieu intra-cellulaire expulsant le colorant et évitant son
incorporation. Les euglénes mortes voient leur cytoplasme s’équilibrer avec

le milieu environnant d’ot leur coloration bleue.

Le nombre de cellules vivantes est donné par la formule ci-dessous :

Ny : nombre de cellules vivantes ;
N, : nombre de cellules fixées par 1’acide
sulfochromique (nombre de cellules
Ny =Ny - Ng ,
totales) ;
Npg: nombre de cellules colorées par le bleu

Trypan (nombre de cellules mortes).

Différentes dilutions sont utilisées de maniére a avoir environ 100 a 200 euglénes par
cellules de Malassez : le tableau 1 montre 2 titre indicatif les volumes d’acide sulfochromique
et d’eau distilliée utilisés en fonction du nombre de cellules dans le milieu, pour la fixation

des euglénes (A) et pour la coloration des cellules mortes (B).

Le nombre de cellules vivantes par millilitre est :

N: nombre de cellules par millilitre ;
N=nx ‘ﬂa x 10° n: nombre de cellules comptées sur la
cellule de Malassez ;
d: dilution.
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Nombre de cellules par mi  Volume prélevé Volume d’acide

en ul sulfochromique en
i)
A 50.10% - 200.10° 20 10
200.10° - 4.10° 20 100
> 4.10° 10 190
Nombre de cellules par ml  Volume prélevé Volume de blen Volume d’ean
enpul iTrypan en pl distillée en i
B 50.10° - 200.10° 20 10 -
200,107 - 4.10° 20 10 _ 20
> 4.108 10 10 80

Tableau 1: Volumes utilisés en fonction du nombre de cellules par ml :
- pour la fixation des euglénes (A).
- pour la coloration des cellules mortes (B).
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¢. MATERIEL UTILISE

Le matériel nécessaire 2 la répartiion dans les différents flacons est

constitué de :

- micropipettes automatiques 3 volume variable Gilson® ;

- embouts stériles ;

- porte-filtre de 50 mum de diamétre ;

- filtres de 0,22 ym adaptés aux portes-filtres. Cet ensemble est stérilisé 20 mn

A ’autoclave.

C. PRODUITS ETUDIES

Le tableau 2 regroupe les différents composés étudiés.

1. LE NICLOSAMIDE
a. GENERALITES

Le Niclosamide nous sert, dans cette étude, de molécule de référence. C’est le
dichloro-2’,5 nitro-4’ salicylanilide.

Le Niclosamide est le ;cul molluscicide existant sur le marché et utilisé sur le terrain
(GAYRAL et CAVIER, 1977). Ce produit a fait 1’objet de nombreuses études tant sur le
terrain qu’en laboratoire (GILLES er al.,1973 ; BARBOSA et al., 1981 ; JELNES, 1977).
Il est trés utilisé dans les régions tropicales ol les biltharzioses sont trés repandues.

Le Niclosamide est rarement employé pur : il est souvent employé dans des formulations de
sels d’éthanolamine en poudre mouillable & 60 % (Mollutox®) ou a 70 % de principe actif
(Bayluscide®), ou en concentré émulsionnable 2 25 % (Clonitralidc®).

Le Niclosamide est un acide faible, insoluble dans I’eau. Il est trés toxique pour les
moHusques et les oeufs, légérement rémanent. 11 détruit également la faune non visée mais
la restauration du milieu est trés rapide (GAYRAL et CAVIER, 1977).
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Produit de référence : le Niclosamide

Les dérivés du BNT

Substituants Ry R, R, R,
Noms L
BNT R ;1 uuuuuuuu H ) H ) ) “H T
Dichloro-3,4 BNT H Cl1 Cl H
Dichloro-3,5 BNT H Cl H Cl
Flucro-2 BNT F H H H
H H F H

Fluoro-4 BNT

Tableau 2 : Les différents composés étudiés : tableau récapitulatif.
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Son insolubilité pose des problémes de dispersion dans certains types de gites et il est
légerement irritant pour les mollusques.

Sa toxicité pour les mammifgres est trés faible.

Le Niclosamide est également utilisé en médecine humaine comme ténicide (Trédémine®),

b. MECANISME D’ACTION
o. RAPPEL SUR LA CHAINE RESPIRATOIRE

La figure 2a schématise les différents compartiments de la mitochondrie

ainsi que la localisation et le mode d’action de la chaine respiratoire.

Sa structure en double membrane lui permet d’accumuler les protons dans la chambre
externe. Il se crée alors un gradient de pH associé a une différence de potentiel entre la
chambre externe et la matrice. Le passage des protons au niveau d’une ATPase de la chambre

externe vers la matrice mitochondriale permet la synthése d’adénosine triphosphate (ATP).
3. MODE D’ACTION

La figure 2b montre la protonation du Niclosamide en fonction du pH.

La fonction phénol du produit est indispensable 2 son action et confere & la molécule
les propriétés d’un acide faible. De plus, ce produit est lipophile, ce qui facilite sa diffusion

3 travers la membrane interne de la mitochondrie.

L’état d’ionisation de la molécule est fonction du pH. C’est pourquoi dans la matrice
ol le pH est proche du pK, de la molécule, la forme majoritaire sera 1’ion phénate alors que
dans la chambre externe ol le pH est plus faible, nous trouverons essentiellement la forme

neutre.

Ces deux formes vont permettre un transport de protons contre l¢ gradient créé par la

chaine respiratoire empéchant ainsi le couplage nécessaire a la synthése d’ATP.
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Figure 2 Le Niclosamide :

- Schématisation du mode d’action dans la mitochondrie (graphe a). AH :
forme neuire de la molécule (en milieu acide), A™: ion phénate (en milieu
basique).

- Formes de 1a molécule en fonction du pH (graphe b).
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2. LES DERIVES DU BNT

Les dérivés du BNT possédent une forte activité molluscicide et antiparasitaire
(CAVIER et al., 1978 ; MADULO-LEBLOND et al., 1981).

Is pourraient donc étre utilisés pour lutter contre les mollusques vecteurs de
parasitoses. Une telle utilisation nécessitant la dispersion des produits dans 1’eau, il importe

de connaitre leur comportement physico-chimique et leurs propriétés acido-basiques.

Un dérivé est cependant utilisé en médecine vétérinaire pour son action ténicide, sous
le nom de Nitazoxanide (MURPHY et FRIEDMANN, 1985). U est parfois plus efficace que
le Niclosamide (CAVIER et al., 1978).

a. PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

Les dérivés halogénés du BNT se comportent comme des monobases faibles.

La protonation se fait vraisemblablement sur 1’azote endocyclique (CLEDAT et al., 1989 b).

Ces composés sont instables en solution aqueuse. Ils possédent en plus une
photosensibilité : en effet la décomposition des dérivés du BNT en solution aqueuse alcaline
est activée par la lumiere et la température. Un pH acide ou alcalin favorise également leur
dégradation (FRAYSSE, 1987).

L’effet attracteur des substituants halogénés diminue la stabilité¢ de la molécule d’ou
I’importance de la position des substituants. Un travail antérieur (MADULO-LEBLOND et
al., 1981) a montré qu’il est’ possible d’exalter les propriétés molluscicides du BNT par
substitution de son cycle benzénique, en position convenable, par un ou plusieurs atomes de

chlore ou éventuellement de brome,

Enfin, la toxicité des produits est due essentiellement 2 la lipophilie pendant les 96
premiéres heures d’intoxication (VIGNOLES ez al., 1990 b).

b. MODE D’ACTION

Le mode d’action des dérivés du BNT est inconnu, cependant leur structure
permet d’émettre deux hypothéses :
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- ces molécules sont des bases faibles et sont capables de capter un proton au
niveau de 1’azote endocyclique du groupement thiazole. Leur pK, est proche
du pH existant au niveau de la mitochondrie. De plus, elles sont lipophiles,
permettant ainsi une diffusion facilitée & travers la membrane mitochondriale.
I est alors aisé de penser que les dérivés du BNT peuvent avoir une action

découplante au niveau des chaines respiratoires ;

- leur conformation relativement plane dans le cas de la forme protonée
permettrait une interaction au niveau des bases de 1’acide
désoxyribonucléique des cellules. Cela entraine des erreurs de transcription

et de duplication, donc des désordres cellulaires,
¢. SOLUBILISATION DES PRODUITS ETUDIES

Les produits étudiés sont solides. Nous allons les dissoudre dans du
polyéthylene glycol (PEG 400) car les dérivés du BNT sont des produits lipophiles et leur
solubilité en milieu aqueux est trés faible.

Les solutions-méres ne sont préparées qu’avec du PEG 400 et conservées & 1'abri de

la lumiére.
d. DOSAGE DES SOLUTIONS

Sur les filtrats des solutions-méres & pH 7,2 et pH 3,5 nous mesurons
’absorbance au spccﬂ‘ophotorﬁéu-e. Cette mesure va permettre de déterminer la concentration

totale en produit de la solution-mére en mol.I"".
Selon la loi de Beer-Lambert nous avons :

A: absorbance de la solution ;
g coefficient d’absorption molaire en
Lmolcm™ ;
A=eLC .
C: concentration totale u composé en
mol.I'] :

L: longueur du trajet optique.
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Les coefficient d’absorption molaire ont été déterminés par CLEDAT (1989) en
tampon aqueux contenant 10 % (V/V) d’acétonitrile. Pour nos expériences, les produits sont
dissous dans du PEG 400, par conséquent, la concentration obtenue par ces mesures sera une
valeur approchée. Aux pH considérés il faut tenir compte de 1’équilibre de protonation du
BNT (base faible : B + H" « BH™).

X= [B] = 10?5 -PE,
[BH']

e tex ) g, : coefficient d’extinction de la forme
1 +x% acide [BH'] en Lmol }.cm™
g, coefficient d’extinction de la forme
basique {B] en lLmoltcm™ ;
C: concentration totale en molLl™, avec
C = [B] + [BH].
A la longueur d’onde utilisée, correspondant au pic d’absorption de la forme neutre,
la valeur €, est négligeable et au pic d’absorption de la forme protonée, la valeur €, est

négligeable. Par conséquent la relation (1) se résume a :

A=1c 22" (PH 72)
1+x

A=LC—21 (pH 3,5)
1+x

Nous pouvons alors déterminer la concentration totale du produit en solution 2 1’aide

des formules suivantes :
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|~

1+ (pH72)

a
i
Lid
[ 33
h‘
Y

C=-A d+x GH3Y)
e, L

Les cuves de spectrophotometre utilisées sont telles que le trajet optique L est égal

31cm,

En ce qui concerne le Niclosamide, qui est un acide faible, la méthode utilisée par
CLEDAT pour la détermination des pK; et des coefficients d’absorption molaire n’a pas pu
gtre utilisée car le Niclosamide précipitait & pH acide. Mais il a &€ possible de mesurer
’absorbance de la solution & pH 7,2 et nous avons pu estimer le coefficient d’absorption
molaire 2 330 nm : & = 10.432,2 L.mol ™ .cm™,

Nous avons alors appliqué la loi de Beer-Lambert pour déterminer la concentration du
produit dans le milieu de culture.

La figure 3 montre 1’estimation de la concentration du Niclosamide (VIGNOLES,
1990).
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Figure 3 : Estimation de la concentration en niclosamide.

Le schéma suivant indique les différentes éiapes du protocole.

Préparation d'une solution msre
X mg / ¥ ml PEG 400 (Sol A)

Solution B : Solution C :

100 32l de Sol & f 10 ml PEQ 400 1 ml ds Sol A
4+ 50 ml de milieu de
culture 4 pH 7,2

5 ml de Sclution B %5 ml de Solution B
+ 9 ml PEG 400 + 5 ml de milisu de
culture a pH 7,2

Filtration (0,22 prm)

Mesure de l'absorbance Mesure de absorbencs

d 333 om & 342 nm
v
Ay Az Filtrat (F)
(Ay = &,16) (Ap = &,,10)
i0 ml de (F)
+ 10 m! PEd 400
Mesure de 1'absorbance Mesure de I'aebsorbance)
; a 342 nm & 348 nm
A'z Ay
. ¢
(a7 = ExL4) (A5 = £531C3)

Une droite étalon a4, au préalable, été réalisée sur ce produit dissous dans le PEG 400.
L’équation de cette droite est :

A, : absorbance du Niclosamide dans le PEG 400 2 333 nm.
C : concentration du Niclosamide dans le PEG 400 (en mol1™)

Ay =8,LC g : coefficient d’absorption molaire en Lmol’.cm™ 2 333 nm dans le
PEG 400.

L :lcm
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Au moment de la filtration, une partie du produit en émulsion dans le milieu de culture est
retenu par la membrane. Or, nous avons remarqué que le Niclosamide ne formait pas d’émulsion
lorsque le milieu de culture contenait au moins 50 % de PEG 400, En diluant au demi, avec du
PEG 400, le filtrat obtenu, nous pouvons mettre en relation la concentration du produit et 1'absorbance
de ce méme composé dans le milieu de culture filiré,

Pour un filtrat préparé 2 partir d’une solution meére quelconque de Niclosamide, on a :
A=¢g, LC

A : absorbance mesurée dans le filtrat
C : concentration en Niclosamide inconnue (en mol.l')

Or, d'apres 1a figure précédente, on a :

A ey (constante calculée au cours de 1'expérimentation)
4, ey
/
24, ey . .
R = T (constante calculée au cours de ’expérimentation)
3 33

d’ol :
Ay A4 4
s " 8T T Bum T
24, 1 24,
avec .
g . coefficient d’absorption molaire du Niclosamide dans le PEG 400 (Lmolt.cm™)
g, . coefficient d'absorptign molaire apparent du Niclosamide dans le milieu de culture dilué
au ¥ avec du PEG 400 (l.mol'l.cm‘l)‘
€33 . coefficient d’absorption molaire apparent du Niclosamide dans le milien de culture
(LmolL.cm™?)
Cy : concentration en Niclosamide dans le PEG 400 (cf schéma)
G, . concentration en Niclosamide dans le filtrat (cf schéma)

Nous négligeons le volume de PEG 400 apporté par la solution A dans la mesure de
1"aborbance A,’.

Pour doser le Niclosamide 2 pH 3,5, nous avons ramené le milieu 2 pH 7,2 avec KOH 1 N
avant d’appliquer la méthode décrite ci-dessus. Dans les calculs, nous avons tenu compte de l1a dilution
effectuée.




43

CHAPITRE III
RESULTATS




Nous avons regroupé dans ce chapitre nos résultats expérimentaux.

Dans un premier temps nous précisons certains rappels généraux sur la croissance des
euglénes et le mode de calcul des parametres étudiés.

Dans un deuxidme temps, nous allons présenter les valeurs expérimentales de ces

parametres.

A. COURBE DE CROISSANCE DE L’EUGLENE

La croissance des euglénes peut tre modélisée en utilisant une courbe logistique. Cette
derni¢re est une courbe théorique ajustée par régression non linéaire aux points
expérimentaux. A 1’aide de son équation, il est possible de déterminer le nombre N de cellules
par mi A un instant donné, a partir des nombres observés 2 des instants différents.

L’équation de cette courbe est :

N Nj: nombre initial de cellules par ml ;
N= B N,jax ¢ NOmbre maximum de cellules par ml ;

N,
1 +[ ;" - 1] exp(-ki) k: taux de croissance maximal exprimé en
0

heures.

La régression non linéaire permet de calculer N, et k pour chaque essai et témoin,

La courbe de croissance théorique de 1'eugléne est décomposée en 5 phases.

La partie (2 - 5) correspond 2 la courbe logistique.
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A titre d’exemple, nous avons indiqué la courbe de croissance des euglénes a pH 3,5
(figure 4a) et & pH 7,2 (figure 4b).

B. PARAMETRES ETUDIES

1. LE TAUX DE MORTALITE

Le nombre de cellules mortes est égal au nombre de cellules colorées par le bleu
Trypan.
Le taux de mortalité est calculé en réalisant le rapport entre le nombre de cellules

mortes par millilitre dans 1’essai a 1’instant t et 1’effectif total des cellules par millilitre dans

I’essai au méme instant.

On multiplie par 100 pour avoir le pourcentage de mortalité.

La mortalité des euglénes est précisée sur la figure 5 en fonction de la concentration
en fluoro-4 BNT apH 3,5¢et7,2:

- la mortalité augmente en fonction de la concentration du produit : 0 % de
cellules mortes avec 2,07 pmol.l'1 de produit et 90 % avec 49,56 pmol.l'1 (a
pH 3,5 4 la 48° heure) ;

- la mortalité, pour une concentration donnée, augmente pendant les premieres
heures d’expérience (jusqu’a la 48° heure A pH 3,5 et pH 7,2) et décroft par

la suite ;

- plusieurs phases se reconnaissent lors de la diminution des pourcentages de
mortalité :

e 3 pH 3,5, on note une phase de décroissance lente pour les faibles
concentrations. Cette phase a une durée qui s’accroit lorsque la dose

augmente ;

 la deuxi®me phase nous montre une chute du pourcentage de
mortalité : il passe de 60 % A 10 % entre la 120° heure et la 168°
heure (3 pH 7,2 pour une concentration de 38,54 pmol.l) ;



Figure 4:

o
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pH 3,5

Nombre de cellules vivantes/ml

'IH{ IV
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Temps en heures

50000

pH 7,2
Nombre de cellules vivantes/ml
I11 IV _
650000} P
450000 _ //
250000
I
50000 ' : ' : :

0 50 100 150 200 250 300
Temps en heures

Croissance des euglénes témoins cultivées & pH 3,5 (graphe a) et 3 pH 7,2 (graphe
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Figure 5 : Evolution du pourcentage de mortalité des euglénes au cours du temps en fonction
de la concentration en fluoro-4 BNT 2 pH 3,5 (graphe a) et pH 7,2 (graphe b).
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» lors de la derniére phase nous observons une diminution lente du
pourcentage de mortalité qui tend A s’annuler lorsque le temps

augmente.
2. LA CONCENTRATION LETALE A 50 % : CLg,
a. DEFINITION

La concentration 1étale & 50 % est la concentration de toxique pour laquelle le
taux de mortalité des cellules est de 50 %. Ce parameétre est déterminé par régression linéaire

sur les valeurs expérimentales comprises entre 5 % et 95 % de mortalité,
On utilise pCLsy = -log CLgg (CLgg en mol.I'}).

La figure 6 schématise le calcul de cette valeur.
b. CALCUL MATHEMATIQUE DES CLs,

On utilise le fait que la partie moyenne de la courbe de mortalité est
assimilable & une droite d’équation : p = ax + b avec x= log [C] ol C est la concentration de

produit présent dans la solution.

Les paramétres a et b sont estimés par la régression linéaire des pourcentages observés

y(i) sur les x(i).

oy - ZHOZ0

212 - B30

a=

N

b =%}[z,@ - a2 ()]
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Mortalité
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Figure 6 : Schématisation de la détermination de la ClL.5p

PCLsg=

D):

-log CLs,. La CLgq est la concentration pour laquelle on observe une mortalité
égale & 50 %. Ce paramétre est déterming 2 partir des résultats expérimentaux par
régression linéaire sur les valeurs comprises entre 5 % et 95 % de mortalité.
Représentation de la droite de régression.
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ott N’ désigne le nombre de points situés dans la partie moyenne de la courbe.

Onaalors:am+b =05 oum=-pCLy,

05 -b
a

donc =

3. MODIFICATION DE LA CROISSANCE
a. LE POURCENTAGE DE MODIFICATION

Le pourcentage de modification de la croissance cellulaire 4 1’instant t est

calculé selon la relation ;

Ng(t): nombre de cellules par ml dans ’essai
a Uinstant t ;

() = 100 logNp(#) - logN,yy, N(t): nombre de cellules par ml dans le
logN,(f) ~logN, .,

témoin au méme instant ;
N, ,ip ¢ nombre minimal de cellules par ml

dans 1’essai.

En pratique, nous allons calculer ce pourcentage pour des valeurs de t égales a 24, 48,
72 et 96 heures. Lorsque les valeurs Ng(t) et Ny(t) correspondantes n’ont pas été mesurées,
nous les déterminerons par interpolation A partir des courbes de croissance expérimentale. La

fonction d’interpolation utilisée est :

- un polynome des moindres carrés dans la phase pré-exponentielle de la

courbe ;

- une courbe logistique dans la phase ultérieure (cf IILA).
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b. LA CONCENTRATION INHIBITRICE A 50 % : Cly,

La CLy, est la concentration pour laquelle on obtient une inhibition de la
croissance des algues égale 4 50 %. Ce parameétre est déterminé par régression linéaire sur

les valeurs expérimentales comprises entre 15 % et 95 % d’inhibition.

On utilise pCISO = -log CISO (CISO en mol.l'l).
¢. LA CONCENTRATION ACTIVATRICE MAXIMALE : CA_ ..

La CA,,,, estla concentration pour laquelle on obtient une activation maximale

de la croissance. Elle correspond a 1’abscisse du maximum de la courbe x = {(log[C]).

Nous avons en effet constaté que pour certains composés et A certains temps
d’exposition, la croissance des cellules exposées au produit pouvait &tre plus rapide que celle

des cellules témoins.

On utilise pCA,, = -log CApyy (CAp,y €0 mollY),
La figure 7 schématise la détermination des CA,, et Clx.

C. RESULTATS EXPERIMENTAUX

1. INFLUENCE DE LA DOSE
a. CLSO

Les résultats expérimentaux sont présentés dans le tableau 3.
La lecture de ce tableau permet de constater les points suivants :

- les produits les plus toxiques & pH 3,5 sont bisubstitués et poss¢dent des
pCLs, supérieures & 5 au cours de 1’expérience. A pH 7,2 le produit le plus
efficace est le dichloro-3,4 BNT : il posséde des pCLs, supérieures & 5

jusqu’a la 48° heure ;
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Modification

1007%

50%

0% L H | 1 | 1 | |
log CA .y log Clg, log [C]

!

Figure 7: Détermination des CAp,,, et Cls, pour les euglénes.

pCA,., ¢ -log CA,,.,. La CA_,, estla concentration pour laquelle on obtient une activation

maximale de la croissance.
pClyy @ -log Cly. La Cl,, est la concentration pour laquelle on obtient une inhibition de

la croissance des algues égale a 50 %.
(D) : Droite de régression.
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pH 3,5 pH 7,2
Produits Temps d'exposition (en h) Temps d'exposition (en h)
24 48 72 96 24 48 12 96
BNT 4,84 4,85 4,85 4,85 4,70 4,55 4,30 4,01
Dichloro-3,4 BNT 549 5,37 5,28 5,23 5,66 511 3,81 <3
Dichlore-3,5 BNT 571 595 6,03 5,98 2,40 2,97 371 3.97
Fluoro-2 BNT 456 4,15 <4 <4 < 4 <4 <4 <4
Fluoro-4 BNT 3,09 3,83 4,01 3,97 3,61 4,35 4,52 4,48
Niclosamide 529 531 §,31 531 5,13 4,97 4,1 4,37
Tableau 3 : Valeurs des pCl.g, obtenues sur E. gracilis pour chaque produit étudié en

fonction du temps de I’expérience et du pH.
pCLSO . -log CI"'SO (CLSO en mOl.l—l).
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- les produits les moins toxiques a4 pH 3,5 sont le fluoro-2 BNT et le
fluoro-4 BNT : ils ont des pCLsy voisines de 4. A pH 7,2 le
dichloro-3,5 BNT et le fluoro-2 BNT sont les moins efficaces ;

-2 pH 3,5 le dichloro-3,5 BNT a une toxicité supérieure 2 celle du
Niclosamide. Jusqu’d la 48° heure le dichloro-3,4 BNT a ¢galement une

toxicité supérieure a celle du Niclosamide,

Les pCLs, du BNT et du Niclosamide sont relativement constantes au cours du temps,

b. Clg,

Les résultats expérimentaux sont présentés dans le tableau 4.
La lecture de ce tablean permet de constater les points suivants :

- les dérivés inhibant le plus les euglénes sont le dichloro-3,4 BNT et le
dichloro-3,5 BNT : ils ont des pCls, supérieures & 5. A pH 7,2 seul le
dichloro-3,4 BNT posséde un effet inhibiteur marqué : il a aussi des pClg,

supérieures 4 5 ;

- I’accroissement de I’inhibition au cours du temps est constaié pour le
dichloro-3,5 BNT & pH 7,2 et le fluoro-4 BNT A pH 3,5 ;

- le Niclosamide a un effet inhibiteur marqué car les valeurs des pCL, sont
supérieures a 5. Cet effet inhibiteur & pH 3,5 est plus élevé que ceux du
fluoro-2 BNT et du fluoro-4 BNT. Il est inférieur 3 celui du
dichloro-3,5 BNT. A pH 7,2 seul l'effet inhibiteur du dichloro-3,4 BNT

dépasse celui du Niclosamide ;

- par rapport au BNT seuls les dichloro-3,4 BNT et dichloro-3,5 BNT ont une
activité inhibitrice supérieure.

¢ CApax

Les résultats expérimentaux sont présentés dans le tableau 5.

D’aprés ce tableau nous constatons :
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pH 3,5 pH 7,2
Temps d'exposition (en h) Temps d’exposition (en h)
Produits 24 48 72 9% 24 48 72 96
BNT 4,96 5,00 5,00 5,00 4,68 4,74 4,66 430
Dichloro-3,4 BNT 533 532 5,05 4,29 5,26 5,51 542 5.35
Dichloro-3,5 BNT 517 5,61 587 5,75 3,94 4,61 4,72 4,77
Fluoro-2 BNT 3,83 4,22 4,00 3,95 3,98 4,15 4,11 3,98
Fluoro-4 BNT 339 4,46 4,68 4,73 3,27 4,08 4,40 4,42
Niclosamide 5,14 538 5,37 537 5.21 5,14 507 4,95

Tableau 4 : Valeurs des pCly, obtenues pour les euglénes en fonction de la durée de
'expérience et du pH.

pClyy : -log Clg; ; Clsg en mol.l'!

pH 3,5 pH 7.2
Temps d’exposition (en h) Temps d’exposition (en h)
Produits ' 24 48 72 96 24 48 72 96
BNT 5,63 5,62 5,60 5,59 5,98 5,85 5,58 5,62
Dichloro-3,4 BNT 6,81 6,72 6,62 6,35 6,81 6,68 6,51 6,43
Dichloro-3,5 BNT 6,48 6,76 7,11 6,76 5,86 5,87 5,85 5,82
Fluoro-2 BNT 6,09 ’ 524 516 494 * * 515 499
Fluoro4 BNT 6,05 6,04 5,74 5,67 5,85 5,98 5,68 5,38
Niclosarnide 6,12 6,04 6,11 6,04 6,66 6,55 6,71 6,01

Tableay 5 : Valeurs des pCA,,, obtenues pour les euglénes en fonction de la durée de
I’expérience et du pH.

pCApay ¢ -log CA_,, ; CA_,, en moll!

* : absence d’activation.
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- les pCA,,, du dichloro-3,4 BNT et du fluoro-2 BNT diminuent au cours du

temps quel que soit le pH. Cette diminution s’observe & I’'un des pH pour le
BNT (pH 3,5), le dichloro-3,5 BNT (pH 7,2) et le fluoro-4 BNT (pH 3,5) ;

- les pCA,,,, du dichloro-3,4 BNT sont les seules & tre supérieures a celle du
Niclosamide pour les deux pH. A pH 3,5 il faut ajouter en plus celle du
dichloro-3,5 BNT ;

- les pCA,, de tous les produits sont supérieures & celles du BNT aux deux
pH.

2. INFLUENCE DU TEMPS

Les valeurs de pCLs, et pClsq ont ét€ traitées par régression polynomiale, Pour chaque

produit, nous avons effectué la régression sur 16 valeurs,

Les équations des courbes sont les suivantes :

pCLsg = -log CLgg 5 CLgg en mol.I'!
pCLsy = A + B log(t) + C [log(t)]> pClyg = -log Clgg ; Clgg en mol™!
pClyy = A + B log(t) + C [log(t)]2 t : temps d’exposition en heures

A, B et C : coefficients de régression.

a. INHIBITION DE LA CROISSANCE

]

Les valeurs des paramétres A, B et C sont présentées dans le tableau 6. Ce tableau
contient également le coefficient de corrélation r, 1’écart-type résiduel s, les valeurs du rapport

E! de Snédécor et le niveau de signification de I’ajustement pour chaque produit étudié.

D’aprés les résultats obtenus, il est possible de constater que le paramewme C est

toujours inférieur & 1 %.

Pour le dichloro-3,5 BNT, le fluoro-2 BNT et le fluoro-4 BNT, le parameire A est
toujours négatif quel que soit le pH.

1. F : rapport de la variance expliquée d la variance résiduelle
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A B C T ] F Signification

---------------------------------- pH3,5 T o
BNT 3,78 1,43 ~0,14 1 0,01 759,45 <1%
Dichioro-3,4 BNT 2,63 4,68 -1,89 0,85 0,23 13,98 <1%
Dichloro-3,5 BNT -3,16 9,13 -2,32 0,98 0,08 128,99 <1%
Fluoro-2 BNT -1,76 7.65 -2,45 0,97 0,03 60,55 <1%
Fluoro4 BNT -14,60 20,54 -5,46 1 0,06 64245 <1%
Niclosamide 2,07 3,55 -0,95 0,99 0,04 35831 <1%
o T pH 7,2 o B N
BNT 2,23 3,16 -1,00 0,99 0,03 273,63 <1%
Dichioro-3,4 BNT 0,95 5,30 -1,55 0,98 0,07 165,83 <1%
Dichlore-3,5 BNT -4,94 9,85 -2,49 1 0,04 1682,60 <1%
Fluoro-2 BNT -6,74 13,39 -4,06 0,97 021 102,47 <1%
Fluoro<4 BNT -2,29 5,29 -0,92 0,99 0,15 275,04 <1%
Niclosamide 5,08, 045 -0,25 0,98 0,02 174,98 <1%

Tableau 6 : Caractéristiques de la courbe d’équation pClsy = A + B log t + C (log t)2
calculée par régression polyndmiale.
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Le coefficient de corrélation est toujours voisin ou égal & 1.
b. MORTALITE DES CELLULES

Le tableau 7 regroupe les valeurs des parametres A, B et C, ainsi que les

valeurs de r, s, et F.

Comme précédemment, il est possible de remarquer que le parameétre C est toujours

négatif et le niveau de signification toujours inférieur & 1 %.

A pH 3,5, les valeurs des paramétres A, B et C pour le BNT et le Niclosamide sont

pratiquement identiques.
A pH 7,2, le parametre A est négatif pour tous les produits sauf pour le Niclosamide,

Ces valeurs n’ont pas été calculées pour le fluoro-2 BNT en raison de I’absence de
mortalité avec ce produit 4 pH 7,2.
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““_‘____________1}______3______(_3_______5_______s___ F Signification
T pH 3,5 |
BNT 4,59 0,29 -0,08 1 0,00 483520 <1%
Dichloro-3,4 BNT 1,24 5,15 -1,59 0,97 0,04 69,05 <1%
Dichloro-3,5 BNT 1,67 4,54 -1,19 0,98 0,02 15248 <1%
Fluoro-2 BNT 1,27 521 -2,10 0,98 0,04 441 <1%
Fluoro-4 BNT -5,86 10,07 -2,57 t 0,04 1504,50 <1%
Niclosamide 5,00 0,34 -0,00 1 0,00 1638,08 <1%
T B pH 7,2 o T i
BNT -1,38 8,26 2,80 0,99 0,05 347,83 <1%
Dichloro-3,4 BNT -23,46 41,09 -14,34 0,96 0,48 64,47 <1%
Dichloro-3,5 BNT -1,44 2,13 0 0,99 0,10 752,62 <1%
Fluoro-2 BNT" . - . - . - .
Fluoro-4 BNT 744 1268 <336 099 003 35573 <1%
Niclosamide | 3,03 347 -1,39 0,99 0,04 297,28 <1%

®. Les valeurs n’ont pas &é calculées en raison de 1'absence de mortalité avec ce produit.

Tablean 7 : Caractéristiques de la courbe d’équation pCLsg = A + B log t + C (log £
calculée par régression polyndmiale.
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CHAPITRE IV
DISCUSSION
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A. CONDITIONS D’EVALUATION DE LA TOXICITE

1. INCONVENIENTS DE LA METHODE UTILISEE

Pour évaluer la toxicité des dérivés du BNT sur E. gracilis, nous avons employé une

technique facilement réalisable.
Néanmoins, a 1’usage, cette méthode a présenté certains inconvénients :

- le comptage des cellules se fait par microscope optique sur cellules de
Malassez. 11 aurait pu étre rendu plus facile par I'utilisation de compteur de
cellules (Coulter Counter®) mais cela aurait nécessité des quantités de
solutions plus importantes. Et le comptage des cellules mortes aurait
nécessité quoi qu’il en soit une numération sur cellule de Malassez et une

coloration au bleu Trypan ;

- le milieu de culture utilisé (milieu de Schiff) respecte les exigences normales
des euglénes. Mais la croissance est limitée par 1'épuisement simultané des
trois constituants principaux (carbone, azote, phosphore) (ROUX, 1984)
jusqu’a la limite moyenne de 7,5.10° cellules par millilitre de culture ;

- il a été difficile d’obtenir les concentrations désirées en raison du probléme
de la précipitation du produit dans le milieu. Nous avons constaté que les
dérivés du BNT précipitent plus en milieu acide qu’en milieu neutre.
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2. NECESSITE DE DEUX pH

Nous avons évalué la toxicité des dérivés du BNT & pH 3,5 et 4 pH 7,2. Nous avons

choisi d’effectuer ces deux essais car les dérivés du BNT sont des bases faibles.
La figure 8 montre la'protonation de ces produits en fonction du pH.

La délocalisation de la charge positive va augmenter la lipophilie de la molécule

chargée. Donc nous allons observer une différence de toxicité en fonction du pH.

A pH 3,5 ces molécules sont légerement plus toxiques. Or les ions chargés diffusent
sélectivement & travers les membranes cellulaires du fait d’une diminution de 1’hydrophilie.
D’autre part, nous pouvons noter également la formation de paires d’ions entre la forme

protonée du BNT et les phosphates chargés négativement des phospholipides membranaires.

Nous avons donc expérimenté ces produits 3 pH 3,5 car le milieu acide est intéressant
pour mettre en évidence I’activité biologique de la forme conjuguée de 1a molécule (le pH 3,5

est inférieur au pK, des produits €tudiés). La forme majoritaire est la molécule protonée.

Nous avons également effectué des tests & pH 7,2 car ce pH est proche de celui du
milieu biologique. A ce pH, les dérivés du BNT sont sous leur forme neutre.

3. INFLUENCE DU SOLVANT

Dans le cadre de notre étude, le milien de culture utilis€ pour la croissance des
euglénes contient une certaine concentration de PEG 400. Les dérivés du BNT sont des agents

lipophiles qui sont dissous dans ce solvant,

1l est alors intéressant de savoir si ce produit intervient sur le développement des

algues. Une expérience réalisée par VIGNOLES nous a permis de verifier ce fait.

La figure 9 regroupe 6 graphes représentant des courbes de croissance d’euglénes
cultivées a pH 7,2. Le premier (graphe a) correspond au développement d’une colonie cultivée
sur un milieu sans PEG. Les suivants (graphe b a f) se rapportent 4 la croissance des algues
en présence de dilutions croissantes de PEG 400 (respectivement égales 2 04 %, 2 %, 4 %,
10 % et 20 %).
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Figure 8 : Protonation des dérivés du BNT en fonction du pH.
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correspondants,

La croissance est exprimée par le nombre de cellules vivantes par ml.
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Nous nous sommes aper¢us que les dilutions 0,4 % et 2 % n’ont pas d’influence sur
le développement des euglénes : leur croissance est équivalente a celle des témoins {(cultures

effectuées sans PEG 400) et le nombre de cellules mortes est faible ou nul (graphe b et ¢).

Nous notons une croissance 1égérement ralentie lorsque le milieu de culture contient
4 % de solvant : le nombre maximal de cellules vivantes en phase stationnaire est plus faible
que dans le cas des algues témoins. De plus, le nombre de cellules mortes est voisin de zéro

(graphe d).

Pour des dilutions comprises entre 4 % et 10 %, nous observons un effet cytostatique
(inhibition de la croissance cellulaire sans augmentation de la mortalité) et une augmentation
de I'effet cytotoxique : il y a diminution de la croissance des euglénes et augmentation du

nombre de cellules mortes (graphe d et ¢).

Lorsque la dilution est supérieure 4 10 %, nous notons essentiellement un effet

cytotoxiquc : le pourcentage de mortalité est trés élevé (voisin de 100 %) (graphe f).

D’aprés ces résultats, nous pouvons conclure a4 une absence d’effet lorsque la

proportion de PEG 400 dans le milieu de culture est inférieure 4 4 %.

Dans notre étude, nous avons toujours utilisé une dilution de solvant inférieure a cette

valeur,

B. DETERMINATION DU PRODUIT LE PLUS ACTIF

La comparaison des pCLy, des produits €tudiés a celles du Niclosamide et du BNT

va nous permettre de déterminer le produit le plus actif.
1. COMPARAISON AVEC LE NICLOSAMIDE

Les pCLg, du dichloro-3,4 BNT sont supérieures 2 celles du Niclosamide 2 pH 3,5
(5,49 pour le dichloro-3,4 BNT et 5,29 pour le Niclosamide 2 la 24° heure d’intoxication).
A pH 7,2, les pCL5, du dichloro-3,4 BNT sont plus €levées que celles du Niclosamide 2 la
24° et 48° heures.
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Pour le dichloro-3,5 BNT, nous remarquons qu’a pH 3,5 le Niclosamide a des pCLy;
inférieures (5,29 pour le Niclosamide et 5,71 pour le dichloro-3,5 BNT 2 la 24° heure),
Mais a pH 7,2, le dichloro-3,5 BNT est beaucoup moins toxique que le Niclosamide (5,13
pour le Niclosamide et 2,40 pour le dichloro-3,5 BNT & la 24° heure).

Aux deux pH, le Niclosamide a des pCLs, supérieures  celles du fluoro-2 BNT ainsi
qu’a celles du fluoro-4 BNT.

2. COMPARAISON AVEC LE BNT

Aux deux pH, le dichloro-3,4 BNT a des pCLs, plus élevées que celles du BNT.

Le dichloro-3,5 BNT est plus toxique que le BNT & pH 3,5 (5,71 pour le
dichloro-3,5 BNT et 4,84 pour le BNT 2 la 24° heure d’intoxication). A pH 7,2, ses pCLs,
sont inférieures 2 celles du BNT (2,40 pour le dichloro-3,5 BNT et 4,70 pour le BNT & la 24°

heure).

Le fluoro-2 BNT ainsi que le fluoro-4 BNT sont moins toxiques pour les euglénes que
le BNT.

3. CONCLUSION

D’apres ces résultats, nous pouvons dire que les produits les plus toxiques parmi ceux
¢tudiés sont le dichloro-3,4 BNT aux deux pH et le dichloro-3,5 BNT & pH 3,5.

Les formes conjuguées des dérivés bisubstitués du BNT sont plus toxiques'que celles

du Niclosamide.

Sur une échelle de toxicité, le BNT se situe en une position moyenne: la présence de
substituants pouvant augmenter ou diminuer la toxicité de ce produit suivant leur position sur

le cycle benzénique.

La substitution du cycle benzénique du BNT par les atomes de chlore augmente les
propriétés toxiques de ce dernier (MADULO-LEBLOND ez al., 1981).

Enfin, la substitution du cycle benzénique en position meta augmente 1’efficacité des
produits dans la plupart des cas. C’est, en effet, ce qui se passe pour le dichloro-3,4 BNT et
le dichloro-3,5 BNT.
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C. PROBLEME DE LA CONCENTRATION ACTIVATRICE

Les produits étudiés sont des molluscicides pouvant &tre utilisés pour lutter contre les
mollusques vecteurs de parasitoses. Des études effectuées sur les limnées apportent la preuve
de cette action (VIGNOLES er al., 1990 a).

Cependant, nous nous sommes aperqus que certains produits provoquaient une
activation de la croissance des euglénes : la croissance des algues intoxiquées est plus

importante que celles des algues témoins.

Le tableau 8 montre la comparaison entre les valeurs des pCLg, des limnées et des
gammares, ¢t les valeurs des pCA, ., obtenues pour les euglénes a pH 7,2.

Pour les euglénes, nous avons obtenu des valeurs de pCA,,, inférieures aux pCLs,
des limnées et des gammares.

Aux doses létales utilisées pour les deux especes animales, ces produits n’inhibent

donc pas la croissance et induisent une faible mortalité des euglénes.

Il faut signaler ce fait car I’épandage de ces produits aux doses molluscicides,
permetirait de limiter la croissance des limnées et de la faune associ€e. Mais cela pourrait

entrainer une prolifération microbienne et donc une contamination du milieu.

D. CORRELATION AVEC LES LIMNEES

En tenant compte de 1’activité molluscicide sur les euglénes de douze dérivés du BNT
et de celle obtenue sur Lymnaea peregra ovata Miiller avec les mémes produits (VIGNOLES,
1990), nous avons cherché 1’existence d’une corrélation entre les résultats de 'intoxication

des euglénes et ceux des limnées.

Nous avons envisagé la relation :

pCls, (BE) = pCly, pour les euglénes a pH 7,2

CI = A + B.pCL
pClsy (B) pClsy (L) pCLsg (L) = pCLsgy pour les limnées,
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I
pCLs, Limnées i pClgy Gammares |  pCA,, Bugitnes

R e .. Ep— -_...__......+ - - __+_ e S .
Temps d’exposition en | Temps d’exposition en Temps d'exposition en
heures i heures heures
1

24 48 72 9% | 24 48 T2 96 | 24 48 T2 9%
BNT *i".!s' "s',&é""éji&"?,éi*i“3,'65“5',%5“5',5{“5',8’5?3;; 585 558 566
Dichioro-3,4 BNT i5,37 6,76 7,10 1732 ; 648 6,53 6,57 6,60 i 681 668 651 643
Dichloro-3,5 BNT i6,2’7 6,73 7,00 734 i 642 651 654 6,55 i 586 587 585 582
Fluoro-2 BNT is,os 545 572 6,02 i 538 548 554 5.61i * % 515 499
Fluoro~4 BNT i5.45 557 593 6,00 i 564 570 576 579 i 585 598 568 539

Niclosamide !6.60 6,80 691 699 ; 533 549 569 5483 i 661 655 6,71 6,01

i s e s s o e

Tableau 8 : Comparaison entre les valeurs des pCLs, des limnées et des gammares, et les
valeurs des pCA ., obtenues pour les euglénes.

* : absence d’activation.
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Le tableau suivant regroupe les valeurs de 1’ordonnée & 1'origine (A), de la pente (B),
du coefficient de corrélation (r), de I’écart-type résiduel (s) et du rapport de variances (F) &
la 48° heure et & la 72° heure.

A B r ] F Significativité

48° heure|-1,30 + 0,50| 0,98 £ 0,08 | 0,97 0,15 136,11 <1%

72° heure{-1,61 £0,51| 0,99 £ 0,08} 0,97 0,15 146,87 <1%

‘Ces résultats de la régression montrent que I’on peut ainsi rapprocher I’inhibition de

la croissance des euglénes de la toxicité pour les limnées.

Nous pouvons donc envisager la possibilité d’étudier I’intoxication des euglénes in

vitro et ensuite d’estimer par extrapolation la toxicité de ces produits sur les limnées.

Ceci est intéressant du fait que le développement des limnées n’est pas toujours
évident car il dépend des conditions climatiques donc une étude sur ces mollusques peut éire

contraignante. Tandis que la culture des euglénes in vitro est aisée.

E. LE MOLLUSCICIDE IDEAL : (GAYRAL et CAVIER, 1977 ; LEVEQUE, 1990)

Actuellement, il n’existe pas de molluscicides spécifiques, ¢’est-3-dire seulement actifs
sur une ou plusieurs espéces de mollusques. De plus, tous sont plus ou moins toxiques sur
d’autres especes animales et végétales.

Le molluscicide idéal doit présenter différentes caractéristiques :

- un bon molluscicide doit étre actif & faible concentration sur tous les stades
de mollusques, sur les différentes espéces d’hotes intermédiaires de parasites

de I’homme et des animaux domestiques ;

- il ne doit pas étre dangereux pour l’environnement A savoir pour les
poissons, les mammiféres et les végétaux, ni donner de résidus toxiques dans

les cultures ;
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- la stabilité est un probléme majeur: un molluscicide devra &tre stable dans
I’eau, ne pas se dégrader a la lumiére solaire intense, ne pas avoir une
activité différente selon le pH de ’eau, les sels dissous et surtout selon les

boues et les mati¢res organiques ;

- les derniers facteurs concernent l’épandage : la formulation retenue du
molluscicide devra étre facile a4 épandre, bien se disperser, ne devra pas
boucher les pulvérisateurs, ni &tre irritant ou toxique par inhalation ou

manipulation ;
- enfin, il devra étre bon marché et le colit de I’épandage devra étre limité.

Notre étude sur quelques dérivés du BNT nous conduit A dire que ce sont de bons
molluscicides. Ces produits sont toxiques pour les limnées (VIGNOLES, 1990). En outre, ces
molécules ne sont pas toxiques sur l’eugléne aux doses utilisées pour avoir des effets

molluscicides.

Ces produits remplissent donc les conditions nécessaires pour étre des molluscicides

intéressants :
- ils sont totalement efficaces contre la cible ;
- ils ne sont pas toxiques pour ’homme ;
- ils ne donnent pas de produits de dégradation rémanents ;

- ils n’ont pas d’impact sur les poissons.
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CONCLUSION
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Actuellement, peu de molluscicides sont commercialisés, Ils présentent des effets
indésirables et, de plus, ne sont pas trés économiques & 1’emploi. Il est donc important de
trouver des produits aussi efficaces, moins toxiques sur la faune et la flore, plus simples

d’emploi et d’un faible prix de revient.

Le but de notre travail ¢tait de démontrer que les dérivés du BNT, bons molluscicides
reconnus (CAVIER et al., 1978), sont peu toxiques sur la faune et la flore associées. En ce
qui concerne la faune, des recherches ont été effectuées sur les gammares, petits crustacés
d’eau douce (VIGNOLES, 1990). |

Nous avons choisi pour notre étude un modele végétal : E. gracilis, une algue verte
unicellulaire qui présente 1’avantage d’étre sensible aux pesticides en général.
Sa culture au laboratoire, ne présentant aucune difficulté, nous a permis d’obtenir des

populations homogenes ayant une courbe de croissance reproductible.

Cette étude a porté sur quatre produits :

- dichloro-3,4 BNT ;
- dichloro-3,5 BNT ;
- fluoro-2 BNT ;
- fluoro-4 BNT.

Les résultats obtenus démontrent que ces molécules, aux doses utilisées pour avoir des

effets molluscicides, ne sont pas toxiques pour I’eugléne.

Ainsi, les meilleurs dérivés du BNT pourraient étre proposés dans le controle de la

ransmission des parasitoses ayant les mollusques comme hotes intermédiaires.
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De plus, ces produits sont d’une synthése simple et donc d’un faible prix de revient.

Notre étude s’integre dans un travail dont le but est de démontrer que les dérivés du
BNT n’ont pas d’impact négatif sur la faune et la flore associées, ce qui écarte tout risque
d’un déséquilibre des écosystemes dans les conditions normales d’application de ces produits.
Cela implique que 1’abondance des espéces non cibles ne devrait pas subir de modifications

majeures et irréversibles.
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- LACOUTURE Laurence - ETUDE DE LA TOXICITE DE QUELQUES DERIVES DU
BENZAM]DO-Z NITRO-5 THIAZOLE SUR Euglena gracilis Klebs - 82 pages
(Thése Pharmac1e, Limoges, 1991)

'RESUME

Actuellement, de nombreux produits molluscicides sont utilisés. Mais trés peu sont
~ entidrement acceptables du fait de leurs effets seconda.lres sur 1’environnement. C’est'
pourquoi, de nouveaux prodults sont & I’étude, et parmi eux, les dérivés du benzamido-2 mtro- :
5 thiazole. Il s’agit de déterminer si ces composés, réputés bons molluscicides, n ont pas

d’effets néfastes sur la faune et la flore associées.

Notre étude a donc porté sur I'impact de quatre dérivés du BNT sur Euglena gracilis,
“algue verte unicellulaire. Nous avons ainsi constaté que ces produits n’ont pas d’action létale,
ni d’effets inhibiteurs sur la croissance de ces algues, aux doses utilisées pour avoir un effet

molluscicide.

Nous pouvons en déduire que ces dérivés du BNT pourraient &tre employés comme

molluscicides en raison de leur faible toxicité sur la flore associée.
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