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1. INTRODUCTION GENERALE: 

 

Les pesticides synthétiques sont de plus en plus utilisés dans la lutte antiparasitaire moderne 

et dans l’agriculture conventionnelle. Leurs résidus sont fréquemment trouvés dans notre 

environnement et dans notre alimentation (Hörtig, 1993). Le groupe des insecticides les plus 

couramment utilisés sont les néonicotinoïdes (Bonmatin et al., 2015) Leurs résidus ont été 

trouvés dans les fruits et légumes traités (Fernández-Alba et al., 2000; Ko et al., 2014; Obana 

et al., 2002), ainsi que dans les abeilles, leur pollen et le miel (Chauzat et al., 2009; Kasiotis et 

al., 2014). Au cours de la dernière décennie, les néonicotinoïdes ont fait l’objet de 

controverses dans la littérature, car ils ont été associés à un déclin mondial des pollinisateurs. 

Bien que la toxicité aiguë soit plutôt rare, la cause de ce déclin était plutôt associée à une 

exposition chronique aux pesticides. Ces dernières années plusieurs études ont mis en relation 

les néonicotinoïdes et l’affaiblissement de la réponse immunitaire des pollinisateurs en 

montrant, par exemple, l’affaiblissement provoqué par les néonicotinoïdes sur les 

pollinisateurs lorsqu’ils sont confrontés à des agents pathogènes entraînant des taux 

d’infection et de mortalité plus élevés (Abbo et al., 2017; Alaux et al., 2010; Fauser‐Misslin et 

al., 2014; Pettis et al., 2012; Vidau et al., 2011). Plusieurs autres études ont démontré en 

particulier, que les pesticides néonicotinoïdes affectent l’immunocompétence des abeilles 

(Brandt et al., 2016; Christen et al., 2016; Di Prisco et al., 2013; López et al., 2017). La 

suppression de la réponse immunitaire aux maladies infectieuses par les néonicotinoïdes a 

été démontrée non seulement pour les pollinisateurs (Brandt et al., 2016; Di Prisco et al., 

2013; López et al., 2017) mais aussi pour les vertébrés insectivores comme les amphibiens, 

oiseaux, poissons et mammifères, lorsque l’on compare les épidémies avec l’utilisation des 

néonicotinoïdes dans les régions et pays concernés (Mason et al., 2013). Cependant, l’effet 

des pesticides sur la réponse immunitaire individuelle des pollinisateurs et sur une réaction 

immunitaire spécifique et simultanée aux agents pathogènes n’est pas encore bien compris 

(Collison et al., 2016).  

Par ailleurs, l’hypothèse selon laquelle l’imidaclopride et la clothianidine exercent des effets 

sublétaux sur les vertébrés allant d’effets cytotoxiques, génotoxiques, de l’altération de la 

fonction immunitaire à une croissance réduite et au succès sur la reproduction a été émise 
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(Gibbons et al., 2015; Goulson, 2013). Plusieurs revues scientifiques ont mentionné des 

maladies chroniques humaines comme le cancer, la maladie d’Alzheimer, la maladie de 

Parkinson ou des maladies auto-immunes qui pourraient être liées à une exposition sublétale 

aux insecticides, herbicides et fongicides (Corsini et al., 2013; Mokarizadeh et al., 2015; 

Mostafalou and Abdollahi, 2013, 2017), sans toutefois mentionner les néonicotinoïdes dans 

leur travail. Cimino et ses collaborateurs (2016) ont cité plusieurs études sur l’exposition 

chronique à l’imidaclopride qui ont montré des effets nocifs sur la santé humaine, mais on en 

sait encore peu sur les effets immunotoxiques des néonicotinoïdes sur la santé humaine.  

La plupart de ces études étaient axées sur l’impact de la molécule active de ces pesticides. 

Bien que les produits commerciaux ne contiennent que 40 à 70 pour cent de ces molécules 

actives. Ces additifs qui les complètent pourraient accroître les effets négatifs des pesticides. 

Les pesticides pourraient donc constituer une plus grande menace pour l’environnement dans 

leur composition commerciale, c’est-à-dire la formulation dans laquelle ils sont appliqués que 

seulement leur molécule active seule. 

L’objectif de cette thèse est donc de comparer la cytotoxicité de l’imidaclopride (IMI) 

néonicotinoïde sur les cellules du système immunitaire de plusieurs invertébrés et vertébrés. 

Les réponses immunitaires innées chez les mammifères et les insectes présentent plusieurs 

similitudes fonctionnelles. Les cellules de ces systèmes immunitaires innés, en particulier les 

phagocytes, sont comparables en termes de morphologie et de réactivité à la reconnaissance 

des pathogènes (Browne et al., 2013). Les phagocytes jouent un rôle important dans la 

réponse immunitaire primaire. Ces cellules sont responsables, entre autres, de la 

reconnaissance et de l’élimination des pathogènes étrangers et du recrutement d’autres 

cellules immunitaires par la libération de cytokines (Chanput et al., 2014). 

Les pathogènes comme les virus, les bactéries et les champignons sont souvent impliqués à 

côté des pesticides dans la perte des pollinisateurs. Les pesticides pourraient interférer 

directement avec les cellules du système immunitaire et entraîner une réponse immunitaire 

plus faible de l’organisme hôte et donc un impact accru des pathogènes. En gardant cette 

hypothèse à l’esprit, l’IMI pourrait également interférer avec les cellules du système 

immunitaire des vertébrés. Par conséquent, la réactivité des macrophages du système 



 INTRODUCTION GENERALE 
 

5 
 

immunitaire de trois invertébrés pollinisateurs (Apis mellifera, Bombus terrestris et Drosophila 

melanogaster) et de l’Homme, représentant les vertébrés, exposés à l’imidaclopride sera 

comparée. Les cellules seront exposées à l’IMI en tant qu’ingrédient actif et dans sa 

formulation commerciale, « le Confidor vert ». Après avoir examiné la réactivité cellulaire 

pendant l’exposition à ces substances chimiques, l’attention se portera sur la réactivité 

cellulaire des cellules soumises à un stress biologique comme un pathogène.  

Ce manuscrit de thèse est composé de quatre parties. Dans un premier temps, une analyse 

bibliographique présentera l’état actuel des connaissances sur les néonicotinoïdes et leur 

immunotoxicité sur les quatre organismes ainsi que la problématique des études sur la 

molécule active, l’imidaclopride, et son produit commercial.  La seconde partie sera consacrée 

aux matériels et aux méthodes qui ont été employés pour répondre aux objectifs de la thèse. 

Ensuite, seront présentés les résultats obtenus à partir des différentes expérimentations ainsi 

que leurs analyses. Enfin, une dernière partie présentera la conclusion générale et les 

perspectives de ces travaux de thèse. 
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2. ETAT DE L’ART 

2.1. Pesticides 

 

Les pesticides sont des substances chimiques utilisées pour éliminer ou inhiber la croissance 

d’organismes nuisibles considérés comme néfaste ou irritants (EPA, 2015). La protection des 

plantes ou des récoltes en agriculture est généralement la première pensée qui vient à l’esprit 

quand on entend le mot « pesticide ». Mais l’utilisation des pesticides ne se limite pas qu’à la 

protection des plantes. Ils sont également utilisés pour prévenir, contrôler ou détruire tout 

organisme considéré comme un ravageur, tels que les vecteurs de maladies humaines ou 

animales, les plantes ou animaux indésirables ou les parasites sur les animaux, humains et 

végétaux. Le terme « pesticide » comprend donc de nombreuses substances différentes qui 

peuvent être classées en fonction de leur utilisation pratique ou de leurs propriétés chimiques. 

La classification la plus courante est basée sur leur utilisation pratique : ils peuvent être classés 

comme microbicides, zoocides et herbicides. L’EPA regroupe les pesticides, sans toutefois s’y 

limiter, dans les groupes suivants (EPA) : 

- Fongicides, contre les champignons 

- Biocides, contre les microorganismes  

- Désinfectants, contre les microorganismes pathogènes sur les objets inanimés 

- Insecticides, contre les insectes et autres arthropodes 

- Rodenticides, contre les rats et autres rongeurs 

- Attractifs, pour capturer et attirer les ravageurs vers un piège 

- Les défoliants des plantes, pour faire tomber les feuilles ou le feuillage d’une 

plante 

- Fumigent, du gaz ou de la vapeur pour éliminer les insectes nuisibles 

- Les régulateurs de croissance des plantes, qui modifient la croissance, la 

floraison ou la reproduction des plantes 
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La nécessité et l’utilisation de substances pour protéger les récoltes agricoles remontent à des 

milliers d’années. En Chine, un mélange de chaux, de cendre de bois et de craie a été utilisé 

pour tuer les insectes endommageant les plantes cultivées vers 3000 ans avant J.-C. Le dioxyde 

de soufre et le soufre d’ébarbage ont également servi le même propos alors qu’au 15ème siècle 

les insectes étaient éliminés par l’arsenic (Matolcsy et al., 1989). Mais il a fallu attendre le 

19ème siècle pour que les pesticides organiques modernes fassent l’objet de recherches actives 

dans les laboratoires chimiques et les années 1930 pour qu’ils soient introduits sur le marché. 

Ces premiers pesticides comprenaient notamment le DDT (DichloroDiphénylTrichloroéthane) 

qui a révolutionné la lutte contre le paludisme pendant la seconde guerre mondiale. Le DDT 

est un pesticide organochloré contenant au moins un atome de chlore dans sa structure 

moléculaire. D’autres pesticides ont suivi : au milieu du 20ème siècle, les pesticides 

organophosphorés ont été développés, un atome de phosphore remplaçant les atomes de 

chlore. Le plus populaire d’entre eux était « le Parathion » (Boucher, 2016). Les pesticides 

organiques modernes sont devenus de plus en plus populaires en agriculture et dans la lutte 

antiparasitaire dans les maisons et les jardins, avec un sommet historique en 1979 aux États-

Unis (Figure 1). Les États-Unis, par exemple, ont utilisé 1,1 milliards de livres d’ingrédients 

Figure 1: Tendances de l'utilisation des pesticides aux États-Unis de 1964 à 2001 en millions de livres 
de matière active (d’après Goldman, 2007). 

"' QI .. 
~ 
QI 

"Cl 

"' C 

~ ·e 
C 
QI 
QI 
;;:, 

·.;= .., 
ta 
QI 

:i .., 
•QI 

0 
E 

Utilisation de pesticides conventionnels aux États-Unis de 1964 à 2001 

1400 

1200 

1000 

800 

600 

400 

200 .... .... .... .... 

0 

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ * * ~ $ $ ~ $ $ $ $ $ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 

1 D Maison/jardin Il Agriculture 



ETAT DE L’ART 
 

11 
 

actifs de pesticides au cours de la même année, doublant presque leur quantité en seulement 

15 ans (Goldman, 2007).  

Ce n’est qu’en 1962, le livre « Silent Spring » de Rachel Carsen a attiré l’attention du public sur 

le problème environnemental des pesticides. Les drogues miracles contre les insectes et 

autres ravageurs semblaient ainsi nuire gravement à l’environnement en endommageant non 

seulement les organismes nuisibles pour lesquels ils étaient utilisés, mais aussi d’autres 

organismes non ciblés. De plus, ces pesticides organiques très persistants dans 

l’environnement se propageaient le long de la chaîne alimentaire, causant des dommages aux 

oiseaux, aux poissons, aux mammifères et aux Hommes. La Convention de Stockholm sur les 

polluants organiques persistants (POP), traité international sur l’environnement visant à 

restreindre et à interdire l’utilisation des POP, mentionne plusieurs pesticides comme, par 

exemple, l’aldrine, l’endrine, la dieldrine, le chlordécone, le chlordane, le heptachlore ou le 

lindane. Le pesticide « Agent Orange » (2,4,5-T) a ainsi provoqué de graves problèmes de 

santé, surtout pendant la guerre du Vietnam, conduisant à l’intoxication de la population 

vietnamienne aux dioxines. Certaines dioxines affectent en effet le système immunitaire et 

causent des cancers ainsi que des problèmes de reproduction et de développement. 

Aujourd’hui encore, la population vietnamienne est touchée par cette contamination, car les 

dioxines sont encore présentes dans les aliments et les sols (Mai et al., 2007; Schecter et al., 

2003). En raison des préoccupations croissantes en ce qui concerne la santé, un grand nombre 

de ces pesticides ont été interdits dans les années 1970 et 1980, notamment les pesticides 

contenant des métaux toxiques comme le plomb, l’arsenic et le thallium (Goldman, 2007). À 

partir des années 1980, les quantités de pesticides utilisées ont diminué (Figure 1). Toutefois, 

cette réduction n’est pas due à un besoin réduit en pesticides, mais à des substances plus 

puissantes qui ont suivi les pesticides interdits. Ces nouveaux insecticides puissants 

appartenaient à la famille des carbamates, dont le cabaryle, le dimétan et le méthiocarbe, qui 

étaient extrêmement efficaces contre les insectes. Les carbamates ont été suivis par les 

pyréthroïdes, puis dans les années 1990 par les néonicotinoïdes, qui imitent la molécule de 

nicotine et agissent comme neurotoxines. 
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2.1.1. Néonicotinoïdes 

 

Lancé sur le marché par Bayer Crop Science en 1991, l’imidaclopride (IMI) était le premier d’un 

nouveau groupe de pesticides : les néonicotinoïdes (Mason et al., 2013). A la fin des années 

1980, le marché mondial des insecticides était dominé par les carbamates, les 

organophosphates et les pyréthroïdes, auxquels de nombreux insectes nuisibles ont 

développé une résistance croissante (Simon-Delso et al., 2015). Les néonicotinoïdes ont 

rapidement dominé le marché des insecticides : en 2010, ils représentaient plus de 25 % du 

marché, l’imidaclopride étant le deuxième pesticide le plus vendu dans le monde après le 

glyphosate (Jeschke et al., 2010). Malgré l’interdiction de l’imidaclopride, de la clothianidine 

et du thiaméthoxame pour application en plein air (ils sont toujours autorisés dans les serres) 

dans l’Union européenne en mai 2018 (Journal officiel de l’Union européenne, L 132/31, 

2018), l’imidaclopride reste un des insecticides les plus utilisés dans le reste du monde : 75 % 

des néonicotinoïdes sont utilisés en Amérique latine, en Amérique du Nord et en Asie, 

l’Europe ne représentant que 11 % de l’utilisation mondiale avant son interdiction (Bass et al., 

2015). Leur succès rapide est dû à leur efficacité élevée contre les insectes suceurs avec des 

valeurs de DL50 (dose létale à laquelle 50 % d’une population meurent ) bien inférieures à 

celles des composés organophosphorés ou carbamates (Suchail et al., 2001), par exemple, on 

peut relever dans la littérature que la DL50 la plus forte est de 102 ng par abeille (voir Annexe 

1 pour plus des valeurs DL50 ;Nauen et al., 2001) alors que la DL50 relevée pour les 

organophosphorés (diméthoate) est de 152 ng par abeille (Suchail et al., 2001).  

Les insecticides néonicotinoïdes, qui comprennent l’imidaclopride, la clothianidine, le 

thiaméthoxane, l’acétamipride, le nitenpyram et le thiaclopride (Figure 2), se lient fortement 

aux récepteurs nicotiniques de l’acétylcholine (nAChR) du système nerveux central des 

insectes et sont mortels par perturbation du système nerveux. Bien que de faibles 

concentrations puissent provoquer une stimulation nerveuse, des concentrations plus élevées 

entraînent le blocage des récepteurs, la paralysie et la mort de l’insecte (Tomizawa and Casida, 

2005). Les néonicotinoïdes sont considérés comme moins nocifs pour les mammifères, car ils 

se fixent plus faiblement aux nAChR des vertébrés qu’à ceux des insectes (Suchail et al., 2001). 
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Tous les néonicotinoïdes sont des insecticides systématiques ayant une solubilité élevée dans 

l’eau (solubilité d’IMI dans l’eau à 20°C et à pH 7 est de 610 mg/L) et entraînant l’absorption 

du pesticide par les tissus de la plante (Bonmatin et al., 2015). La molécule active agit donc 

directement sur tout insecte suceur qui se nourrit de la plante. De plus, comparativement aux 

pesticides organophosphorés ou carbamates qui sont plus efficaces par exposition de contact, 

les néonicotinoïdes sont plus toxiques par ingestion orale avec un DL50 par voie orale entre 41 

et 81 ng par abeille et un DL50 par voie contact entre 49 et 102 ng par abeille (Nauen et al., 

2001). Une fois distribués dans toute la plante, ils sont également disponibles pour les insectes 

non ciblés comme les insectes pollinisateurs, qui se nourrissent de nectar et de pollen 

contaminés (Simon-Delso et al., 2015). 

L’application et la dissémination les plus courantes des néonicotinoïdes en agriculture sont 

l’utilisation d’enrobages ou de pansements de semences qui génèrent des poussières toxiques 

pendant le semis et peuvent entraîner une contamination de la végétation environnante 

(Bonmatin et al., 2015). Ils sont également utilisés contre les insectes suceurs dans les cultures 

fruitières et maraîchères ainsi que dans la viticulture et la culture du houblon. Les résidus 

Figure 2: structure chimique de 6 insecticides néonicotinoïdes (d’après Casida 2010). 
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d’imidaclopride et d’autres néonicotinoïdes peuvent aussi être trouvés dans des fruits et 

légumes (Obana et al., 2002). Fernández-Alba et ses collaborateurs (2000) ont mesuré entre 

0,01 à 0,3 µg/g d’imidaclopride dans des tomates, des concombres et des poivrons âpres une 

semaine d’application de l’insecticide, tandis que Ko et ses collaborateurs (2014) ont relevé 

0,5 µg/g dans des feuilles de salade. De l’imidaclopride et ses résidus ont également été 

retrouvés dans des produits comme dans le miel (71,4 ng/g d’imidaclopride 5-hydroxy;Codling 

et al., 2016) et le pollen des abeilles (206 ng/g d’imidaclopride ; pour plus des valeur voir 

Annexe 2 ; Chauzat et al., 2009; Codling et al., 2016; David et al., 2016; Hladik et al., 2016; 

Kasiotis et al., 2014; Mullin et al., 2010). Les néonicotinoïdes, très solubles dans l’eau ainsi que 

ses résidus ont également été trouvés dans des rivières des États-Unis et du Canada tout au 

long de l’année (Anderson et al., 2015; Hladik et al., 2014, 2018). En général, les 

néonicotinoïdes diminuent assez rapidement après l’application, car ils sont 

photodégradables dans l’eau (la photolyse aqueuse DT50 à pH 7 est de 0,2 jours), mais dans 

certaines conditions du sol, ils peuvent persister plus longtemps (Bonmatin et al., 2015). En 

effet, la sorption de l’imidaclopride dans le sol est en corrélation positive avec la matière 

organique et la teneur en argile minérale du sol. La persistance environnementale est plus 

élevée dans des conditions sèches et fraîches (Bonmatin et al., 2015). Dans ces conditions, 

l’imidaclopride peut être présent dans le sol jusqu’à 997 jours (Gervais et al., 2010). L’Agence 

canadienne de réglementation de la lutte antiparasitaire (ARLA) a classé l’IMI parmi les 

polluants persistants (Anderson et al., 2015).  

Plusieurs métabolites des néonicotinoïdes, en particulier ceux de l’imidaclopride, sont connus 

pour être actifs chez les invertébrés et les mammifères (Simon-Delso et al., 2015). Outre leur 

toxicité aiguë, ils provoquent une toxicité chronique qui entraîne des effets sublétaux sur les 

vertébrés et les invertébrés qui peuvent s’exprimer par des symptômes variés : Medrzycki et 

ses collaborateurs (2003) ont, par exemple, révélé que des doses sublétales d’imidaclopride 

modifiaient la mobilité et la capacité de communication des abeilles traitées. On suppose 

également que l’intoxication sublétale par les néonicotinoïdes peut entraîner un 

affaiblissement global de l’organisme. (Casida, 2010) 
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2.1.2. Produit commercial vs. Molécule active 

 

Avant qu’un pesticide puisse être lancé sur le marché européen, il doit être autorisé par la 

législation de l’Union Européen. Cette autorisation est soumise à un double système, dans 

lequel l’EFSA (Autorité européenne de sécurité des aliments) évalue la substance active du 

pesticide et les États membres évaluent puis autorisent le produit au niveau national. Le 

fabricant qui demande l’approbation d’une molécule active joint à sa demande des données 

et des études pertinentes précisées par l’EFSA. Après l’examen de la demande, l’EFSA établit 

ses conclusions dans un rapport qui est ensuite transmis à la Commission européenne, qui 

décide d’ajouter l’ingrédient à la liste des substances actives approuvées par l’UE (EFSA : How 

Pesticides are regulated in the EU). Selon l’EFSA, les critères d’approbation sont que la 

molécule n’a « aucun effet nocif immédiat ou différé sur la santé humaine ou animale, 

directement ou par l’intermédiaire de l’eau potable, des denrées alimentaires, des aliments 

pour animaux ou de l’air, ni aucun effet inacceptable sur l’environnement, en particulier sur 

les espèces non visées et la biodiversité ».  

La toxicité des pesticides pour les pollinisateurs est généralement déterminée par des seuils 

de concentration tels que les DL/DE/CL/CE50 (dose létale, dose avec effet, concentration létale 

et concentration avec effet auxquelles 50 % de la population sont concernées). Toutefois, ces 

études ne portent que sur la substance active du pesticide bien qu’en général, le produit 

commercial lancé sur le marché ne contienne que 40 à 70 pour cent du composé actif 

complété par des substances dites additives ou ingrédients inertes (EPA). Ces ingrédients 

inertes sont des substances qui sont ajoutées au produit pour le rendre plus efficace et 

augmenter ses performances. Il peut s’agir de solvants qui augmentent la biodisponibilité de 

la molécule active, pour favoriser l’assimilation de l’ingrédient actif par la plante ou l’animal. 

Mais ils peuvent également stabiliser le produit, prolonger sa durée de vie ou améliorer la 

sécurité de l’utilisateur. Les ingrédients inertes ne doivent pas nécessairement être toxiques 

et doivent également être autorisés indépendamment de la substance active par les autorités 

(EPA). Cependant, aux États-Unis, les fabricants ne sont pas obligés d’étiqueter les ingrédients 

inertes sur leurs produits (EPA). Il est alors difficile de retracer les ingrédients qui sont 

effectivement présents dans les formulations commerciales, d’autant plus que 90 % de ces 
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additifs sont considérés comme secret de fabrication (Weinhold, 2010). Une autre difficulté 

pour déterminer la toxicité des pesticides, est qu’une molécule active est disponible dans de 

nombreuses formulations commerciales différentes. L’imidaclopride se trouve, par exemple, 

dans les produits suivants : Gaucho, Confidor, Admire, Connect, Evidence, Leverage, Muralla, 

Provado et Trimax. Par contre, en France, la réglementation oblige les fabricants à indiquer 

sur les fiches de sécurité la présence des composés toxiques : le produit commercial Confidor 

vert contient 200 g/L d'imidaclopride et de 10 % à 25 % de carbonate de propylène (PC). Le 

carbonate de propylène est un composé organique utilisé comme solvant polaire qui présente 

aussi une toxicité propre (DL50 3 g/kg, Safety Data Sheet PC). On peut noter que sa 

concentration exacte n’est pas fournie.  

Selon des produits commerciaux nous trouvons différentes substance des additifs comme par 

exemple le PC du Confidor vert, le glycérine du Confidor ou le 5-chloro-2-methyl-4-

isothiazolin-3-one du Gaucho. Ces différents additifs peuvent accroître les effets indésirables 

de la molécule active et les pesticides peuvent alors constituer une menace plus importante 

pour l’environnement dans la formulation commerciale que dans leur molécule active. Costa 

et ses collaborateurs (2009) ont montré des effets plus importants sur les lymphocytes 

humains exposés in vitro à un produit commercial qu’à l’IMI lui-même. Dans une autre étude, 

Beggel et ses collaborateurs (2010) ont comparé les pesticides bifenthrine et fipronil à leurs 

formulations commerciales Talstar® et Termidor® respectivement. Ils ont constaté que la 

formulation des deux pesticides avait un impact plus important sur la performance de nage 

des larves de poissons que leur molécule active. Dans le cas de Talstar®/bifenthrine, la 

formulation était cinq fois plus toxique que la molécule active elle-même.  

Alors que pour Mayer et Ellersieck (1986) 32 % des mélanges commerciaux de pesticides sont 

plus toxiques que la molécule active, des études plus récentes ont montré que plus de 90 % 

des produits commerciaux présentaient une toxicité croissante par rapport à leur molécule 

active pure. Ces résultats suggèrent que la toxicité finale dépend du mélange de composés 

entrant dans la formulation réelle du produit commercialisé (Beggel et al., 2010) en raison des 

effets cumulatifs de ses multiples ingrédients. 
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2.1.3. Effondrement des colonies d’abeilles 

 

L’agriculture dépend fortement des services de pollinisation des insectes car environ 84 % des 

cultures (un tiers de la production alimentaire mondiale) sont pollinisées par les insectes 

(Allsopp et al., 2008; Klein et al., 2007). L’abeille domestique (Apis mellifera) est souvent 

considérée comme le plus important des invertébrés pollinisateurs (Allsopp et al., 2008; 

Gisder et al., 2010; Pettis et al., 2012) car elle est le pollinisateur domestique le plus commun 

et car elle a une valeur économique très importante (Allsopp et al., 2008).  

Ces dernières années, les insectes pollinisateurs, en particulier les abeilles domestiques, ont 

été la cible principale de nombreuses études visant à déterminer la cause des pertes soudaines 

de colonies au niveau mondial (Figure 3) (Genersch et al., 2010; Neumann and Carreck, 2010). 

Ce phénomène, généralement appelé trouble de l’effondrement des colonies (CCD ; 

Bromenshenk et al., 2010; vanEngelsdorp et al., 2009), a été particulièrement surveillé sur les 

abeilles (Apis mellifera) en raison de leur importance culturelle et économique (Allsopp et al., 

2008). Il se caractérise par la perte soudaine de colonies d’abeilles où les ruches semblent 

avoir été abandonnées par leurs travailleurs, laissant dans la ruche des ressources abondantes 

et un couvain sain (Bromenshenk et al., 2010). Cependant, non seulement les abeilles 

mellifères mais aussi les autres pollinisateurs comme les bourdons (Bombus spp.) sont affectés 

ce qui entraîne une perte de biodiversité au niveau mondial (Potts et al., 2015). Comme les 

espèces d’abeilles spécialisées dépendent de moins d’espèces végétales que les pollinisateurs 

généralistes comme les abeilles mellifères, les premières sont souvent plus touchées par ces 

pertes.  

Figure 3 : les pertes de colonies d'abeilles (CCD) signalées dans le monde 
(Neumann & Carreck, 2010) 
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Le CCD représente toujours un risque majeur pour les colonies d’abeilles dont il faut encore 

trouver les causes (Bromenshenk et al., 2010).  De nombreuses hypothèses ont été formulées 

en mentionnant le changement climatique, la perte d’habitat, les pathogènes et l’exposition 

aux pesticides. Il n’existe encore aucune preuve réelle que l’une de ces causes pourrait en être 

seule responsable des phénomènes observés (Potts et al., 2010). 

En effet, l’exposition à des pathogènes comme les bactéries, les virus, les champignons et les 

parasites a augmenté dans les colonies d’abeilles au cours des dernières années, ce qui a été 

considérée comme une cause majeure de ce déclin (Bromenshenk et al., 2010; Gisder et al., 

2010). Le virus israélien de la paralysie aiguë (IAPV) a ainsi été considéré comme une cause 

potentielle de CCD, mais on a constaté qu’il était présent aux États-Unis bien avant l’apparition 

du CCD sur le continent américain (Bromenshenk et al., 2010). Le parasite Varroa destructor, 

qui est l’un des principaux ravageurs des abeilles (Martin, 2001; Rinkevich et al., 2017), et la 

loque américaine, qui est également une maladie importantes des abeilles (Yue et al., 2008), 

ont aussi été évoqués bien que rien n’indique qu’un seul d’entre eux soit directement 

responsable du CCD (Nazzi et al., 2012). L’espèce microsporidienne Nosema sp, un 

champignon pathogène pour les abeilles très évolué, a aussi été décrit (Gisder et al., 2010, 

2011). En Europe et aux États-Unis, la dissémination de Nosema ceranea, que l’on croyait être 

un pathogène uniquement chez l’abeille asiatique Apis ceranea, a été documentée ces 

dernières années (Chen et al., 2008; Paxton et al., 2007). Alors que les scientifiques espagnols 

ont corrélé l’effondrement de la colonie à l’infection par ces champignons (Higes et al., 2008), 

il n’a pas pu être corrélé au déclin aux Etats-Unis (Bromenshenk et al., 2010). Gisder et al 

(2010) présume aussi que la propagation de Nosema ceranea pourrait être influencée par le 

changement climatique, car elle est plus adaptée aux températures élevées.  

Outre les agents pathogènes, la menace pour les abeilles mellifères et autres invertébrés 

pollinisateurs repose aujourd’hui sur l’utilisation généralisée des pesticides en agriculture 

(Chauzat et al., 2009; Goulson et al., 2015) : 130 pesticides différents ont ainsi été trouvés 

dans les ruchers (Mullin et al., 2015). Des études ont montré que, surtout pendant la période 

d’application des pesticides sur les champs, les abeilles peuvent souffrir d’une toxicité aiguë 

(Marzaro et al., 2011; Sanchez-Bayo and Goka, 2016), mais que pendant la période de 
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butinage, période à laquelle les abeilles sont pourtant exposées à des pesticides systémiques, 

la mortalité par ingestion est soit non significative soit faible (Cresswell, 2011).  

Le groupe d’insecticides le plus couramment utilisé est celui des néonicotinoïdes (Bonmatin 

et al., 2015). Des résidus de ceux-ci ont été trouvés dans des pollinisateurs comme les abeilles 

domestiques, les bourdons et les abeilles solitaires (voir Annexe 2 pour les concentrations 

trouvé; Codling et al., 2016; David et al., 2016; Hladik et al., 2016). Plusieurs auteurs (Chauzat 

et al., 2009; Kasiotis et al., 2014) ont détecté 5,7 à 73,9 ng/g d’imidaclopride dans le pollen, 

tandis que les valeurs de DL50 pour les abeilles domestiques variaient de 4,5 ng à 81 ng/abeille 

pour une ingestion orale (Cresswell, 2011; Nauen et al., 2001) et de 18 ng à 102 ng/abeille par 

contact (Iwasa et al., 2004; Nauen et al., 2001). Même si les concentrations dans 

l’environnement sont plutôt faibles comparativement aux concentrations de toxicité aiguë, 

elles peuvent entraîner des effets sublétaux dans l’organisme exposé (Chaimanee et al., 2016; 

Chauzat et al., 2009; Desneux et al., 2007). 

Plusieurs études ont déjà montré un effet affaiblissant des néonicotinoïdes sur les 

pollinisateurs face aux pathogènes (Abbo et al., 2017; Alaux et al., 2010; Fauser‐Misslin et al., 

2014; Pettis et al., 2012; Vidau et al., 2011). Les abeilles exposées simultanément au fipronil 

ou au thiaclopride et à l’agent pathogène de l’intestin Nosema ceranea ont affiché des taux 

de mortalité plus élevés que les abeilles exposées aux pesticides seuls ou à l’agent pathogène 

seul (Vidau et al., 2011). De plus, les abeilles étaient plus infestées par cet agent pathogène 

de l’intestin lorsqu’elles étaient exposées à l’IMI ou au thiaclopride que les abeilles sans 

exposition aux pesticides (Pettis et al., 2012). En effet, Brandt et al. (2016), Christen et al. 

(2016), Di Prisco et al. (2013) et López et al. (2017) ont démontré que les néonicotinoïdes 

affectent l’immunocompétence des abeilles. L’IMI et le thiaclopride réduisent la densité des 

hémocytes, la réponse d’encapsulation et l’activité antimicrobienne aux concentrations 

réalistes dans des conditions naturelles (Brandt et al 2016) bien que les abeilles n’aient été 

confrontées qu’aux pesticides et non aux agents pathogènes dans cette étude. Lorsque les 

larves ont été confrontées au clothianidine et à Paenibacillus larvae ssp., la loque américaine, 

López et al. (2017) ont observé une diminution de la réponse cellulaire (nombre total et 

différentiel d’hémocytes) tandis que la clothianidine ou P. larvae aux eux seuls ont entraîné 

une augmentation de la réponse cellulaire comparativement à un groupe témoin. Cependant, 
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l’effet des pesticides sur la réponse cellulaire immunitaire des pollinisateurs et sur une 

réaction immunitaire simultanée aux agents pathogènes n’est pas encore bien comprise 

(Collison et al., 2016). 

On peut donc supposer que ce n’est pas un seul facteur de stress qui est responsable du déclin 

des pollinisateurs, mais plus probablement une combinaison de plusieurs agents, comme 

l’association du changement climatique, de la perte d’habitat, de pathogènes et de pesticides 

(Alaux et al., 2010; VanEngelsdorp et al., 2010). 

 

2.1.4. Déficiences immunitaires chez d’autres invertébrés et vertébrés 

 

Le phénomène du déclin observé pour l’abeille mellifère ne se limite pas seulement aux 

espèces d’abeilles ou aux pollinisateurs en général. On observe également une perte globale 

de la biodiversité animale, qui affecte globalement les insectes et autres arthropodes 

(Sánchez-Bayo and Wyckhuys, 2019). La perte de biodiversité chez les vertébrés a sans doute 

attiré davantage l’attention du public au cours du siècle dernier, mais compte tenu de la 

répartition taxonomique, les insectes représentent les deux tiers de toutes les espèces 

animales, alors que les espèces vertébrées ne représentent qu’environ 2 % de ces espèces. 

Les taxons d’insectes les plus touchés par ce déclin mondial sont les lépidoptères, les 

hyménoptères et le scarabée des déjections (coléoptères). Les principales causes de ce déclin 

sont la perte d’habitat due à l’agriculture intensive et à l’urbanisation, la pollution par les 

insecticides systémiques et le changement climatique (Sánchez-Bayo and Wyckhuys, 2019). 

Sanchez-Bayo et Wyckhuys (2019) ont projeté que nous pourrions perdre jusqu’à 40 % des 

espèces d’insectes au cours des prochaines décennies. En Californie, Forister et ses 

collaborateurs (2016) ont établi une corrélation positive entre le déclin des papillons, qui ont 

été surveillés au cours des quatre dernières décennies, et l’utilisation des néonicotinoïdes.  

La suppression de la réponse immunitaire aux maladies infectieuses par les néonicotinoïdes a 

été démontrée non seulement pour les pollinisateurs (Brandt et al., 2016 ; Di Prisco et al., 

2013 ; López et al., 2017) mais aussi pour les vertébrés insectivores comme les amphibiens, 
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les oiseaux, les poissons et les mammifères, lorsque l’on compare les épidémies avec 

l’utilisation des néonicotinoïdes dans les régions et pays concernés (Mason et al., 2013). Une 

étude de Sánchez-Bayo et Goka (2005) a montré que l’espèce de poisson médaka (Oryzias 

latipes) exposée à l’imidaclopride, le néonicotinoïde le plus couramment utilisé, étaient 

massivement infestée par un ectoparasite Trichodina, comparativement aux groupes témoins 

sans pesticides et aux groupes exposés au zinc pyrithione. Kiesecker (2002) a montré dans une 

étude de 2002 que la déformation des membres des grenouilles était causée par un effet 

combiné des pesticides et d’une infection par des trématodes. Mason et al. (2013) établissent 

également un lien entre plusieurs autres éclosions d’agents pathogènes mortels chez les 

amphibiens et l’intensification de l’utilisation des néonicotinoïdes dans les régions touchées. 

Le déclin des oiseaux a également été mis en relation avec les pesticides et les néonicotinoïdes 

(Goulson, 2014). Des corrélations ont été trouvées entre les fortes concentrations d’IMI dans 

les eaux de surface et le déclin croissant des oiseaux aux Pays-Bas (Hallmann et al., 2014). 

Hallmann et al. Ont également déclaré dans leurs travaux que le déclin des oiseaux a 

commencé au début des années 1990, juste après l’introduction des néonicotinoïdes aux 

Pays-Bas. Les chauves-souris, elles aussi ont été infectées par un champignon, normalement 

peu dangereux, soudainement devenu mortel pour les populations de chauves-souris des 

États-Unis et (Mason et al., 2013). Enfin des expériences en laboratoire avec des mammifères 

et des poissons ont montré que les néonicotinoïdes induisaient des réponses immunitaires 

pro-inflammatoires, un stress oxydatif ainsi qu’une réplication virale accrue chez l’organisme 

hôte (Duzguner and Erdogan, 2012; Hernandez et al., 2018; Özdemir et al., 2018).  

D’autres études appuient également l’hypothèse (Gibbons et al., 2015; Goulson, 2013) selon 

laquelle l’imidaclopride et la clothianidine exercent des effets sublétaux sur les vertébrés 

allant d’effets génotoxiques ou cytotoxiques et d’une altération de la fonction immunitaire à 

une réduction de la croissance du succès reproducteur. Plusieurs revues scientifiques ont 

mentionné des maladies chroniques humaines comme le cancer, la maladie d’Alzheimer, la 

maladie de Parkinson ou des maladies auto-immunes qui pourraient aussi être liées à une 

exposition sublétale aux insecticides, herbicides et fongicides (Corsini et al., 2013; 

Mokarizadeh et al., 2015; Mostafalou and Abdollahi, 2013, 2017). La prédiction des effets sur 

la santé humaine est difficile car les études in vivo sont très rares. Corsini et al. (2007) ont 
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montré dans une étude que les agriculteurs exposés ont montré une réponse inflammatoire 

au propanil, ce qui a également été confirmé par des analyses in vitro ultérieures du même 

pesticide dans les lymphocytes du sang périphérique humain. Même une exposition de courte 

durée à de faibles concentrations de pesticides pourrait être particulièrement dangereuse 

pendant l’embryogenèse, lors du développement du système immunitaire (Corsini et al., 

2013). Cimino et ses collaborateurs (2016) ont cité huit études sur l’exposition chronique à 

l’imidaclopride montrant des effets nocifs sur la santé humaine, mais on en sait encore peu 

sur les effets immunotoxiques des néonicotinoïdes chez l’Homme et d’autres recherches sont 

nécessaires pour bien comprendre leurs effets sur la santé de l’Homme.  
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2.2. Système immunitaire 

 

Les organismes supérieurs comme les plantes et les animaux ont élaboré une stratégie de 

défense pour éliminer les facteurs de stress environnementaux et plus particulièrement les 

pathogènes (Menezes and Jared, 2002). Pour ce faire, le système immunitaire doit faire la 

distinction entre les antigènes des différents types de pathogènes et le matériel de 

l’organisme, brièvement entre soi et le non-soi (Feldhaar and Gross, 2008). La fonction du 

système immunitaire est donc d’éliminer les matières étrangères qui ne sont pas présentes 

naturellement dans l’organisme et qui pourraient lui nuire (Farmer et al., 1986). L’immunité 

est donc la résistance d’un individu contre les infections microbiennes d’origine bactérienne 

ou virale, les parasites comme les champignons ou les vers, la prolifération maligne ou toute 

matière étrangère (Chatenoud and Bach, 2012).  

Même si les mécanismes de défense fonctionnelle ne sont pas les mêmes chez les vertébrés 

et les invertébrés, on peut trouver plusieurs similitudes (Evans et al., 2006). Il y a d’abord les 

barrières physico-chimiques, comme la peau ou la cuticule des insectes, pour empêcher les 

antigènes de pénétrer dans l’organisme (Menezes & Jared, 2002). Il y a aussi le système 

immunitaire inné avec le système cellulaire et humoral qui montre une réponse immédiate et 

rapide aux antigènes mais qui n’est pas très spécifique de l’antigène (Feldhaar and Gross, 

2008; Marmaras and Lampropoulou, 2009). Par contre le système immunitaire adaptatif, qui 

réagit de manière très spécifique aux antigènes en raison de sa capacité à mémoriser les 

facteurs de stress rencontrés (Beutler, 2004) semble absent chez les insectes. Ceux-ci ne 

comptent que sur leur système immunitaire inné (Aderem and Ulevitch, 2000; Feldhaar and 

Gross, 2008). La raison pourrait être trouvée dans le développement évolutif des deux 

systèmes immunitaires. L’immunité adaptative est apparue beaucoup plus tard que 

l’immunité innée, ce qui a entraîné une forte connexion et une frontière très vague entre les 

deux systèmes immunitaires : de nombreuses réponses immunitaires adaptatives sont 

construites sur l’immunité innée (Turvey and Broide, 2010). Plus ancien, le système 

immunitaire inné est présent dans tous les organismes multicellulaires alors que le système 

immunitaire adaptatif n’est présent que chez les poissons à mâchoires et tous les vertébrés 

« supérieurs » (Beutler, 2004 ; Turvey & Broide, 2010). Malgré tout, un analogue de 
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l’immunité adaptative chez les insectes a récemment été découvert chez l’abeille domestique 

(Apis mellifera) avec le transfert de l’immunité par la mère à leurs petits (Salmela et al., 2015). 

Bien que le système immunitaire inné ne présente pas la spécificité élevée du système 

immunitaire adaptatif, il est tout de même suffisamment spécifique pour identifier les 

pathogènes et différencier le soi du non-soi (Feldhaar et Gross 2008). 

 

2.2.1. Détection des pathogènes 

 

Les premières barrières contre les agents pathogènes envahissants sont les barrières physico-

chimiques : afin d’empêcher les microbes de pénétrer dans le corps, les insectes sont 

recouverts d’une cuticule dure et de couches épithéliales (Evans and Spivak, 2010) et 

possèdent un tube digestif qui est la surface la plus vulnérable car il est en contact permanent 

avec les bactéries (Feldhaar & Gross, 2008). Chez les vertébrés « supérieurs », la peau et les 

muqueuses sont l’équivalent de la cuticule dure et de couches épithéliales des insectes. Elles 

sont constituées de cellules épithéliales pavimenteuses stratifiées. De plus, la muqueuse peut 

sécréter des peptides antimicrobiens et des macrophages résidents la défendent des 

pathogènes (Censoplano et al., 2014). Si des agents pathogènes sont capables d’envahir 

l’organisme, le système immunitaire inné doit d’abord détecter les antigènes potentiellement 

nocifs. Chez les vertébrés et les invertébrés, cette reconnaissance des antigènes est induite 

par les récepteurs de reconnaissance de formes (PRR - pattern recognition receptor) 

(Censoplano et al., 2014; Evans and Spivak, 2010; Feldhaar and Gross, 2008). Ces PRR sont 

exprimés sur différents types de cellules et activent des voies de transcription pour la 

production de cytokines et autres protéines immunitaires (Censoplano et al., 2014). Le 

système immunitaire inné a trois stratégies différentes pour détecter les pathogènes. Tout 

d’abord, les PRR sont capables de détecter les structures moléculaires « non-soi », appelées 

PAMPs (pathogen-associated molecular pattern) (Turvey & Broide, 2010) ou MAMP’s 

(microbe-associated molecular pattern) (Evans & Spivak, 2010). Ces PAMPs ou MAMPs sont 

des structures moléculaires qui sont exprimées sur la paroi cellulaire du micro-organisme, 

comme les peptidoglycanes bactériens ou les glucanes fongiques (Feldhaar & Gross, 2008). De 
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plus, les PRRs peuvent détecter les molécules qui sont libérées lors de la lyse cellulaire et des 

lésions tissulaires et ainsi signaler un danger. Ces structures sont appelées modèles 

moléculaires associés aux dommages (DAMP) et sont des conséquences métaboliques 

courantes d’une infection (Turvey & Broide, 2010). Concernant la troisième stratégie, le 

système immunitaire inné détecte les molécules manquantes qui sont normalement 

produites par des cellules saines. Lorsqu’elles sont produites, ces molécules forment une 

réaction inhibitrice des réponses immunitaires (Turvey and Broide, 2010). 

 

2.2.2. Système immunitaire inné 

 

En général, le système immunitaire inné peut être divisé entre le bras humoral et le bras 

cellulaire. Cependant, il est difficile de trouver la limite concrète entre les deux systèmes car 

ils interagissent et s’influencent en même temps (Feldhaar & Gross, 2008). Le bras humoral se 

compose de toutes les macromolécules et substances, comme les peptides antimicrobiens 

solubles, les cytokines et d’autres protéines que l’on trouve dans l’humeur extracellulaire de 

l’organisme et qui provoquent des réponses immunitaires (Censoplano et al., 2014). Le bras 

cellulaire du système immunitaire inné est basé sur des cellules circulant dans le sang des 

vertébrés ou dans l’hémolymphe des insectes (Marmaras & Lampropoulou, 2009). 

 

2.2.2.1. Branche cellulaire du système immunitaire 

 

Chez les insectes comme chez l’Homme, les cellules du système immunitaire inné proviennent 

des cellules hématopoïétiques du sang ou de l’hémolymphe (Marmaras and Lampropoulou, 

2009; Turvey and Broide, 2010). Chez l’homme, les cellules de l’immunité innée sont formées 

à partir de cellules myéloïdes qui peuvent se développer en plusieurs cellules immunitaires 

comme les cellules dendritiques, les mastocytes, les neutrophiles, les éosinophiles, les 

basophiles et également les monocytes dérivant en macrophages (Beutler, 2004; Turvey and 

Broide, 2010). Les macrophages sont capables de phagocytose et sont donc capables 
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d’éliminer les microbes en les phagocytant (Beutler, 2004). Cela leur permet également 

d’éliminer les cellules endommagées et de contribuer ainsi à la réparation des tissus 

(Censoplano et al., 2014). Comme les macrophages sont capables de sécréter une grande 

quantité de cytokines, un autre de leur rôle important peut aussi être la régulation (Beutler, 

2004) car ils renforcent la réponse immunitaire innée (Censoplano et al., 2014). 

Chez les insectes, les cellules homologues des monocytes sont des hémocytes (Marmaras & 

Lampropoulou, 2009). Ils ont des activités diverses et leur fonction dépend du stade de 

développement de l’animal (Feldhaar & Gross, 2008). Chez la drosophile, les hémocytes se 

développent au stade embryonnaire et larvaire et sont présents à tous les stades du cycle 

biologique (Sampson et al., 2013). Alors qu’au stade larvaire et adulte, leur fonction principale 

peut être la phagocytose des pathogènes, ils sont aussi importants pour l’élimination des 

cellules apoptotiques ou des tissus dégénérés des embryons et des pupes (Feldhaar & Gross, 

2008). Les hémocytes dominants chez la drosophile sont les plasmatocytes qui sont très 

mobiles et ressemblent aux macrophages humains (Feldhaar & Gross, 2008). Chez la 

drosophile, les hémocytes peuvent être divisés en plasmatocytes phagocytaires, cellules 

cristallines pour la mélanisation, et lamellocytes encapsulants (Honti et al., 2014).  Les 

hémocytes d’insectes sont capables de changer leur état « non-adhérent » à « adhérent » lors 

de la reconnaissance des pathogènes et répondent par « diffusion » ce qui améliore la 

phagocytose des petits antigènes. Contrairement aux monocytes humains, les hémocytes 

d’insectes sont capables d’effectuer la nodulation et l’encapsulation de corps étrangers plus 

gros, comme les parasites (Negri et al., 2013). L’encapsulation est souvent suivie d’une 

mélanisation de l’antigène (Schmid et al., 2008). Les hémocytes sont également capables de 

sécréter des composés cytotoxiques dans la capsule (Negri et al., 2013). La mélanisation est 

un processus enzymatique utilisé dans la cicatrisation, l’immunité et le durcissement des 

cuticules des insectes (Hillyer, 2016). Comme les surfaces en verre et en plastique sont 

également reconnues comme non-soi, l’étalement sur ces surfaces est souvent utilisé comme 

mesure de l’aptitude immunitaire des hémocytes d’insectes (Negri et al., 2013). 
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2.2.2.2. Phagocytose 

 

La phagocytose joue un rôle essentiel dans la défense immunitaire contre les bactéries, virus 

et petits parasites (Clos, 2012). La phagocytose est l’internalisation d’organismes étrangers 

relativement petits comme les bactéries, les levures ou les cellules apoptotiques par des 

cellules phagocytaires comme les macrophages, les monocytes, les cellules dentritiques et les 

neutrophiles (Feldhaar and Gross, 2008). La phagocytose est une réponse immunitaire rapide 

et les cellules peuvent phagocyter des centaines de bactéries à la fois (Hilliyer 2016). Il s’agit 

d’une ancienne défense immunitaire évolutive puisqu’elle est également présente chez les 

invertébrés (Beutler, 2004).  

Chez les insectes, les hémocytes peuvent être divisés en plusieurs sous-familles selon les 

perspectives morphologiques et fonctionnelles. Cependant, cette nomenclature n’est pas 

normalisée pour l’ensemble de la classe des insectes. Par exemple, les hémocytes 

phagocytaires sont des granulocytes de lépidoptères, d’hémiptères et de moustiques, et les 

plasmatocytes de drosophile (Hilliyer 2016). La phagocytose peut être réalisée par des 

hémocytes circulants et sessiles. Lors de la reconnaissance des pathogènes par les PAMP, la 

phagocytose est activée par des voies transcriptionnelles (cascades de protéines, Toll/TLR ou 

le JAK/STAT, voir chapitre 2.2.2.4 pour plus de détails). Dans le cas de l’élimination de matériel 

apoptotique, le signal « eat-me » pour activer la phagocytose est émis par PtdCho 

(Phosphatidylcholine) et PtdS (Phosphatidylsérine). Dès l’apparition du signal, la cellule 

phagocytaire commence à envelopper l’agent pathogène ou de la cellule apoptotique de sa 

membrane plasmatique pour former des lamellipodes (Clos, 2012). Une fois que les 

lamellipodes ont entouré tout l’objet, le matériau phagocyté est encapsulé à l’intérieur du 

phagosome (Figure 4). Ces phagosomes sont des structures complexes de protéines dont 70 

% ont des orthologues chez les insectes et les mammifères (Feldhaar et Gross 2008). Pendant 

la phagocytose précoce, le récepteur de reconnaissance est enfermé dans le phagosome 

prématuré et son domaine intracellulaire interagit avec la protéine myD88 provoquant la 
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maturation du phagosome et la fusion avec le lysosome pour former le phagolysosome, où les 

particules sont digérées par des enzymes hydrolytiques (Clos, 2012).  

 

2.2.2.3. Branche humorale du système immunitaire inné 

 

La capacité de phagocyter les microorganismes envahisseurs ne suffit pas à elle seule à 

éliminer avec succès les agresseurs. Les cellules d’invertébrés et de vertébrés sont capables 

de produire des peptides antimicrobiens pour augmenter leur résistance aux infections 

bactériennes (Schröder, 1999).  

Après la détection d’antigènes par les PRR, leurs interactions avec les cytokines (Evans and 

Spivak, 2010) activent certaines des nombreuses voies de transcription comme Toll, Imd, 

JAK/STAT ou la voie JNK (Marmaras and Lampropoulou, 2009). Ces voies de transcription 

(protéines transmembranaires puis cascades de protéines) conduisent à la production de 

Figure 4 : Formation du phagosome pendant la phagocytose (1). TLR2 ou 4 et son domaine intracellulaire TIR 
interagissent avec myD88 (2) provoquant la maturation du phagosome tardif et sa fusion avec le lysosome (3). 
L'interaction TIR/myD88 active également le complexe p38-MAPK (4) qui à son tour active l'inhibiteur de 
dissociation guanine-nucléotide (GDI) (5). Sa forme phosphorylée P-GDI (6) a une plus grande affinité avec la 
protéine Rab-5. Le complexe GDI-Rab-5 se fixe sur le phagosome précoce (7) et provoque le trafic vésiculaire 
du phagosome dans le cytoplasme (Clos, 2012). 
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facteurs de transcription qui peuvent pénétrer dans le noyau, où ils induisent la transcription 

de peptides antimicrobiens et autres effecteurs (Evans & Spivak, 2010). Les peptides 

antimicrobiens ainsi sécrétés peuvent interférer avec la paroi cellulaire du micro-organisme 

en formant des pores transmembranaires ou en la « dissolvant » comme un détergent (Li et 

al., 2012). Les perturbations structurelles ou les lésions métaboliques des microbes 

conduisent donc à leur destruction. La privation de nutriments, comme le fer, induite par 

certains petites microbiens est conduit par exemple à la destruction des microbes (Schröder, 

1999). Plus de 200 de ces peptides ont été identifiés chez les insectes à ce jour (Li et al., 2012), 

dont le groupe des défensines qui est le plus courant chez les insectes et est également 

présent chez les mammifères (Beutler, 2004). Ces voies peuvent avoir des homologues chez 

les insectes comme dans le système immunitaire humain avec de légères différences quant 

aux protéines impliquées (Marmaras & Lampropoulou, 2009 ; Figure 5, 6 et 7). 

 

2.2.2.4. Voies de signalisation 

 

Les signaux immunitaires, comme les PAMP ou les cytokines, se rattachent aux protéines 

transmembranaires et déclenchent une des nombreuses voies de transcription, comme Toll, 

Imd ou JAK/STAT. Ces voies de transcription sont des cascades de protéines de la paroi 

cellulaire vers le noyau qui initient la transcription des molécules de signalisation ou des 

peptides antimicrobiens et activent les réponses immunitaires. Les gènes et protéines 

orthologues de ces voies peuvent être trouvés chez les vertébrés et les invertébrés. Comme 

l’immunité innée a évolué très tôt, des similitudes peuvent être trouvées entre plusieurs 

phylums. Les différentes voies ont été spécialement étudiées dans l’organisme modèle 

Drosophila melanogaster, ce qui donne un bon aperçu de ces cascades de protéines chez 

d’autres espèces. 
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2.2.2.4.1. Voie Toll et TLR 

 

La voie Toll a d’abord été décrite chez la drosophile et est une voie de transcription très 

ancienne, présente dans les organismes pluricellulaires, les animaux et les plantes. Plusieurs 

composantes de cette voie ont aussi été trouvées chez des métazoaires primitifs suggérant 

qu’elle a son origine vers 450 millions d’années (Clos, 2012). 

Chez la drosophile, les bactéries Gram-négatives ou les champignons initient une cascade de 

protéases à sérine menant à l’activation du Spätzle, le ligand du Toll (Welchman et al., 2009).  

Alors que chez la drosophile il y a neuf récepteurs de Toll codés dans son génome, il y a 5 

récepteurs connus pour Apis mellifera (Hilliyer 2016). Une fois activés par leurs ligands, ils 

initient la voie Toll, ce qui entraîne des cascades de protéines impliquant Myd88, Pelle (IRAK), 

Tube et autres (Figure 5). Cette transduction du signal conduit à son tour à l’activation du 

facteur NF-KB dorsal, entraînant la transcription des gènes effecteurs et des peptides 

antimicrobiens pendant la réponse immunitaire humorale (Valanne et al., 2011). Toll joue 

également un rôle dans la réponse immunitaire cellulaire et active la phagocytose et 

l’encapsulation des corps étrangers dans les insectes. Il est également connu pour contrôler 

la prolifération et la densité des hémocytes. Les mutations de son facteur NF-KB dorsal 

peuvent conduire à la formation de phénotypes tumoraux mélanoïdes.  

Chez les vertébrés, l’homologue des récepteurs Toll est le récepteur TLR (Toll like receptor). 

Alors que chez les mammifères, la voie TLR n’est liée qu’aux réponses immunitaires, la voie 

Toll de la drosophile est impliquée non seulement dans les processus immunitaires mais aussi 

dans ceux du développement (Valanne et al., 2011). 

Comme chez les insectes, le NF-KB chez les mammifères est un régulateur des gènes 

contrôlant la prolifération cellulaire. Une mauvaise régulation peut mener à plusieurs 

maladies et aussi à l’inflammation. Souvent mal régulé dans les cellules tumorales, il favorise 

la prolifération cellulaire (Sansone and Bromberg, 2012). Le NF-KB n’est pas seulement activé 

par la voie Toll/TLR, mais aussi par Imd et JNK chez les insectes, ou par la voie du récepteur du 

facteur de nécrose tumorale (TNFR) chez les mammifères (Bonizzi and Karin, 2004).On peut 
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noter que l’inhibition du NF-KB s’est déjà révélée efficace dans le traitement du cancer 

(Sansone and Bromberg, 2012). 

 

2.2.2.4.2. Voie JAK/STAT 

 

La voie de Janus kinase/ transducteur du signal et activateur de transcription (JAK/STAT) est 

associée à l’activation des neutrophiles et des macrophages, au contrôle des réponses 

inflammatoires et de la guérison des plaies (Myllymäki and Rämet, 2014). Elle est activée par 

un certain nombre de cytokines qui se lient à leurs nombreux récepteurs activant la 

phosphorylation du facteur de transcription STAT par la kinase JAK (Welchman et al., 2009). 

JAK/STAT se retrouve chez les invertébrés comme chez les vertébrés avec des modifications 

Figure 5 : Signalisation de la voie de Toll pour les orthologues drosophiles et vertébrés (entre 
parenthèses). Les correspondances de gènes d’abeille sont montrées ci-dessous. Les gènes soulignés 
ont montré une régulation accrue de la transcription après un défi immunitaire (Evans et al. 2006). 
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des protéines impliquées, comme le hopscotch et le Stat92E chez la drosophile à place du JAK 

et du STAT chez les vertébrés (Figure 6). Chez les mammifères, il joue un rôle dans la 

différenciation des lymphocytes T et B dans le système immunitaire adaptatif. Chez la 

drosophile, la cytokine « Unpaired » (Upd) se fixe sur le récepteur « domeless » (Figure 6). 

Chez les mammifères, les cytokines comme IFN-I, IL-1, IL-4, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12 et bien 

d’autres se fixent sur leurs nombreux récepteurs (Schindler et al., 2007).  Par conséquence, 

chez l’homme, la voie est plutôt complexe car 

elle peut être activée par de nombreuses 

cytokines différentes et les JAK (JAK1, JAK2, 

JAK3 et TYK2) et les STAT (STAT1, 2, 3, 4, 5A, 5B 

et 6) peuvent former des homo et 

hétérodimères, s’associer à de multiples 

facteurs et coacteurs de transcription 

(Myllymäki and Rämet, 2014). JAK/STAT est 

activé en réponse au stress ou aux blessures et 

joue également un rôle dans le recrutement 

d’hémocytes ou de monocytes pour combattre 

les tumeurs et les blessures épithéliales 

(Welchman et al., 2009). En réponse aux 

tumeurs, l’expression de certaines cytokines est 

régulée à la hausse, ce qui entraîne l’activation 

de la voie JAK/STAT et améliore ainsi la 

prolifération cellulaire pour réduire la 

croissance de la tumeur (Vanha-aho et al., 2016). La voie de signalisation JAK/STAT contribue 

également à d’autres réponses immunitaires comme les infections virales puisque la 

production de ses cytokines de signalisation est induite par d’autres voies de signalisation 

(Myllymäki and Rämet, 2014). 

 

 

Figure 6 : La voie de JAK/STAT chez la 
drosophile, montrant des orthologues vertébrés 
entre parenthèses et des gènes d'abeilles 
mellifères en dessous (selon Evans et al. 2006). 
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2.2.2.4.3. Voie Imd et TNFR 

 

La voie de l’immunodéficience (Imd) chez les insectes (Figure 7) est activée par les protéines 

de reconnaissance des peptidoglycanes (PGRP) qui se lient aux peptidoglycanes bactériens 

(Evans et al., 2006).  Bien que les insectes aient plusieurs familles de PGRP, les mammifères 

n’en ont que quatre, dont certains fonctionnent aussi comme protéines bactéricides. Jusqu’à 

présent, aucune fonction de signalisation par ces protéines n’est connue chez les mammifères 

(Myllymäki et al., 2014). Il existe 19 PGRP connus chez la drosophile, dont certains affectent 

positivement ou négativement la voie d’Imd et 4 PGRP chez l’abeille. La voie Imd est très bien 

préservée dans l’abeille mellifère avec des nombreux orthologues avec la drosophile pour tous 

les composants (Evans et al., 2006). Une fois activée, la voie Imd conduit à l’activation du NF-

kB en régulant l’activité du facteur NF-KB Relish. Imd détecte principalement, mais pas 

seulement, les bactéries Gram-négatives et est également impliqué dans la réponse 

immunitaire antivirale de la drosophile (Costa et al., 2009).  

Imd est clivé par la caspase Dredd, ce qui lui permet de s’associer à la ligase E3 Diap2, résultant 

en une polyubiquitination de K63. Ceci conduit au clivage et à la phosphorylation du facteur 

de transcription NF-KB Relish. Relish entre ensuite dans le noyau, ce qui conduit à la 

transcription des peptides antimicrobiens (AMP) (Welchman et al., 2009). Étant donné qu’elle 

contrôle l’expression de la plupart des PMA chez les insectes, La voie d’Imd joue un rôle 

important dans la réponse immunitaire (Kaneko et al., 2004). 

Chez les mammifères, l’homologue de la voie Imd est la voie TNFR (Figure 7), bien qu’Imd 

présente également certaines similitudes avec la voie TLR. Le TNFR est initié par des cytokines 

comme le TNF-α. Il y a plusieurs récepteurs différents qui déclenchent la voie de signalisation. 

L’activation d’un seul groupe de récepteurs entraîne le recrutement de domaines de mort 

intracellulaire tels que le domaine de mort associé au FAS (FADD) et le domaine de mort 

associé au TNFR (TRADD). Ces molécules activent la cascade caspase et conduisent à 

l’apoptose (Hehlgans and Pfeffer, 2005). L’activation du récepteur TNFR1 peut conduire soit à 

l’apoptose, soit, lorsque la synthèse protéique est bloquée, à l’activation et à la transcription 

des gènes inflammatoires par activation de NF-KB (Hehlgans and Pfeffer, 2005). Le NF-KB est 

activé par phosphorylation de sa protéine inhibitrice IKB par le complexe IKB kinase (IKK), qui 
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est dégradé, et le NF-KB est libéré (Myllymäki et al., 2014). Comme IKB est également l’un des 

gènes cible du NF-KB, il crée une boucle de rétroaction négative et constitue un mécanisme de 

régulation majeur pour cette voie de signalisation. Chez la drosophile, ce mécanisme ne se 

produit pas car le facteur NF-KB Relish lui-même contient de l’IKB. Ainsi, chez la drosophile, la 

voie Imd est régulée par l’induction rapide d’un gène appelé pirk, qui interagit avec les 

récepteurs PGRP et interrompt la transduction du signal (Myllymäki et al., 2014). 

 

 

Figure 7 : Voie de signalisation Imd de la drosophile et de la TNFR humaine. Les composants 
conservés sont indiqués par des formes et des couleurs similaires. Bend, bendless; eff, effete; Key, 
Kenny; K63 Ub, K63 polyubiquitination; NEMO, NF-kB essential modulator; TAB, TAK1-binding 
protein; TRADD, TNFR1-associated death domain (Myllymäki et al., 2014). 
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2.2.2.5. Espèces réactives de l’oxygène 

 

Lors de l’activation immunitaire, les cellules immunitaires sécrètent des espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) afin de désactiver les microbes. Ce sont surtout les cellules phagocytaires 

comme les macrophages qui produisent des ROS pour tuer les microbes internalisés, mais 

aussi les monocytes, les neutrophiles et les éosinophiles qui en sont capables (Halliwell, 1991). 

La production de radicaux oxygène est initiée par la nicotinamide adénine dinucléotide 

phosphate oxydase (NADPH), un complexe enzymatique qui crée du superoxyde (O-2 ; Figure 

8 ; (Beutler, 2004). Le superoxyde lui-même n’est pas un radical mais est transformé en 

peroxyde d’hydrogène (H2O2), qui est transformé en halogénures réactifs (HOCl), oxygène 

singulet (1O2) et radicaux hydroxyles (OH*), qui sont tous fortement microbicides. Le 

superoxyde forme également des radicaux d’azote en combinaison avec l’oxyde nitrique (NO) 

et l’ozone en combinaison avec l’eau (Beutler, 2004).  

Comme ces espèces d’oxygène sont aussi très toxiques pour les cellules elles-mêmes, elles 

sont neutralisées par la superoxyde dismutase (SOD), une enzyme qui élimine les superoxydes 

radicalaire (Halliwell, 1991). Même si ce système n’est pas parfait, il représente un bénéfice 

important pour l’immunité de l’hôte (Beutler, 2004) bien que les concentrations bénéfiques 

se situent à des niveaux faibles et modérés de ROS et d’oxyde nitrique synthase (NOS ; Poprac 

et al., 2017). 

En cas de déséquilibre entre la production d’espèces réactives oxygénées et l’élimination 

enzymatique, l’organisme est exposé au stress oxydatif (Poprac et al., 2017). Les ROS ne sont 

pas seulement produites lors d’une réponse immunitaire, mais elles peuvent aussi être le 

résultat de radiations, de rayons ultraviolets, de fumée de cigarette, de pollution 

atmosphérique et autres polluants chimiques (Korayem et al., 2012). En effet, plusieurs études 

ont montré une augmentation de la production de ROS dans les cellules phagocytaires 

humaines après exposition à des polluants chimiques (Baulig et al., 2003; Klestadt et al., 2002; 

Qin, 2012). Le stress oxydatif jouerait un certain rôle dans le cancer, les maladies liées au stress 

(Poprac et al., 2017), les pathologies neurodégénératives, le vieillissement et la maladie 

d’Alzheimer (Peña-Bautista et al., 2019).  
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Par rapport à l’homme, les insectes sont exposés à des charges croissantes de stress oxydatif 

car leur système respiratoire délivre de l’oxygène directement à leurs tissus par diffusion 

gazeuse à travers leur trachée. En même temps, ces tissus ont un grand besoin d’oxygène lors 

du vol. D’autres insectes se nourrissant de plantes pourraient être exposés à des composés 

pro-oxydants présents dans leur alimentation, ce qui pourrait augmenter la charge normale 

de stress oxydatif (Korayem et al., 2012). Les insectes pollinisateurs comme les abeilles ou les 

bourdons se nourrissent de nectar, de pollen et de propolis qui contiennent des substances 

allélochimiques, molécules libérées par un organisme pour influencer la physiologie, la 

croissance, le comportement ou le cycle biologique d’un autre organisme (Gross, 2009). Dans 

les plantes, les produits allélochimiques affectent les herbivores ou les agents pathogènes en 

cas de dégâts et produisent des ROS et des NOS chez les abeilles. Les abeilles ont donc 

développé un système enzymatique antioxydant très efficace pour éliminer les radicaux libres 

d’oxygène (Korayem et al., 2012).    

 

 

Figure 8 : Complexe enzymatique produisant des molécules microbicides dans les macrophages. Les 
enzymes sont indiquées en vert ; les cases rouges indiquent les espèces qui sont toxiques pour les 
microbes (Beutler et al., 2004). 
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Lors de la réponse immunitaire des insectes, NO joue un rôle important contre les virus, les 

bactéries et les parasites et est produit sous forme de molécule immunitaire effectrice 

fonctionnant à la fois comme molécule de signalisation et comme composant cytotoxique 

(Rivero, 2006). Il a été démontré que NO joue un rôle majeur dans le début de l’activation 

immunitaire des hémocytes d’abeilles mellifères lors de la non-identification et de la 

propagation des hémocytes (Negri et al., 2013). De plus, il s’agit d’une réponse non spécifique 

omniprésente contre presque tous les pathogènes tuant ceux-ci et qui est par conséquent, 

pertinente dans le processus de la phagocytose. Bien que NO agisse comme inducteur de la 

réponse immunitaire dans les phagocytes, il peut provoquer l’apoptose dans les cellules 

voisines par la production de quantités importantes par les hémocytes. 

 

2.2.2.6. Cytokines 

 

Les cytokines sont un groupe de peptides messagers solubles de faible poids moléculaire et 

de protéines ayant des fonctions immunomodulatrices qui sont sécrétées par les cellules 

immunitaires (DeFilippo et Beck, 2018). Les cytokines sont un groupe de peptides messagers 

et de protéines solubles de faible poids moléculaire ayant des fonctions immunomodulatrices 

qui sont sécrétées par les cellules immunitaires (DeFilippo et Beck, 2018). Chez l’homme, les 

cytokines impliquées dans les réactions immunitaires sont des protéines qui sont 

habituellement sécrétées par des cellules de la lignée cellulaire hématopoïétique (Shearer et 

al., 2003). Les cytokines sont produites et sécrétées par les cellules immunitaires afin de 

stimuler et d’activer le comportement d’autres cellules immunitaires, mais elles n’ont aucun 

effet direct sur les microbes eux-mêmes (Beutler, 2004). Elles sont pléiotropes, ce qui signifie 

qu’une cytokine peut affecter plusieurs types de cellules différents et entraîne donc une 

grande variété de réponses biologiques puisque chaque type de cellule remplit une autre 

fonction. En même temps, différents types de cytokines peuvent évoquer exactement la 

même réponse lorsqu’elles agissent sur une seule cellule ciblée (Geijsen et al., 2001). Les 

cytokines peuvent être classées en sous-familles en fonction de leurs caractéristiques 
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structurelles, comme le faisceau 4-α-hélicoïdal à chaîne courte ou longue et leurs différents 

récepteurs (Shearer et al., 2003). 

Les premières cytokines excrétées pendant la réponse immunitaire sont les facteurs de 

stimulation des colonies (CSF, Chantry et al., 1990). L’un de ces CSF est le facteur de stimulant 

des colonies de granulocytes et des macrophages (GM-CSF, Metcalf, 1986). Le GM-CSF affecte 

principalement les cellules neutrophiles et les monocytes, améliore la survie, la prolifération 

et la différenciation et l’activation fonctionnelle de ces cellules (McCormack and Gonda, 

1997).  

D’autres cytokines importantes pendant la réponse immunitaire sont les interleukines. 

L’interleukine-6 (IL-6) est une cytokine pro-inflammatoire qui stimule la sécrétion de protéines 

pendant la phase aiguë de l’inflammation. Elle peut différencier d’autres cellules et est un 

messager entre les cellules pendant l’inflammation.  

Une autre cytokine importante pendant la réponse immunitaire est le facteur de nécrose 

tumorale alpha (TNF-α). Elle joue un rôle important dans l’inflammation systémique et est 

responsable de la prolifération, de la survie, de la différenciation et de l’apoptose cellulaire 

(Hehlgans and Pfeffer, 2005). Elle provoque de la fièvre et est caractéristique de la réaction 

immunitaire en phase aiguë. Le dysfonctionnement de ces cytokines peut avoir des effets 

néfastes sur l’homéostasie de la réponse immunitaire. Plusieurs maladies comme la maladie 

d’Alzheimer (Swardfager et al., 2010), le cancer (Locksley et al., 2001) ou des maladies auto-

immunes comme le psoriasis (Victor and Gottlieb, 2002) ont été liées à une dérégulation des 

cytokines. 

 

Alors que les cytokines ont été bien étudiées chez les mammifères, les connaissances sur les 

cytokines d’insectes sont assez limitées. La définition de « cytokine » chez les insectes n’est 

pas très claire, bien que plusieurs cytokines ou facteurs de type cytokine aient été signalés 

chez les insectes (Matsumoto et al., 2012).  

Les peptides bloquant la croissance (GBP) sont une famille de cytokines que l’on trouve chez 

plusieurs espèces de lépidoptères mais aussi chez certains diptères. Ils ont des fonctions 

différentes allant de la régulation de la croissance au contrôle de l’immunité (Matsumoto et 

al., 2012).  
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Figure 9 : Signalisation Spätzle dans la voie Toll de la drosophile. SPE (Spätzle processing enzyme) 
expose la région C-terminale active sur Spaetzle, qui est couverte par le domaine pro. La SPE n’agit 
qu’en présence d’agents pathogènes. Le Spätzle, maintenant actif, se lie alors aux récepteurs de Toll 
(après Valanne et al., 2011). 

 

Contrairement aux vertébrés, aucun interféron ou protéine de type interleukine n’est connu 

chez la drosophile. Les interleukines et les interférons activent la voie de transcription 

JAK/STAT chez les vertébrés. Chez la drosophile, les molécules de type cytokine « Unpaired » 

(Upd 1, Upd 2 et Upd 3) sont connues pour activer la voie JAK/STAT et pourraient être 

considérées comme des homologues des cytokines mammifères de type 1 (Vanha-aho et al., 

2016). Après une exposition bactérienne ou une infection virale, Upd3 et Upd2 sont sécrétés 

par les hémocytes pour activer la prolifération cellulaire. Ils se fixent sur le récepteur 

« domeless » pour déclencher la cascade des protéines de JAK/STAT. 

Outre les Upds, Spätzle est une autre cytokine que l’on trouve chez la drosophile et les abeilles 

mellifères. Spätzle est produit et sécrété sous forme de protéine inactive. Spätzle n’est activé 

que pendant une réponse immunitaire par l’enzyme de traitement Spätzle (SPE), qui fixe le 

prodomaine couvrant la région C-terminale active de la molécule (Figure 9). La région C-

Immune signais after fungal or bacterial infection 
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terminale exposée de Spätzle se lie alors au récepteur Toll activant la voie Toll (Vanha-oha et 

al., 2016).  

Chez la drosophile. la cytokine Eiger est un homologue de la famille du facteur de nécrose 

tumorale (TNF, Kauppila et al., 2003). Eiger active la voie JNK et déclenche l’apoptose. Elle 

joue un rôle important dans le contrôle de la croissance tumorale, la prolifération cellulaire et 

son expression est induite par plusieurs stimuli immunitaires (Vanha-oha et al., 2016).    
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2.3. Objectif  

 

Au cours des dernières années, les insectes pollinisateurs, en particulier les abeilles, ont été la 

cible principale de nombreuses études mondiales relatives à l’effondrement soudain des 

colonies (Neumann and Carreck, 2010). Ces pertes ont été associées à l’exposition combinée 

des pesticides et des infections par des pathogènes comme les virus, les bactéries et les 

champignons (Pettis et al., 2012; Vidau et al., 2011). Les insectes dépendent de leur système 

immunitaire inné dans la défense contre des agents pathogènes une fois que les barrières de 

protection externes ont été franchies. Les hémocytes jouent donc un rôle clé dans la défense 

infectieuse. Même  si les abeilles ont été les plus étudiées du fait du rôle économique, ce sont 

en fait, l’ensemble des insectes pollinisateurs qui sont affectés par ce phénomène entraînant 

une perte de biodiversité et un risque pour la reproduction des végétaux (Potts et al., 2010). 

Les pesticides affectent également l’Homme : les résidus, ou métabolites, de ces pesticides se 

retrouvent ainsi dans notre alimentation et notre environnement (Hörtig, 1993).  

L’objectif de cette thèse est donc de comparer la cytotoxicité de l’imidaclopride, un insecticide 

néonicotinoïde, et de sa formulation commerciale « le Confidor vert », sur les cellules du 

système immunitaire d’insectes pollinisateurs (Apis mellifera et Bombus terrestris) comparées 

aux cellules immunitaires d’insectes et de vertébrés, Drosophila melanogaster et l’Homme 

servant de modèles expérimentaux sous influence d’une activation microbienne. 

Le questionnement scientifique visera à enrichir les connaissances quant aux relations qui 

peuvent exister entre l’interaction des pesticides directement avec les cellules du système 

immunitaire conduisant à une réponse immunitaire désorganisée de l’organisme hôte et donc 

à un impact plus important des pathogènes. 

Les cellules seront exposées à l’imidaclopride et son produit commercial « le Confidor vert ». 

Après avoir examiné la réactivité cellulaire directement après l’exposition à ces polluants 

chimiques, on s’intéressera à la réactivité cellulaire des cellules soumises au stress combiné 

du pesticide (molécule active et formulation commerciale) et de pathogène induit par les 

lipopolysaccharides (LPS) bactériens, qui agissent en tant que PAMP pour simuler une réaction 

immunitaire. 
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3. MATERIELS ET METHODES 

 

3.1. Démarche scientifique 

 

Pour étudier l’effet des pesticides sur l’activité des cellules de type « macrophage » 

appartenant à quatre espèces différentes, l'abeille (Apis mellifera) et le bourdon (Bombus 

terrestris) en primocultures, la drosophile (Drosophila melanogaster, Schneider 2) et l'Homme 

(THP-1), la réactivité immunitaire en présence de six concentrations différentes (0,1 ; 1 ; 10 ; 

25 ; 50 et 100 μg/mL) d’Imidaclopride (« Task 1 ») et de sa formulation commerciale le 

Confidor vert (« Task 2 »), est testée après vérification de l’absence d’effet toxique aiguë 

(Figure 10). L'imidaclopride sera utilisé comme insecticide car il est le plus fréquemment 

détecté dans les charges polliniques du centre de la France (Chauzat et al., 2011). Pour étudier 

la réactivité des cellules exposées aux pesticides et à des agents pathogènes, les cellules sont 

traitées simultanément à l’imidaclopride avec des LPS (lipopolysaccharide) d'Escherichia coli, 

qui agissent en tant que PAMP (pathogen-associated molecular pattern) pour simuler une 

réaction immunitaire. Les LPS, composés d’une endotoxine et d’un composant de la 

membrane externe des bactéries Gram-négatives, induisent une réponse inflammatoire du 

système immunitaire (Tafalla et al., 2003; Tauszig et al., 2000). Les LPS interagissent avec 

diverses cellules hôtes, mais surtout avec des macrophages / monocytes conduisant à la 

production d'espèces réactives d'oxygène et diverses cytokines comme la TNF-α, IL-1, IL-6, IL-

8 et IL-10 (Rietschel et al., 1994). Le temps d'exposition varie en fonction de la réactivité 

Figure 10 : Schéma du projet. L'exposition des cellules humaines, drosophiles, abeilles et 
bourdons à l'imidaclopride, son produit commercial (CONFIDOR vert) et l'exposition 
simultanée aux pesticides et aux LPS, utilisés comme agent pathogène. 

IMIDACLOPRID --+ 
IMIDACLOPRID 

+ LPS 

CONFIDOR vert --+ 
CONFIDOR vert 

+ LPS 



MATERIELS ET METHODES 
 

46 
 

cellulaire examinée (Figure 11). Lorsqu'elles sont exposées aux LPS, les cellules sont exposées 

simultanément aux pesticides. 

Travaillant avec différentes espèces, il apparait que le dosage de la réactivité diffère selon les 

cellules. Certaines réactivités cellulaires sont quand même communes et sont dosées de la 

même façon quel que soit l’organisme. Parmi ces dernières, on trouve la viabilité cellulaire, la 

phagocytose et la production de ROS (Espèces réactives de l’oxygène) dont, plus 

particulièrement, la synthèse de H2O2 et de NO.  

Le marqueur cellulaire examiné, comme la production de cytokines spécifiques et l’expression 

de protéines, dépend de la cellule testée. Afin de comparer les réactivités cellulaires entre les 

différentes espèces, des homologues de cytokines et de protéines ont été choisis. Si aucun 

homologue direct n'a été trouvé, nous avons choisi des protéines ou des cytokines qui 

représentent les mêmes voies de signalisation (JAK / STAT, Imd, JNK ou Toll) (Tableau 1).  

 

Voie de transcription vertébré/ THP1 Drosophila/S2 Apis mellifera Bombus terrestris

JNK TNF-alpha Eiger basket basket

JAK/STAT IL-6 Upd 3 TEPA TEPA

NF‐kappa  β relish relish relish

dorsal dorsal dorsal

IL-17 Spaetzle Spaetzle TOLL

myD88 myd88 myd88 myd88

défensine défensine défensine défensine

TOLL

IMD

Tableau 1 : Paramètres cellulaires représentant les mêmes voies de transcriptions 

Figure 11 : Exposition des cellules aux différentes 
concentrations de pesticides. 

0 0,1 1 10 25 50 100 
µg/ml 

Exposition à l'IMI/ au Confidor vert sans ou avec LPS 

lh 3 h 5 h 18 h 24 h 

ROS ROS Phagocytose ARN Phagocytose 
Cytokines Cytokines 
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3.2. Culture cellulaire 

 

3.2.1. Monocytes/macrophages humains : lignée cellulaire THP- 1 

 

Les THP-1 (Figure 12) sont dérivées du sang d'un patient âgé d'un an atteint de leucémie 

monocytaire aiguë (Qin, 2012). La morphologie des cellules ressemble à celle des cellules de 

la leucémie monocytaire avant la culture in vitro. Les cellules ont un diamètre d'environ 12 à 

14 µm (Tsuchiya et al., 1980). Elles ont été achetées auprès de Leibnitz - Institut DSMZ - 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Réf. ACC 16). Les cellules 

sont stockées en phase vapeur d'azote liquide (entre -135°C et -190°C) avec 70% de milieu de 

congélation, 20% de FBS (sérum de veau fœtal) et 10% de DMSO (diméthylsulfoxyde) à 

environ 5 x 106 cellules /mL. Le DMSO est utilisé comme cryoprotecteur pendant la procédure 

de congélation pour réduire le risque de formation de cristaux de glace et pour empêcher ainsi 

la lyse des cellules (Mazur, 1984). Après décongélation d'un millilitre de cellules au bain-marie 

à 37°C, la suspension de cellules est diluée dans 10 mL de milieu de congélation afin de diluer 

immédiatement le DMSO, qui est toxique pour les cellules après décongélation. 

Le milieu de décongélation des THP-1 est composé de : 

- RPMI 1640 

- + 20 % de FBS (sérum de veau fœtal) inactivé à la chaleur 

- + 2 mM de L-Glutamine 

- + 50 U/mL de pénicilline 

- + 50 µg/mL de streptomycine  

 

La solution est ensuite centrifugée à 160 x g pendant 5 minutes et les surnageants sont 

éliminés afin de nettoyer complètement les cellules du DMSO.  

Les cellules sont remises en suspension dans 5 mL du milieu de congélation et versées dans 

un flacon de culture de 25 cm2. Les cellules sont maintenues à l'obscurité dans un incubateur 

à 37°C et 5% de CO2.  
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Après une semaine, les cellules sont nourries avec 5 mL supplémentaires de milieu de 

congélation et conservées dans un incubateur pendant une autre semaine. Après les deux 

premières semaines, les cellules reprennent leur croissance normale. Le milieu est ensuite 

changé tous les 4 jours avec du milieu de culture et les cellules sont maintenues dans un 

incubateur à 37°C et 5% de CO2. Pour entretenir la culture, les cellules sont récoltées à environ 

1 x 106 cellules / mL et ensemencées à 0,4 à 0,5 x 106 cellules / mL. 

Les cultures de THP-1 ont été testées pour le Mycoplasma avec un kit de détection MycoAlert 

™ Mycoplasma de Lonza.  

Le milieu de culture des THP-1 est composé de : 

- RPMI 1640 

- + 10 % de FBS (sérum de veau fœtal) inactivé à la chaleur 

- + 2 mM de L-Glutamine 

- + 50 U/mL de pénicilline 

- + 50 µg/mL de streptomycine  

 

 

Figure 12 : THP-1 d'un humain âgé d'un an atteint de leucémie monocytaire aiguë dans un 
hémocytomètre de Malassez, longueur mesurée par le logiciel d'imagerie NIS-Elements BR 3.10. 

 

 

 

 

Lonaueur = S.991,Uft 
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3.2.2. Hémocytes de drosophile : lignée cellulaire Schneider 2 

 

La lignée cellulaire Schneider a été établie à partir d'un embryon tardif d'une Drosophila 

melanogaster (mouche des fruits) en 1972 (Schneider, 1972). Les Schneider 2 (Figure 13) ont 

été achetées auprès de Leibnitz - Institute DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 

und Zellkulturen GmbH (Réf. ACC 130). 

Les cellules sont stockées dans une phase vapeur d'azote liquide (entre -135°C et -190°C) dans 

un milieu de congélation composé de 35% de milieu d'insecte Schneider, 35% de milieu 

d'insecte TC-100, 20% de FBS et 10% de DMSO à environ 5 x 106 cellules / mL. La procédure 

de décongélation est comparable à celle des THP-1 décrite ci-dessus avec de légères 

modifications concernant les températures et les milieux utilisés. 

Après décongélation des cellules au bain-marie à 20°C, la suspension de cellules est diluée 

dans 10 mL de milieu de congélation. La solution est ensuite centrifugée à 500 x g pendant 5 

minutes et les surnageants sont éliminés. Les cellules sont remises en suspension dans 5 mL 

du milieu de départ et versées dans un flacon de culture de 25 cm2. Les cellules sont 

conservées dans un incubateur à 20°C sans addition de CO2. Le couvercle du flacon est 

maintenu fermé afin d'éviter les échanges de gaz avec l'atmosphère extérieure. Après une 

semaine, les cellules sont nourries avec 5 mL supplémentaires de milieu de congélation. Après 

les deux premières semaines, les cellules retrouvent une croissance normale. Le milieu de 

culture est remplacé deux fois par semaine avec un nouveau milieu de culture. Les cellules 

adhérentes sont remises en suspension dans le flacon grâce à une spatule en caoutchouc et 

le volume requis de cellules est retiré du flacon. Après centrifugation à 500 x g pendant cinq 

minutes, le culot est récupéré et les cellules sont remises en suspension dans un nouveau 

milieu de culture puis déposées dans un nouveau flacon de culture de 25 cm2. Les cellules sont 

récoltées à environ 15 à 20 x 106 cellules / 25 cm2 et ensemencées à environ 1 à 2 x 106 dans 

un flacon de 25 cm2.  

Le milieu de culture des Schneider 2 est composé de : 
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- + 44,75% milieu d’insecte de Schneider 

- + 44,75% milieu d'insectes TC-100 

- 10% de FBS (sérum de veau fœtal) inactivé par la chaleur 

- + 50 U/mL de pénicilline 

- 50 µg/mL de streptomycine  

-  

 

3.2.3. Hémocytes d’abeilles et de bourdons 

 

Les hémocytes des abeilles (Apis mellifera, Figure 16) et des bourdons (Bombus terrestris) ne 

peuvent pas être maintenus en lignées cellulaires continues (Goblirsch et al., 2013). Par 

conséquent, les cellules sont directement extraites des larves d'abeilles ou de bourdon au 

dernier stade larvaire. 

Les larves d'abeilles (Apis mellifera) proviennent de différentes colonies hébergées sur un site 

urbain (Metz, Lorraine, France), un site rural (Haironville, Lorraine, France), sur le site de l’IUT 

de Thionville-Yutz (espace boisé) et le site du CETAM (Centre d'Études Techniques Apicoles de 

Moselle, Lorraine). Après collecte, les gaufres sont incubées à 25°C et 65% d'humidité pendant 

la nuit avant extraction des larves. Quatorze boites de bourdons Natupol excel (Bombus 

terrestris) ont été achetées chez Koppert France S.A.R.L. et placées dans un jardin à l‘abri du 

Longueur = 6.20 µm 

Figure 13 : Schneider 2 de Drosophila melanogaster dans un hémocytomètre de Malassez. Longueur 
mesurée avec le logiciel d'imagerie NIS-Elements BR 3.10 
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soleil et de la pluie ou installées dans des serres sans utilisations de pesticides. Les larves de 

bourdons sont collectées immédiatement avant les essais (Figure 14). 

L'hémolymphe est extraite des larves du cinquième stade en perçant la cuticule molle avec 

une aiguille stérile et en recueillant la goutte obtenue avec une micropipette (Negri et al., 

2014). 25 μL sont prélevés sur les larves d’abeilles et 40 μL sur les larves de bourdons. 

L’hémolymphe est immédiatement diluée dans du milieu PBS (solution saline tamponnée au 

phosphate) ou dans du milieu WH-2, cependant de type d’essai réalisé. Le milieu WH-2 est 

préparé suivant la description de Hunter (2010) puis stérilisé par filtration.   

  Le milieu WH-2 est composé de : 

- Milieu d’insecte Schneider      150 mL 

- Solution de 0.06 ML-histidene (pH 6,35)    200 mL 

- FBS (sérum de veau fœtal) inactivé par la chaleur    50 mL 

- CMRL 1066          15 mL 

- Hanks’ Salts                 5 mL  

- Milieu d’insecte supplémentaire (10x)         2 mL  

- Gentamicine, unité/1 µL/mL     1 µL/mL 

 

 

Figure 14: À l'intérieur d'une ruche de bourdons (A) avec des cocons de nymphes (flèches blanches) 
et des ouvrières qui s’occupent des larves (flèches noires). B) cadre avec différents stades de 
développement des larves d'abeilles. C) Larves et nymphes de bourdons à différents stades de 
développement. 

C 
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3.3. Exposition cellulaire 

 

3.3.1.  Exposition à l’imidaclopride et son produit commercial 

 

Selon les essais, l'imidaclopride (37894 Sigma-Aldrich, étalon analytique en poudre), en tant 

que molécule mère, est dissoute soit dans le milieu de culture de chaque type de cellule, soit 

dans du PBS (pH 7,4) à 300 µg / mL. La solution mère d’imidaclopride est ensuite diluée dans 

du PBS ou du milieu de culture afin d'obtenir les concentrations suivantes : 0 ; 0,1 ; 1 ; 10 ; 25 

; 50 et 100 µg / mL. Ces concentrations ont été choisies en fonction de la littérature. Bal et al. 

(2010) et Benzidane et al. (2011) ont utilisé des concentrations de 0,25 μg/mL à 250 μg/mL 

dans des expositions in vitro de cellules neuronales (vertébrées et invertébrées) à IMI. 

Benzidane et ses collaborateurs (2011) ont constaté que l'IMI a un impact négatif sur la 

viabilité cellulaire des cellules neuronales de Kenyon des blattes à 12,75 μg/mL après 8 h 

d'exposition. Comme l'IMI est un agoniste des récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine, nous 

avons supposé que l'impact de l'IMI sur les cellules neuronales devrait être plus fort que sur 

les cellules immunitaires. Comme l'exposition des cellules à l'IMI ayant été effectuée in vitro, 

les processus de désintoxication de l'organisme sont absents du processus expérimental. Or, 

les métabolites de l'IMI pourraient jouer un rôle plus important sur la toxicité chronique que 

sur la toxicité aiguë des hémocytes d’abeilles. Nous avons donc choisi d'ajouter des 

concentrations plus élevées que celles qui sont usuelles dans l’environnement, car nous 

voulions tester une toxicité plutôt aiguë que chronique au travers d’un modèle in vitro. 

La formule commerciale de l’imidaclopride, appelée « Confidor vert » (200 g 

d’imidaclopride/L), est diluée une première fois à 400 µg/mL dans du PBS ou du milieu de 

culture puis dilué une seconde fois pour obtenir les concentrations susmentionnées. Les 

cellules sont incubées avec les sept concentrations d'imidaclopride retenues pendant 1, 3, 5 

ou 24 heures selon les paramètres testés. L'incubation est effectuée à l'obscurité, 

l'imidaclopride étant photodégradable (Gervais et al., 2010), dans les conditions de culture 

requises pour chaque type de cellule (voir points 3.2.1 à 3.2.3). 
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Au cours de chaque essai, toutes les surnageants cellulaires sont testées par HPLC (high 

performance liquid chromatography) pour déterminer la concentration réelle d’imidaclopride 

réellement en contact avec les cellules. Une solution standard d’imidaclopride pour analyse 

(46341 Sigma-Aldrich) diluée à 100 µg / mL dans de l'acétronitrile est utilisée pour le dosage. 

 

3.3.2.  Différentiation des THP-1 en macrophages 

 

Pour augmenter la détection des réponses immunitaires des THP-1 à des stimuli immunitaires 

faibles, les THP-1 sont différenciées en macrophages. Les THP-1 sont cultivées dans le milieu 

de culture supplémenté avec 5 ng/mL de PMA (phorbol 12-myristate 13-acétate) pendant 48 

heures avant les essais (Park et al., 2007). Les cellules différenciées adhèrent à leur surface de 

montage : les cellules destinées aux tests de phagocytose ont été incubées sur des lamelles 

de verre. Après 48 heures, les cellules sont lavées avec du PBS avant d’être utilisé pour les 

expériences auxquelles elles sont destinées.  

 

3.3.3.  Activation immunitaire par les LPS 

 

Pour activer la réponse immunitaire, les cellules sont traitées avec des LPS 

(lipopolysaccharides) d'Escherichia coli. Les LPS interagissent avec diverses cellules hôtes, mais 

surtout avec les macrophages / monocytes, ce qui conduit à la production d'espèces réactives 

de l'oxygène et de diverses cytokines telles que le TNF-α, l’IL-1, l’IL-6, l’IL-8 et l’IL-10 (Rietschel 

et al., 1994). 

L'activation par les LPS est réalisée en même temps que l’exposition à l’imidaclopride et au 

Confidor vert. Les THP-1 sont traitées avec des LPS à 0 µg/mL, 0,05 µg/mL , 0,1 µg/mL ou 1 

µg/mL (Weldon et al., 2007), tandis que les Schneider 2 et les hémocytes d’abeilles et de 

bourdons ont été traités à l’aide de 0 µg/mL, 1 µg/mL. mL ou 10 µg/mL de LPS (Tauszig et al., 

2000). Les Schneider 2 ont été utilisées pour tester différentes conditions expérimentales, afin 

de mettre en place un protocole à utiliser pour les hémocytes d’abeilles et de bourdons. Ainsi 
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plusieurs modes d’exposition ont été téstés avec ces cellules de drosophile. Les cellules 

Schneider 2 ont été exposées simultanément aux pesticides et aux LPS et également 

séparement. De ce fait les Schneider 2 ont tout d’abord été exposées aux pesticides pendant 

24 heures, puis lavées avec du PBS et ensuite exposées aux LPS pendant 16 heures.  

 

3.4. Réactivité cellulaire 

 

3.4.1.  Viabilité cellulaire 

 

La viabilité cellulaire est déterminée avec une solution de bleu trypan (2 g / L dans une solution 

de NaCl à 0,9%). Le bleu trypan est un colorant diazoïque utilisé pour la coloration vitale des 

cellules. Les cellules viables sont capables d’exclure le bleu trypan, au contraire des cellules 

mortes, ce qui conduit à une coloration bleue de ces dernières (Figure 15)  (Tolnai, 1975). 

Les cellules sont cultivées sur des plaques à 6 ou à 24 puits dans un milieu de culture spécifique 

à chaque type de cellule (voir ci-dessus 3.2.) ou dans du PBS en fonction des essais. Les cellules 

sont exposées aux sept concentrations d'imidaclopride retenues et sont incubées pendant 5 

ou 24 heures dans des conditions cellulaires spécifiques à chaque type de cellule. Après 

incubation avec le pesticide, 40 µL de la suspension cellulaire à une concentration de 7 x 105 

cellules / mL sont mélangés à la même quantité de solution de bleu trypan. Après trois 

minutes, les cellules sont comptées au microscope à l'aide d'un hémocytomètre de Malassez. 

La viabilité est calculée selon la formule suivante : 

 

 

Viabilité  (%) =  100 −  
 𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑚𝑜𝑟𝑡𝑒𝑠 

𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 (𝑚𝑜𝑟𝑡𝑒𝑠 𝑒𝑡 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠)
∗ 100 
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Figure 15 : coloration typique au bleu trypan de cellules Schneider (A) et de THP-1 (B et C) après 
traitement à l’imidaclopride. Les cellules viables sont marquées avec des flèches blanches et les 
cellules mortes, avec une coloration bleue, avec des flèches noires. 

 

3.4.2. Phagocytose 

 

L'activité phagocytaire des cellules est examinée après légères modifications de la 

méthodologie de Bennasroune et al. (2012) à l'aide de billes de latex jaune-vert fluorescentes 

en polystyrène modifié par une amine (taille de particule moyenne de 1 µm) (L1030 Sigma). 

Les THP-1 sont différenciées en leur phénotype macrophage 48 heures avant l'exposition au 

pesticide. Les THP-1 et Schneider sont cultivées sur des lamelles de verre à une concentration 

de 7 x 105 cellules/mL sur des plaques à 6 puits ou à 12 puits. La phagocytose est mesurée 

après 5 heures et 24 heures d’exposition aux pesticides. 4 heures avant la mesure de 

phagocytose, 100 billes de latex par cellule diluées dans le milieu cellulaire particulier sont 

ajoutées à chaque puits des cellules exposées. Les cellules sont incubées avec les billes de 

latex dans les conditions de culture spécifiques à chaque type de cellule pendant encore 4 

heures. Les cellules sont ensuite lavées avec 3% de BSA (albumine de sérum bovin) dans du 

PBS afin d'éliminer les billes de latex qui n'ont pas été phagocytées (Komiyama et al., 2003). 

Les lamelles de verre des THP-1 différenciées et des Schneider 2 sont plongées trois fois dans 
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la solution de BSA avant d'être plongées dans du PBS. La phagocytose a été mesurée au 

microscope à fluorescence (Figure 16).  

 

Pour les hémocytes d'abeilles et de bourdons, 25 µL d'hémolymphe sont extraits et dilués 

dans 250 µL de milieu WH-2. 40 µL de cellules (par la suite désignée comme goutte) exposées 

aux sept concentrations d’imidaclopride sont appliqués sur des lamelles de verre stériles. 

Chaque lamelle de verre est placée dans une boite de Petri contenant du coton imbibé de PBS 

pour maintenir l’humidité pendant l’incubation. Les hémocytes sont incubés à 22°C dans 

l'obscurité pendant 5 ou 24 heures selon les essais. Quatre heures avant l'examen, environ 

100 billes de latex par cellule sont ajoutées à chaque goutte. Après incubation, les hémocytes 

sont lavés avec 3% de BSA et avec du PBS seul pour les mesures en fluorescence.  

Un minimum de 250 cellules est compté pour chaque échantillon. La phagocytose est calculée 

avec la formule suivante : 

 

𝑃ℎ𝑎𝑔𝑜𝑐𝑦𝑡𝑜𝑠𝑒 (%)  =
 𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑎𝑦𝑎𝑛𝑡 𝑖𝑛𝑔é𝑟é 𝑑𝑒𝑠 𝑏𝑖𝑙𝑙𝑒𝑠

𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠
∗ 100 

 

NB : On considère qu’une cellule a ingéré des billes à partir d’au moins une bille internalisée 

ou au moins 20 billes en fonction du protocole expérimental retenu ( voir 4.2.1).  

Figure 16 : Phagocytose des hémocytes d’abeilles. Les flèches noires représentent les cellules 
phagocytaires et les flèches blanches, les cellules qui ne phagocytent aucune bille de latex 
fluorescente. La barre d'échelle est 10 μm. 
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3.4.3.  Détection de l’H2O2 extracellulaire 

 

Les cellules sont incubées dans 120 µL de PBS contenant le pesticide et les LPS pendant 3 

heures. Les surnageants sont centrifugés à 160 x g pendant 5 minutes et stockés à -20°C dans 

le cas d’une analyse ultérieure. 

Concernant l’analyse, la concentration en H2O2 est déterminée avec un kit de dosage Amplex 

Red Peroxyde d'hydrogène / Peroxydase pour la détermination de l’H2O2 (invitrogen, Cat. N ° 

A22188). Amplex Red est un colorant qui peut être utilisé pour détecter l’H2O2 extracellulaire 

(Kalyanaraman et al., 2012). En présence de peroxydase, le réactif Amplex Red réagit avec 

l’H2O2 selon une stœchiométrie 1 : 1 pour produire le produit d'oxydation rouge, la résorufine. 

L’absorbance est mesurée à 450 nm à l’aide d’un spectrophotomètre (PowerWaveTM XS, BIO-

TEK INSTRUMENTS, Serial NO. 198328).  

 

3.4.4. Détection du NO 

 

Le NO est mesuré au moyen du colorant fluorescent DAF-FM-DA selon les protocoles de Negri 

et al. (2017, 2014, 2013). Des solutions mères à 50 mM de DAF-FM-DA sont préparées dans 

du DMSO et maintenues à -20°C. Les cellules sont incubées dans des plaques à fond de verre 

à 96 puits dans du PBS contenant 5 µM de DAF-FM-DA (molecular probes D-23842). La 

fluorescence est ensuite mesurée avec un fluorimètre de 15 minutes à 4 heures d'exposition 

à l'imidaclopride. Les maximas d'excitation et d'émission de fluorescence sont à 495 et 515 

nm. 
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3.4.5. Cytokines 

 

Les monocytes et les macrophages différenciés des THP-1 sont cultivés dans des plaques à 24 

puits dans un volume total de 700 µL à 7 x 105 cellules/mL. Après exposition aux pesticides, 

les surnageants sont extraits et centrifugés à 160 x g pendant 5 minutes. Les surnageants sont 

prélevés et répartis en 2 aliquotes de 350 µL et conservés à -20°C en cas d’utilisation 

ultérieure.  

Les cytokines TNF-α, IL-6 et GM-CSF sont quantifiées à l’aide d’un test ELISA (dosage immuno-

sorbant lié à une enzyme). Les cytokines contenues dans l'échantillon se lient aux anticorps 

immobilisés à la surface de la plaque ELISA. Des anticorps anti-humains des cytokines sont 

alors ajoutés. Ces anticorps, qui sont par ailleurs couplés à une enzyme, se lient aux cytokines. 

Le substrat de l’enzyme qui est utilisé forme un produit coloré lorsqu’il est transformé par 

l'enzyme couplée avec l’anticorps. L'absorbance est mesurée pour une analyse quantitative. 

L'Il-6 et le TNF sont quantifiés à partir de l'exposition des monocytes aux pesticides. Comme 

le GM-CSF est produit en moindre quantité par les monocytes, les cellules ont été 

différenciées en macrophage avant exposition aux pesticides, car celle-ci produisent plus de 

cytokines que les monocytes. 

 

3.4.6. Extraction d’ARN  

 

L'ARN a été extrait des cellules avec un solvant RNA-Solv® Reagent (R6830) d'OMEGA bio-tek 

selon le protocole fourni avec le produit acheté.  

Des cellules extraites de larves d'abeilles et de bourdons sont incubées pendant la nuit 

pendant 18 heures dans des plaques de 24 puits à 22°C. 25 µL d’hémolymphe de larves 

d'abeilles ou 40 µL de larves de bourdons sont diluées dans 0,5 mL de milieu WH-2 (voir point 

3.1.3) dans chaque puits. Pour chaque contrôle et concentration d’IMI, six larves différentes 

ont été incubées dans des puits séparés. Après 18 heures d'incubation, les cellules des six 
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larves sont lysées avec le solvant d’ARN et regroupées dans un tube pour une extraction d'ARN 

supplémentaire.  

Les suspensions cellulaires correspondant aux six larves d’un même traitement ont été 

regroupées dans un tube et centrifugées. Les surnageants sont éliminés et les cellules sont 

lysées avec 1 mL de solvant d’ARN. 0,2 mL de chloroforme sont ajoutés par 1 mL de solvant 

ARN et le tube est agité pendant 15 secondes. Le tube est ensuite incubé sur de la glace 

pendant 10 minutes, puis centrifugé à 12000 x g pendant 15 minutes. Après centrifugation, 

80 % de la phase aqueuse sont transférés dans un tube frais et 500 µL d'alcool isopropylique 

est ajoutés. Ce mélange est incubé pendant 10 minutes et centrifugé pendant 10 minutes à 

12000 x g. Les surnageants sont éliminés et 1 mL d'éthanol à 80 % est ajouté à chaque tube. 

Les tubes sont agités et centrifugés pendant 5 minutes à 7500 x g. L'éthanol est aspiré et le 

culot d'ARN est séché à l'air pendant 2 à 5 minutes. Le culot d'ARN est ensuite dissous dans 

60 µL d'eau exempte de nucléase et stocké à -80 °C dans deux aliquotes. 15 µL sont conservés 

pour le traitement à la DNase, les électrophorèses sur gel et pour la synthèse d'ADNc.  

8 µL d'ARN sont incubés avec 1 µL de tampon de réaction 10x (+ MgCl2) et 1 µL de 0,36 U 

DNase (sans RNase) à 37°C pendant 30 minutes. 1 µL d'EDTA (50 mM) sont ajoutés et incubés 

à 65°C pendant 10 minutes.  

Avant la synthèse de l'ADNc, la concentration de l'ARN est déterminée par le rapport 

d'absorbance de 260/280 et 260/230. L'absorbance est lue avec un spectrophotomètre 

BioSpecNano (Shimadzu corp. Serial No. A11574800452).  

 

3.4.7. Synthèse de l’ADNc 

 

L'ADNc est synthétisé à l'aide d'un kit de synthèse d'ADNc RevertAid H Minus First Strand 

cDNA sythesis Kit (#K1631) de Thermo Scientific.  

Dans un tube sur glace, 150 ng d'ARN et 1 µL d'amorce aléatoire sont ajoutés et complétés 

avec de l’H2O à 12 µL. Les tubes sont centrifugés et chauffés à 65°C pendant 5 minutes. Les 
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tubes sont immédiatement refroidis sur de la glace et 4 µL de tampon de réaction 5X, 1 µL 

d'inhibiteur de la RNase RiboLock (20 U/µL), 2 µL de mélange dNTP de 10 mM et 1 µL de 

RevertAid H Minus M-Mul V Reverse Transcriptase (200 U/µL) sont ajoutés à la réaction. Les 

tubes sont incubés à 42°C pendant 60 minutes puis 70°C pendant 5 minutes. La concentration 

d'ADN est déterminée par absorbance et la qualité de l'ADNc est lue sur un gel d'agarose. 

L'ADNc est conservé à - 80°C pour des analyses ultérieures.  

 

3.4.8. Électrophorèse sur gel d’agarose 

 

L'ARN extrait et l'ADNc synthétisé sont soumis à une électrophorèse sur gel afin de déterminer 

leur qualité. Nous avons utilisé un gel d'agarose à 1 % dans du TBE (89 mM Tris-HCl pH 7,8 ; 

89 mM borate ; 2 mM EDTA). 0,75 g d'agarose sont mélangés dans 45 mL d’H2O et 5 mL de 

TBE 10X. La solution est chauffée à la micro-onde jusqu'à ce qu'elle apparaisse claire. Après 

avoir laissé le gel refroidir un peu, 2 µL de Gel Red sont ajoutés. La solution est versée sous 

forme de gel et refroidie jusqu'à solidification. Une fois durci, le gel est immergé dans du TBE 

1X. Des échantillons d'ARN ou d'ADNc sont déposés dans les puits du gel et la migration est 

réalisée sous la tension de 95 V pendant une heure. 

 

3.4.9. qPCR 

 

Les analyses d'expression d’ARN ont été effectuées à l'aide de l'ADNc obtenu par transcriptase 

inverse (décrite au point 3.3.7) suivie d'une PCR spécifique en temps réel avec SYBR® GREEN. 

Chaque échantillon est analysé en quadruplés dans un volume réactionnel total de 20 µL, 

contenant 25 nM de chaque amorce d'abeille (50 nM pour chaque amorce de bourdon), 300 

ng d’ADNc et 10 µL de SYBR® GREEN. Des réactions sont effectuées sur un Thermocycleur 

« MyiQTM2 Two Color Real-Time PCR Detection System » de Bio-rad avec le logiciel Bio-Rad 

iQ5.  
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Les conditions utilisées pour les cycles sont de 50°C pendant 2 minutes, 95°C pendant 6 

minutes, suivies de 45 cycles de 95°C pendant 15 secondes, 52°C pendant 30 secondes et 72°C 

pendant 30 secondes.  

Pour chaque expérience, deux réactions sans ADNc ont été incluses comme témoins négatifs. 

La spécificité du produit PCR est vérifiée par analyses des courbe de fusion (de 50 à 98°C avec 

11 s pour chaque étape un pas de 0,5°C) pour tous les échantillons. Les valeurs du cycle seuil 

(Ct) sont déterminées pour la même ligne de seuil de fluorescence pour chaque gène et la 

valeur du Ct de chaque échantillon est obtenue en calculant la moyenne arithmétique des 

quatre réplicas. Les données ont été analysées à l'aide de la méthode ΔΔCt de Livak and 

Schmittgen (2001). Les valeurs de Ct du gène cible, qui ont été normalisées à une référence 

endogène sont relativisées avec un calibreur. Les ΔCt ont été déterminées en soustrayant la 

valeur Ct moyenne du gène cible de la valeur Ct moyenne du gène de référence. Les gènes de 

référence sont des gènes qui ont des expressions génétiques similaires à différents stades de 

développement d'un organisme et dont l'abondance ne varie pas en raison de facteurs 

environnementaux (Lourenço et al., 2008). En général, ces gènes sont exprimés dans le 

cytosquelette ou tiennent compte des fonctions cellulaires de base et omniprésentes. On a 

choisi les gènes actine et rp49 pour l'abeille et le gène RPS5 pour le bourdon comme gènes de 

références. La valeur ΔΔCt a été déterminée en soustrayant chaque valeur ΔCt de la valeur 

ΔCt du calibreur. Le calibreur a été défini comme étant la valeur moyenne de la valeur ΔCt du 

contrôle sans pesticides de chaque traitement LPS différent. Les amorces utilisées sont listées 

dans le tableau 2 ci-dessous.  

Tableau 2 : Liste des amorces des abeilles et des bourdons utilisé pour la qPCR.  

 

Locus Foward Primer Reverse Primer Reference

defensin 1 TGCGCTGCTAACTGTCTCAG AATGGCACTTAACCGAAACG Evans et al. 2006

myD88 TCACATCCAGATCCAACTGC CAGCTGACGTTTGAGATTTTTG Evans et al. 2006

relish GCAGTGTTGAAGGAGCTGAA CCAATTCTGAAAAGCGTCCA Evans et al. 2006

Spätzle TGCACAAATTGTTTTTCCTGA GTCGTCCATGAAATCGATCC Evans et al. 2006

TEP-A CAAGAAGAAACGTGCGTGAA ATCGGGCAGTAAGGACATTG Evans et al. 2006

actin TGCCAACACTGTCCTTTCTG AGAATTGACCCACCAATCCA Lourenco et al. 2008

rp49 CGTCATATGTTGCCAACTGGT TTGAGCACGTTCAACAATGG Lourenco et al. 2008

defensin CGATAGACAAAGAAGAGTGA AGAGATCCCTTGAAGTTGGT Erler et al. 2011

TEP-A CAGCAGTAAAAATCCCCGAC TACAGGTTACTCCACAGCCC Barribeau et al. 2013

relish CAGCAGTAAAAATCCCCGAC CAGCACGAATAAGTGAACATA Schlüns et al. 2010

RPS5 AATTATTTGGTCGTTGGAATTG TAACGTCCAGCAGAATGTGGTA Schlüns et al. 2010
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3.5. Statistiques 

 

Toutes les données ont été analysées à l'aide de XLSTAT d'Addinsoft (2019), Long Island, NY, 

USA. Pour tous les tests, un niveau de probabilité de 0,05 est considéré comme 

statistiquement significatif. Après avoir vérifié la normalité et l'homogénéité de la variance à 

l'aide du test de Shapiro-Wilk et du test de Bartlett, une analyse de variance à sens unique 

(ANOVA) a été effectuée pour identifier les différences entre les différents groupes IMI de 

chaque traitement LPS, puis un test de Tukey de comparaisons multiples entre les différents 

groupes IMI du même traitement LPS. Si les conditions paramétriques, la normalité et 

l'homogénéité de la variance n'ont pas été validées même après la transformation 

logarithmique ou arcsine, nous avons effectué un test Kruskal-Wallis non paramétrique avec 

une comparaison post hoc Conover-Iman pour les différents groupes d’IMI du même groupe 

de traitement de LPS.  

Les résultats sont exprimés par la moyenne de toutes les répétitions ± SE (erreur standard). 

Comme l'activité hémocytaire varie d'un individu à l'autre, tous les résultats pour l'abeille et 

le bourdon sont exprimés en pourcentage des groupes traités par rapport au groupe témoin 

(sans IMI). 

Les hémocytes de différentes larves n'ont pas été regroupés, car le mélange modifierait une 

réaction immunitaire entre les hémocytes de différentes larves.  

Les couleurs utilisées pour transcrire les résultats (histogrammes, courbes) correspondent aux 

différents traitements, une couleur étant associée à un unique traitement. Les résultats 

statistiques permettant de comparer les valeurs d’un même traitement sont donnés dans la 

même couleur. De plus, des lettres identiques, de même couleur, montreront l’absence de 

différence statistiquement significative (p > 0,05) alors que des lettres différentes, de même 

couleur, indiqueront une différence statistiquement significative (p < 0,05). 
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4. RESULTATS ET DISCUSSION 

 

4.1. Viabilité cellulaire 

 

La viabilité des cellules immunitaires de quatre espèces différentes a été examinée pour 

vérifier si les concentrations choisies d’IMI utilisées dans les différentes procédures 

d'exposition étaient sublétales. La viabilité a été examinée après 5 ou 24 heures d'exposition 

à la molécule active l’IMI et après 24 heures d'exposition à sa formulation commerciale, le 

Confidor vert. 

4.1.1. Hémocytes d’abeilles (Apis mellifera) 

 

La viabilité des hémocytes d'abeilles a été examinée après 24 heures d'exposition au pesticide 

dans le milieu WH-2 (voir 3.2.3). Aucune différence statistiquement significative n'a été 

observée à aucune concentration testée, ni de la molécule active elle-même, ni de sa 

formulation commerciale, le Confidor vert. La viabilité cellulaire des hémocytes d'abeilles pour 

toutes les concentrations d'IMI et le témoin négatif était d'environ 59,8 ± 2,4 % tandis que 

pendant l'exposition au Confidor vert, elle était d'environ 82,6 ± 1,8 %. L'activation 

immunitaire avec les LPS n'a eu aucun effet significatif sur la viabilité cellulaire aux 

concentrations testées du Confidor vert (Figure 17, voir ANNEXE 3 pour les analyses 

statistiques). La viabilité cellulaire moyenne était de 84,5 ± 1,3 % avec 1 μg/mL LPS et de 84,7 

± 0,8 % avec 10 μg/mL LPS. 
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Figure 17 : Viabilité cellulaire de l'abeille après 24 heures d'exposition au Confidor vert. La viabilité 
est exprimée en pourcentage de chaque groupe de traitement par rapport au groupe témoin négatif 
sans exposition au Confidor vert. Aucune différence statistiquement significative n'a été observée 
entre le groupe témoin et toutes les concentrations testées de Confidor vert au cours des différents 
groupes de traitement par LPS 0, 1 et 10 µg/mL (voir ANNEXE 3 pour les tests statistiques). 

 

4.1.2. Hémocytes de bourdons (Bombus terrestris) 

 

La viabilité cellulaire des hémocytes de bourdons après une exposition de 24 heures à l'IMI 

était de 56,5 ± 4,8 % pour le groupe témoin sans IMI et diminuait à 32,3 ± 5,7 % avec la 

concentration la plus élevée (100 μg/mL). Bien que nous ayons observé une diminution de la 

viabilité de 42,8 % par rapport au groupe témoin, aucune différence statistiquement 

significative n'a été observée entre le groupe témoin et toutes les concentrations d'IMI 

testées. L'activation immunitaire avec LPS à 1 µg/mL et 10 μg /mL n'a pas montré d'effet 

statistiquement significatif sur la viabilité cellulaire pendant l'exposition à l’IMI par rapport au 

groupe témoin. À l’activation immunitaire élevée de 10 µg/mL de LPS et à 1 µg/mL d’IMI, la 

viabilité des LPS augmentait de 30 % alors qu’elle diminuait à environ 50 % par rapport au 

témoin à la concentration d’IMI la plus élevée (figure 18).  

Le Confidor vert n'a pas modifié la viabilité cellulaire des hémocytes de bourdons à toutes les 

concentrations testées sans ou avec activation immunitaire par les LPS (voir ANNEXE 3 pour 

les analyses statistiques).  La viabilité était d'environ 60 % pour 0 et 1 μg/mL de LPS et 

d'environ 50,9 ± 1,2 % pour 10 μg/mL de LPS.  
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 Figure 18 : Viabilité des hémocytes de bourdons après exposition à l'IMI et activation immunitaire 
avec 10 μg/mL LPS. Les lettres indiquent des différences statistiquement significatives (tests 
statistiques ANNEXE 3). 

 

4.1.3. Cellules humains THP- 1 

 

 La viabilité des THP-1 n'a montré aucune différence statistiquement significative après 5  ou 

24 heures d'exposition à différentes concentrations d'imidaclopride (0, 1, 25, 50 et 100 

μg/mL). Le pourcentage de cellules viables après 5 heures variait entre 88,75 ± 1,31 % et 94,83 

± 0,38 %, groupe témoin compris. Le pourcentage de cellules viables après 24 heures 

d'exposition variait entre 94,26 ± 0,29 % et 95,37 ± 0,55 %. Aucune toxicité aiguë n'a été 

observée pour les concentrations d'imidaclopride utilisées sur les THP-1 (voir ANNEXE 3 pour 

les analyses statistiques). 

La viabilité des cellules THP-1 a été examinée après 24 heures d'exposition au Confidor vert 

avec une activation immunitaire simultanée avec 0,1 ou 1 μg/mL de LPS. Le Confidor vert n'a 

pas affecté la viabilité des cellules THP-1, quelle que soit la concentration testée, que ce soit 

avec ou sans activation immunitaire (Figure 19). 
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Figure 19: Viabilité cellulaire des THP-1 après 24 heures d’exposition au Confidor vert et 0 ; 0,1 et 1 
μg/mL de LPS. Aucune différence statistiquement significative n'a été observée entre les différents 
groupes. 

 

4.1.4. Schneider 2 (Drosophila melanogaster) 

 

La viabilité cellulaire des Schneider 2 de D. melanogaster était plus élevée après 5 heures 

qu'après 24 heures d'exposition à l'IMI. La viabilité cellulaire variait entre 88,4 ± 0,47 % et 90,9 

± 0,96 % après 5 heures et entre 84,6 ± 1,73 % et 80,4 ± 1,84 % après 24 heures. Aucune 

différence statistiquement significative n'a été observée entre le groupe témoin sans IMI et 

les différentes concentrations d'IMI ni après 5 heures ni après 24 heures. 
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Aucune toxicité aiguë n'a été observée pour les concentrations testées (0, 1, 25, 50 et 100 

μg/mL) d'IMI sur des Schneider 2 de Drosophila melanogaster (voir ANNEXE 3 pour les 

analyses statistiques). 

 

4.1.5. Comparaison de la viabilité des cellules immunitaires chez les 

quatre espèces  

 

Selon nos résultats, l'IMI n'a réduit la viabilité de façon significative ni des THP-1 de l’Homme, 

ni des cellules Schneider 2 de la drosophile, ni des hémocytes d'abeilles mellifères ou de 

bourdons à aucune concentration testée jusqu'à 100 µg/mL IMI. La même chose a été 

observée lors de l'examen de la viabilité cellulaire des hémocytes humains, d'abeilles 

mellifères et de bourdons exposés à la formulation commerciale de l'IMI, le Confidor vert. 

Même une activation immunitaire avec les LPS n'a montré aucune altération statistiquement 

significative de la viabilité cellulaire d'aucun type de cellule exposé au Confidor vert. Nous 

travaillions donc avec des doses cellulaires sublétales dans nos conditions expérimentales.  

La viabilité cellulaire s'est révélée plus élevée dans les deux lignées cellulaires continues de 

THP-1 et Schneider 2 (80 % à 95 %) que dans les hémocytes d'abeilles et de bourdons (environ 

60 à 70 %).  Les hémocytes d'abeilles mellifères et de bourdons ne peuvent pas être conservés 

en lignées cellulaires continues (Goblirsch et al., 2013). Les cellules doivent donc être extraites 

des larves, juste avant l'expérience. Bien que l'IMI n'ait eu aucun impact important sur la 

viabilité des hémocytes d'abeilles après 24 heures d'exposition in vitro, elle a réduit la viabilité 

des hémocytes de bourdons de 42 % à notre plus forte concentration testée, soit 100 µg/mL 

d’IMI (Figure 18). Comme la viabilité des cellules extraites souffre de la durée d'exposition 

pendant les expériences in vitro, celle-ci pourraient interférer avec la mesure de l'effet réel du 

pesticide. De plus, nous avons observé un impact plus important de l'IMI avec le temps, chez 

les cultures cellulaires de THP-1 et Schneider 2 ; il est donc possible que des concentrations 

plus faibles que celles testées puissent causer une altération de l'activité des hémocytes pour 

un temps d'incubation plus long. En conséquence, nous avons utilisé des doses plus fortes en 

considérant des temps d'exposition courts mais avec des doses d’IMI plus élevées par rapport 
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aux concentrations rencontrées dans l'environnement (jusqu'à 101 ng/g IMI dans le pollen) 

(Dively and Kamel, 2012). Les concentrations utilisées lors des expériences allaient de 0,1 

µg/mL à 100 µg/mL. Chauzat et al. (2009) et Kasiotis et al. (2014) ont détecté 5,7 à 73,9 ng/g 

d'imidaclopride dans le pollen ou chez les abeilles domestiques avec 5,7 ng/g (Kasiotis et al., 

2014) et jusqu'à 82 ng/g dans les abeilles indigènes (Hladik et al., 2016). La DL50 pour les 

abeilles mellifères variait de 4,5 ng à 81 ng/abeille par ingestion orale (Cresswell, 2011; Nauen 

et al., 2001) et de 18 ng à 102 ng/abeille pendant le contact (Iwasa et al., 2004; Nauen et al., 

2001). Le poids corporel moyen d'une abeille ouvrière est d'environ 0,2 g et celui des bourdons 

d'environ 0,1 à 0,8 g, leur taille augmentant avec l'âge de la colonie. Par conséquent, les 

valeurs DL50 pour les abeilles mellifères sont d'environ 0,02 à 0,4 µg/g. Chez la drosophile, la 

DL50 par ingestion orale a été estimée entre 0,41 et 1,39 µg/g (Arain et al., 2014). Cependant, 

comme l'intoxication a été réalisée in vitro, la prise compte de la dégradation métabolique de 

l'IMI par l’organisme entier manque dans notre expérience afin de simuler des conditions plus 

réalistes. La toxicité des métabolites IMI qui se forment pendant la dégradation de la molécule 

mère est particulièrement préoccupante (Suchail et al., 2004a). L'IMI a montré un 

métabolisme similaire chez les abeilles comme chez Drosophila melanogaster. Ainsi, chez les 

abeilles, la demi-vie de l'IMI est de 4,5 heures (Chauzat et al., 2009) et se décompose en 

plusieurs métabolites comme l'acide 6-chloronicotinique et un dérivé de l'urée (Suchail et al., 

2004). Suchail et ses collaborateurs (2004) affirment que la mortalité des abeilles est 

davantage due à l'action des métabolites qu'à celle de la molécule mère réelle. De plus, ces 

métabolites pourraient avoir d'autres effets toxicologiques sur les organismes hôtes. En raison 

de sa courte demi-vie, les concentrations d’exposition des abeilles à l'IMI pourraient être 

beaucoup plus élevées que les concentrations, qui sont mesurées dans l’abeille, selon le 

moment où elle a ingéré du nectar contaminé pour la dernière fois. Cependant, comme les 

néonicotinoïdes sont des pesticides systémiques, les pollinisateurs sont plutôt exposés à une 

faible concentration continue qu'à une concentration ponctuelle élevée : il est donc probable 

que les abeilles conservent une certaine concentration résiduelle de pesticides dans leur corps 

pendant de longues périodes de temps en raison de la consommation continue de pesticides. 
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4.2. Phagocytose 

 

Pour notre étude, nous avons choisi des cellules immunitaires de type macrophage de quatre 

espèces différentes, qui sont toutes capables de phagocytose. Chez les insectes, la 

phagocytose ne joue pas seulement un rôle important dans la défense contre les pathogènes, 

elle est aussi un facteur important lors de la métamorphose car elle élimine les tissus 

dégénérés et les cellules apoptotiques (Feldhaar and Gross, 2008). Chez les insectes et les 

mammifères, la phagocytose des agents pathogènes, comme les bactéries et les champignons, 

joue un rôle majeur, surtout au cours des premières réponses immunitaires. Nous avons 

étudié l'impact de l'IMI et du Confidor vert sur la capacité phagocytaire des quatre cellules 

phagocytaires (macrophage-like) après 5 et 24 heures sous activation immunitaire. 

 

4.2.1. Hémocytes d’abeilles (Apis mellifera) 

 

Pour les trois concentrations de LPS utilisées (0, 1 et 10 µg/mL), l'IMI a diminué de façon 

significative la capacité de phagocytose des hémocytes larvaires d'abeilles après 5 heures 

d'exposition de façon dose-dépendante (Fig.20 a ; voir ANNEXE 4 pour les détails statistiques). 

Bien que l'activité phagocytaire soit diminuée de façon significative, après action de l’IMI entre 

25 µg/mL et 100 µg/mL d’IMI sur des cellules non activées aux LPS, elles sont déjà affectées à 

partir de 10 µg/mL d’IMI lorsque les cellules sont activées avec 1 ou 10 µg/mL LPS.  En 

moyenne, 82,8 % ± 2,5 % des cellules du groupe témoin sans activation par les LPS ont été 

capables de phagocyter au moins une bille de latex, alors que le pourcentage de phagocytose 

diminue de 35 % à 62,9 % ± 4,5 % à la concentration d’IMI utilisée la plus élevée (100 µg/mL). 

Le traitement aux LPS seuls à faible ou forte concentration n'a pas affecté la capacité de 

phagocytose des cellules d'abeilles (1 LPS, 73,0 ± 4,6 % et 10 LPS 78,4 % ± 3,2 %). Les résultats 

pour les hémocytes d'abeilles ne sont donnés qu'après 5 heures d'exposition car les cellules 

se sont révélées moins adhérentes aux lames en verre après 24 heures d'exposition à l’IMI. De 

nombreuses cellules ont été perdues pendant le processus de lavage pour éliminer les billes 

de latex fluorescentes en excès.  
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La phagocytose a été analysée plus en détail après exposition au Confidor vert. Pour ces 

expériences, nous avons ajouté une concentration moins forte et proche de celles trouvées 

dans l’environnement Confidor vert contenant 0,1 µg/mL d’IMI. Le Confidor vert a réduit 

significativement la phagocytose sans activation immunitaire aux LPS à partir de 1 μg/mL d'IMI 

(Figure 20b). 

 

Figure 20 : Phagocytose d'hémocytes d'abeilles après 5 heure d’exposition à l’IMI (a) et au Confidor 
vert (b et c). Les lettres de mêmes couleurs montrent des différences statistiquement significatives 
entre les différentes concentrations d’IMI ou de Confidor pour un même traitement en LPS. 

 

Bien que nous ayons observé un impact décroissant du Confidor vert sur la phagocytose à une 

concentration dix fois plus faible qu'après exposition à l'IMI pur, il réduit la phagocytose à un 

taux inférieur à celui de la molécule mère. Même à la concentration la plus élevée, la 

phagocytose après action du Confidor vert n'a diminué que d'environ 10 % par rapport au 

témoin, alors que pour sa molécule pure (IMI), elle diminue jusqu'à 35 %. Alors qu'environ 80 

% des hémocytes ont été capable de phagocyter dans le groupe témoin pendant les 

expériences avec l’IMI, 92,6 % ± 2,8 % du groupe témoin ont phagocytées pendant les 

expériences avec le Confidor vert. Cependant, il faut tenir compte, que nous ne faisons la 
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différence qu'entre les cellules capables de phagocyter au moins une bille fluorescente et 

celles qui ne phagocytaient aucune bille du tout. Comme le montre la figure 26, les cellules 

ont pu engloutir de nombreuses billes, ce qui a rendu impossible le comptage de leur nombre 

réel. Nous avons cependant observé au microscope des cellules qui ont clairement ingéré 

moins de billes que d'autres. À mesure que les concentrations d'IMI augmentaient, nous avons 

observé plus de cellules qui ne phagocytaient pas complètement. Par conséquent, nous avons 

également compté toutes les cellules qui ont phagocytées moins de 20 billes (nombre limite 

de comptage). La figure 20c montre que les hémocytes d'abeilles ont phagocyté moins de 

billes avec des concentrations d’IMI plus élevées qu’avec le Confidor vert. Le Confidor vert a 

réduit l'efficacité phagocytaire des hémocytes d'abeilles à des concentrations croissantes. À 

la concentration maximale (100 µg/mL d’IMI dans le Confidor), le produit commercial réduit 

l'efficacité des cellules à phagocyter jusqu'environ 50 % par rapport au témoin avec ou sans 

LPS. Dans les deux modèles expérimentaux de phagocytose (à partir d’une bille ou supérieur 

à 20 billes) aucune concentration en LPS a eu une influence supplémentaire sur la 

phagocytose.  

 

4.2.2. Hémocytes de bourdons (Bombus terrestris) 

 

La capacité à phagocyter les billes de latex a diminué de façon significative dans les hémocytes 

des larves de bourdons après 5 heures d'exposition à l'IMI, entre 10 µg/mL et 100 µg/mL 

lorsque les cellules n’étaient pas en présence de LPS (Figure 21). Lorsque les cellules ont été 

soumises à 1 ou 10 µg/mL de LPS, l'IMI réduit la phagocytose de plus de 25 % par rapport au 

témoin, jusqu’à 45 % pour la concentration maximale de 100 µg/mL d’IMI (voir ANNEXE 4 pour 

les tests statistiques). En revanche, aucune différence significative n'a été observée entre les 

groupes à différentes concentrations de LPS. Dans les groupes témoins sans pesticide, 61,4 % 

± 5,5 %, 51,5 % ± 5,2 % et 57,83 ± 7,4 % des cellules ont pu phagocyter au moins une bille 

après 5 heures d'exposition à 0 μg/mL, 1 μg/mL et 10 μg/mL de LPS respectivement.   

L'effet inhibiteur de l'IMI sur la phagocytose dans les hémocytes de bourdons était encore plus 

fort après 24 heures d'exposition. La phagocytose passe de 69 % après cinq heures à 45 % 
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après 24 heures à 1 µg/mL d’IMI et au traitement LPS et plus élevé par rapport au groupe 

témoin (figure 21b). Lorsque les cellules étaient exposées à une concentration élevée de LPS, 

la phagocytose a été significativement réduite à partir de la concentration de 1 µg/mL d’IMI. 

D’un autre côté, avec une faible activation par LPS, l’IMI n'a eu un impact important qu'après 

10 µg/mL et sans LPS après 25 µg/mL, bien qu'il faille mentionner que la phagocytose après 

24 heures dans les groupes témoins sans pesticide est tombée à environ 18,5 % ± 3,5 % sans 

tenir compte des différents traitements aux LPS. La perte d'efficacité de la phagocytose 

pourrait être due à l’utilisation des cellules en culture primaire dont la santé des cellules 

diminue avec le temps. 

 

Figure 21 : Phagocytose des hémocytes de bourdons après 5 et 24 heures d’exposition à l’IMI. Les 
lettres de mêmes couleurs montrent des différences statistiquement significatives entre les 
différentes concentrations d’IMI pour un même traitement aux LPS (Voir ANNEXE 4 pour les tests 
statistiques). 
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Nous avons donc décidé de tester l'impact du Confidor vert après 5 heures d'exposition au 

lieu de 24 heures. Contrairement à notre hypothèse, le Confidor vert a eu un impact moindre 

sur la phagocytose du bourdon après 5 heures que sa molécule pure. A de faibles 

concentrations d’IMI, nous avons même observé une légère augmentation de la phagocytose 

dans les hémocytes, alors qu'à des concentrations d’IMI plus élevées et à forte activation par 

les LPS, la phagocytose était réduite d'environ 30 % par rapport au contrôle (Figure 22). 

Cependant, nous n'avons trouvé aucune différence statistiquement significative pour aucune 

concentration testée de Confidor vert et à aucun traitement LPS pour la phagocytose en totale 

(voir analyses statistiques ANNEXE 4). Encore une fois, comme nous l'avons mentionné ci-

dessus, pendant 24 heures d'exposition à l'IMI, le pourcentage moyen de cellules 

phagocytaires était assez faible dans le groupe témoin sans exposition aux pesticides, 

comparativement aux premiers essais. Sans traitement aux LPS, seuls 20,5 % ± 3,2 % ont pu 

phagocyter au moins une bille de latex, alors que nous avons observé plus de 60 % 

d'hémocytes phagocytaires dans des expériences antérieures. Comme déjà mentionné ci-

dessus pour les abeilles mellifères (voir 4.2.1), nous avons également évalué l'efficacité des 

cellules phagocytaires en comptant le nombre de cellules qui ont seulement phagocytisé un 

maximum de 20 billes de latex. Lors de cette expérience avec des hémocytes de bourdons, 

17,4 % ± 3,3 % des 20,5 % de cellules phagocytaires, soit près de 85 % des cellules 

phagocytaires, n'étaient capables de phagocyter que 20 billes au maximum. Ceci montre une 

très faible efficacité de la phagocytose pour le groupe témoin. Dans le groupe témoin exposé 

pendant 5 heures à l'IMI, les cellules étaient plutôt chargées de billes de latex et il était rare 

de trouver des cellules qui ne phagocytaient pas plus de 20 billes de latex. De plus, les 

hémocytes d'abeilles ont montré un comportement similaire lors des expériences de 

phagocytose. L'expérience pour le Confidor vert a été réalisée à la fin de l'automne 

(septembre à novembre 2018), tandis que l'exposition à l'IMI a été réalisée pendant les mois 

d'été (juin à début septembre 2017). Les ruches de bourdons étaient gardées dans une serre 

biologique, mais les fenêtres restaient ouvertes et la serre n'était pas chauffée. Une 

température plus froide pendant les nuits d'automne pourrait jouer un rôle dans la forme 

physique des larves. Même si les larves de bourdons n'ont été échantillonnées que pendant 

les semaines où la température ne descendait pas en dessous de 4°C la nuit, elles étaient 

également protégées du froid par l'ajout d'une couche isolante supplémentaire de laine dans 
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la ruche. Une autre explication pourrait être l'âge différent des ruches de bourdons. Bien que 

les bourdons soient des insectes eusociaux comme les abeilles domestiques, ils n'ont pas le 

même développement qu'une ruche d’abeilles. Alors que la reine d'une ruche d'abeilles peut 

atteindre l'âge de 5 ans (Boucher 2016), les colonies de bourdons n'atteignent généralement 

que 16 semaines environ. Les ouvrières de bourdons deviennent plus grosses à mesure 

qu'elles émergent dans une colonie, ce qui donne d'énormes ouvrières qui finissent par tuer 

leur reine et s'envolent pour former de nouvelles colonies. Nous supposons cependant que 

l'âge des ruches de bourdons utilisées pendant l'expérience ne devrait pas avoir trop d'impact 

car les ruches étaient constamment renouvelées. 

 

Figure 22: Phagocytose des hémocytes de bourdons de la fin de l'automne après exposition au 
Confidor vert. a) montre les pourcentages de cellules qui ont été capables de phagocyter au moins 
une bille de latex, tandis que b) montre les pourcentages de cellules qui ont phagocytés plus de 20 
billes de latex. Aucune différence statistiquement significative n'a été observée dans aucun groupe 
des traitements de LPS (pour des détails statistiques, voir l'ANNEXE 4). 
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4.2.3. Cellules humaines : THP-1 

 

La phagocytose dans les THP-1 a été mesurée après 5 et 24 heures d'exposition à l'IMI sous 

forme de molécule pure. Les cellules ont été différenciées en leur phénotype macrophage 

avant les analyses de phagocytose. Seulement 4,56 ± 0,61 % des THP-1 phagocytaient au 

moins une bille de latex après 4 heures d'incubation avec les billes, tandis que la phagocytose 

augmentait à 61,94 ± 7,06 % avec des THP-1 différenciées. Une fois différenciés, les 

macrophages ont été stimulés par une activation immunitaire de 0,1 µg/mL ou de 1 µg/mL de 

LPS. Les pourcentages de cellules phagocytaires de la même population ont augmenté en 

moyenne d'environ 16,4 % alors qu'elles étaient stimulées par les LPS. La phagocytose 

mesurée après une exposition de 5 heures à l'IMI et l'absence d'activation immunitaire était 

comprise entre 37,3 ± 5,02 % et 55,3 ± 4,78 %. La phagocytose augmentait avec l'activation 

immunitaire et variait entre 62,5 ± 4,31 % et 72,2 ± 4,76 % à 0,1 µg/mL LPS et entre 52,1 ± 

1,62 % et 68,3 ± 3,21 % à 1 µg/mL de LPS. Aucune différence statistiquement significative entre 

le groupe témoin et les groupes de traitement n'a été observée pour tous les tests après 5 

heures d'exposition sans, avec 0,1 µg/mL ou 1 µg/mL de LPS (pour les détails statistiques voir 

ANNEXE 4). 

Aucune différence statistiquement significative dans la phagocytose entre les différentes 

concentrations d'IMI et le contrôle n'a été observée après 24 heures d'exposition et sans 

activation immunitaire. Les valeurs variaient entre 84,07 ± 2,15 % et 70,23 ± 2,65 %. 

Cependant, des différences entre les concentrations d'IMI ont été observées après l'activation 

immunitaire avec 0,1 µg/mL ou 1 µg/mL de LPS. Après activation avec 0,1 µg/mL de LPS et 

après 24 heures d'exposition à l’IMI, la phagocytose diminue dans les groupes traités par 

rapport au groupe témoin jusqu'à 17,1 %. Les baisses les plus importantes de phagocytose ont 

été observées à 25 µg/mL et 100 µg/mL IMI, ce qui a également été confirmé par des analyses 

statistiques (voir ANNEXE 4). 81,33 ± 1,43 % des cellules du groupe témoin étaient capables 

de phagocyter au moins une bille de latex, alors que ce pourcentage diminuait avec 

l'augmentation des concentrations d’IMI, sauf pour les cellules à 50 µg/ml IMI qui étaient 

capables de phagocyter plus de billes de latex que les cellules à 25 µg/mL IMI. La phagocytose 

après 24 heures et l'activation ultérieure avec 1 µg/mL LPS (Figure 23b) variait de 81,21 ± 4,69 
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% dans le groupe témoin à 67,2 ± 4,99 % à 50 µg/mL IMI, ce qui était statistiquement différent 

du groupe témoin. 

 

 

Figure 23 : Phagocytose des cellules humaines THP-1 après (a) 5 heures et après (b) 24 heures 
d'exposition à l'IMI. Les lettres de mêmes couleurs montrent des différences statistiquement 
significatives entre les différentes concentrations d’IMI pour un même traitement en LPS. L’absence 
de lettres indique l’absence de différence statistique.  

 

 

4.2.4. Schneider 2 (Drosophila melanogaster) 

 

Comme les cellules de drosophile constituent une lignée cellulaire continue, elles ont été 

utilisées pour mettre en place des conditions expérimentales pour les cellules d'abeilles et de 

bourdons. Nous avons donc essayé plusieurs scénarios avec des expositions différentes pour 

voir comment les cellules réagissaient. Nous présentons ici les résultats de deux scénarios 

d'exposition différents. Nous avons d'abord exposé les cellules pendant 5 ou 24 heures d’IMI, 

puis exposées à 1 µg/mL LPS d'Escherichia coli pendant 16 heures. Dans un contexte 

expérimental différent, nous avons exposé des cellules à l'IMI et au LPS en même temps 

pendant 24 heures. Comme dans des conditions naturelles, les cellules immunitaires sont 

toujours en contact avec des agents pathogènes, il est plus probable qu'elles entrent en 

contact avec le pesticide après l'agent pathogène que l'inverse. Pour cette raison, nous avons 
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décidé d'exposer les hémocytes d'abeilles et de bourdons au pesticide et au LPS en même 

temps plutôt que de séparer les procédures d'exposition.  

La phagocytose des Schneider 2 de D. melanogaster a été testée après 5 et 24 heures 

d'exposition à l'IMI avec ou sans activation immunitaire par 1 µg/mL LPS de Escherichia coli.  

Après une exposition de courte durée de 5 heures, l'IMI a diminué le potentiel de phagocytose 

des cellules exposées de façon dose dépendante. Sans activation immunitaire, 24,84 ± 1,71 % 

des cellules du groupe témoin ont pu phagocyter au moins une bille de latex. Les pourcentages 

ont diminué continuellement avec l'augmentation des concentrations de pesticides jusqu'à ce 

que la phagocytose n'atteigne que 5,02 ± 0,86 % à la concentration d’IMI la plus élevée, ce qui 

était statistiquement significatif par rapport au témoin. Lorsque les cellules étaient activées 

par 1 μg/mL de LPS, nous avons constaté que la phagocytose dans les cellules diminuait 

significativement à 25 μg/mL d’IMI comparativement à son groupe témoin. 

Après 24 heures d'exposition à l'IMI et aucune d'activation immunitaire, la phagocytose n'a 

varié que de 42,90 ± 4,99 % dans le groupe témoin à 27,85 ± 1,38 % après exposition à l'IMI, 

ne montrant aucune différence statistiquement significative entre les deux groupes. 

Après l'activation avec 1 µg/mL LPS pendant 16 heures et exposition de 24 heures à l'IMI, nous 

avons observé une diminution statistiquement significative de la phagocytose avec 

l'augmentation des concentrations de pesticides (pour les statistiques voir ANNEXE 4). Les 

valeurs variaient entre 31,55 ± 1,92 % dans le groupe témoin et 12,92 ± 1,19 % à la 

concentration d’IMI la plus élevée. À la plus faible concentration d’IMI utilisée de 1 µg/mL, 

seulement 24,05 ± 1,01 % des cellules étaient capables de phagocytose, soit environ un quart 

de moins que dans le groupe témoin. À 25 µg/mL, la capacité de phagocytose a été réduite 

d'un tiers et, à 50 µg/mL, de plus de la moitié par rapport au témoin (Figure 24b). 
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Figure 24 : Phagocytose des cellules Schneider 2 de la drosophile après (a) 5 heures et après (b) 24 
heures d'exposition à l'IMI. Les lettres de mêmes couleurs montrent des différences statistiquement 
significatives entre les différentes concentrations d’IMI pour un même traitement en LPS. L’absence 
de lettres indique l’absence de différence statistique. 

 

Que les cellules aient été exposées en même temps ou successivement à l’IMI et aux LPS 

pendant 24 heures, les résultats sont similaires. Comme auparavant, nous n'avons observé 

aucune différence statistiquement significative à aucune concentration d’IMI et sans LPS. En 

revanche, avec 1 µg/mL de LPS, nous avons observé une diminution significative de la 

phagocytose à 25 µg/mL d’IMI (Figure 25). 

 

Figure 25: Phagocytose des hémocytes de drosophile après 24 heures d'exposition à l'IMI et 
activation immunitaire simultanée avec le LPS. Les différentes lettres montrent des différences 
significatives entre les groupes IMI d'un même traitement PS. L’absence de lettres indique l’absence 
de différence statistique. Voir l'ANNEXE 4 pour les analyses statistiques. 
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4.2.5. Comparaison de la phagocytose chez les quatre espèces 

 

L'absorption et la digestion des pathogènes par phagocytose est une étape importante de la 

défense immunitaire (Kocks et al., 2005). Nos résultats montrent que l'IMI a eu un effet 

inhibiteur sur la phagocytose chez les quatre espèces. Alors que chez les macrophages 

humains, nous n'avons observé un impact sur la phagocytose qu'après 24 heures d'exposition, 

la diminution de la phagocytose et significative de façon dose dépendant à l’IMI dans les 

hémocytes des trois insectes après une exposition de courte durée de 5 heures. L'IMI a réduit 

de façon significative la phagocytose dans les hémocytes de drosophile après 5 heures à 25 

µg/mL d'IMI lorsque l'immunité est stimulée. Dans les hémocytes d'abeilles, nous avons déjà 

trouvé un impact significatif sur 10 µg/mL d’IMI et dans les hémocytes de bourdons sur la plus 

faible concentration testée de 1 µg/mL d’IMI et avec LPS. Ainsi, en comparant l'activité 

phagocytaire des trois insectes, les hémocytes de bourdons se sont révélés plus sensibles à 

l'IMI que les hémocytes d'abeilles et de drosophiles. Cresswell et ses collaborateurs (2012) ont 

également déclaré que les bourdons sont plus sensibles à l’action de l'IMI que les abeilles 

domestiques. Ils ont présumé que la différence pouvait être trouvée dans la détoxification 

métabolique différente des deux espèces. La demi-vie de l'IMI chez les abeilles mellifères est 

de quatre heures (Suchail et al., 2004b) tandis que la demi-vie chez les bourdons a été établie 

à 10 heures (Cresswell et al., 2012). Le métabolisme de l'IMI chez la drosophile s'est révélé 

similaire à celui des abeilles. Ces indications doivent être prises en compte lors de l'analyse 

des tests de toxicité in vitro, car ces tests ne tiennent pas compte du processus métabolique 

in vivo. Dans notre étude, nous avons testé la phagocytose après 5 et 24 heures d'exposition 

à l'IMI. Le temps d'exposition a en effet joué un rôle dans le processus d'intoxication. Le temps 

d'exposition plus long a clairement renforcé les effets toxiques de l'IMI, les concentrations 

d'effet dans les hémocytes de bourdons et de drosophiles étant inférieures à 5 heures après 

l'exposition. La phagocytose dans les hémocytes de bourdons à la concentration la plus faible 

d'IMI a été réduite de plus de 50 % après 24 heures comparativement à 30 % après 5 heures. 

Après un temps d'exposition plus long, nous avons même constaté que la phagocytose était 

inhibée dans les THP-1 humaines alors qu'elles ne semblaient pas affectées pendant une 

exposition de courte durée. L'exposition de 24 heures n'a pas été testée sur des hémocytes 
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d'abeilles, car ils ont perdu leur adhérence à la surface du verre et ont été perdus pendant le 

processus de lavage. Les valeurs de la CE50 dépendent donc du type de cellules et de tissus, 

comme l'ont déjà supposé (Benzidane et al., 2011). La CE50 des cellules de Kenyon de l'abeille 

mellifère a été estimée à environ 6,3 µg/mL d’IMI (Déglise et al., 2002). Comme l'IMI est un 

agoniste des récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine, les effets sur les cellules neuronales 

devraient être plus importants que sur les cellules du système immunitaire.  Il n'est donc pas 

improbable que les effets sur les quatre types de cellules utilisés soient apparus à des 

concentrations plus élevées. De plus, nous avons observé une réduction de 50 % de la 

phagocytose dans les hémocytes de bourdons à 1 µg/mL IMI après 24 heures d'exposition. 

L'IMI a déjà montré un effet sur les hémocytes des insectes même lorsque les cellules n'étaient 

pas stimulées par les LPS. A contrario, les effets sur les THP-1 ne se produisaient que si elles 

étaient éxposées aux LPS et déclenchaient ainsi une réaction immunitaire. Étant donné que 

l'IMI est un insecticide, les insectes étant la cible principale, il est peu surprenant que les 

hémocytes d'insectes y réagissent de façon plus sensible que les THP-1 qui sont humaines. 

Cresswell et ses collaborateurs (2012) ont interprété dans leurs résultats que la température 

pourrait jouer un rôle pendant l'intoxication d’IMI chez les abeilles et les bourdons. Les 

Schneider 2 ainsi que les hémocytes d'abeilles et des bourdons ont été incubées à 22°C et les 

THP-1 à 37°C. Ces différences de température sont dues à des caractéristiques cellulaires 

différentes, mais il ne faut pas négliger le fait que cela peut jouer un rôle dans les processus 

d'intoxication des deux lignées cellulaires et des hémocytes d'abeilles recueillis. Aussi, Camp 

et Buchwalter (2016) et Song et al. (1997) ont constaté une toxicité chronique plus élevée de 

l'IMI chez les invertébrés aquatiques à basse température. Pourtant Van den Brink et al. (2016) 

ont montré que les populations estivales d'insectes aquatiques étaient plus touchées par l'IMI 

que les populations d'hiver. En effet, Linder et ses collaborateurs (2008) ont suggéré que des 

températures plus froides avaient des effets plutôt bénéfiques sur la réponse immunitaire de 

la drosophile, car les protéines du choc thermique peuvent améliorer la fonction immunitaire.  

Comme pour les macrophages humains, l'IMI n'a diminué la phagocytose de façon significative 

qu'après 24 heures d'exposition et à des concentrations d’IMI élevées avec 0,1 µg/mL ou 1 

µg/mL de LPS. Aucune altération significative de la phagocytose n'a été observée chez les 

macrophages après la courte période d'exposition de 5 heures avec ou sans activation 
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immunitaire. Plusieurs études ont montré une suppression dose-dépendante de la 

phagocytose des cellules de vertébrés par d'autres polluants (Bennasroune et al., 2012; 

Couleau et al., 2012; Dunier et al., 1991; Roszell and Anderson, 1994). Ceci suggère que les 

concentrations utilisées ne sont pas assez élevées pour provoquer des effets sur la 

phagocytose des THP-1 après une exposition de courte durée. Dans les THP-1, les LPS 

entraînent une activation du facteur de transcription NF-kβ (Chanput et al., 2014). Di Prisco et 

ses collaborateurs (2017) ont testé la clothianidine, un autre néonicotinoïde, sur la lignée 

cellulaire THP-1, montrant que le NF-kβ était moins régulé par cet insecticide. Di Prisco et ses 

collaborateurs (2013) ont également constaté que la clothianidine a un effet négatif sur la 

signalisation du NF-kβ dans la voie Toll de Drosophila melanogaster et Apis mellifera. La voie 

Toll joue à son tour un rôle important sur les réponses immunitaires, y compris l'activation de 

la phagocytose (Valanne et al., 2011). Cependant, la phagocytose n'est pas seulement activée 

par la voie Toll, mais aussi par la voie JAK/STAT (Evans et al., 2006). Ainsi, l'IMI pourrait réduire 

la phagocytose en inhibant plus d'une voie immunitaire qui active la phagocytose chez les 

hémocytes. En effet, Christen et ses collaborateurs (2016) ont découvert que l'IMI a régulé à 

la hausse la défensine-1, un peptide antimicrobien de la voie Toll chez les abeilles, en 

supposant que l'IMI pourrait plutôt agir par la voie JAK/STAT sur l'activité phagocytaire. 

Cependant, dans notre étude, nous n'avons pas tenu compte du nombre réel de billes ingérées 

par les cellules. Comme le montre la figure 26, les cellules ont pu engloutir de nombreuses 

billes, ce qui a rendu impossible le comptage de leur nombre réel. Nous avons cependant vu 

des cellules qui ont clairement ingéré moins de billes que d'autres lorsqu'elles ont été 

observées au microscope. Par conséquent, il est possible que notre méthode n'ait pas permis 

de détecter un effet de l'IMI sur l'efficacité de la phagocytose dans les THP-1 ou les Schneider 

2. L'IMI pourrait influencer différents aspects du processus phagocytaire. Avec notre 

méthode, nous ne pouvons pas dire clairement si l'IMI peut influencer le taux d'absorption 

des bactéries ou la dégradation des bactéries une fois internalisées. Nous aurions ainsi pu 

passer à côté d'un effet inhibiteur graduel de l'IMI sur les quatre cellules testées. Afin de 

répondre à cette question nous avons fait la distinction entre les cellules qui ont phagocyté 

au moins une bille de latex et celles qui n'en ont pas phagocyté du tout. De plus, nous avons 

également compté toutes les cellules qui ont phagocyté moins de 20 billes, pour estimer si le 

Confidor vert affecte l'efficacité des cellules phagocytaires. Nous avons observé une 
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diminution significative de la phagocytose à 1 µg/mL d’IMI dans le Confidor vert sans 

activation immunitaire dans les hémocytes d’abeilles. Bien que les pourcentages de cellules 

phagocytant moins de 20 billes soient inférieurs aux pourcentages de cellules ayant 

phagocytées au moins une bille, nous avons observé une différence statistiquement 

significative que sur des concentrations élevées de Confidor vert. De plus, nous n'avons 

observé aucune différence entre les concentrations chez les bourdons pour la phagocytose 

totale ou avec moins des billes. Bien que Les hémocytes de bourdons semblaient réagir de 

façon plus sensible à l'IMI que les abeilles mellifères. Comme nous l'avons déjà mentionné au 

point 4.3.2, nous avons collecté des larves de bourdons jusqu'à la fin de l'automne. 

Contrairement à Linder et ses collaborateurs (2008) qui ont constaté que les températures 

plus froides amélioraient plutôt la réponse immunitaire des drosophiles, nous avons plutôt 

observé qu'avec les températures plus froides à la fin de l'automne, la condition immunitaire 

s'affaiblissait chez les larves de bourdons. Environ 20 % des hémocytes témoins étaient 

capables de phagocytose alors que dans d'autres expériences, plus de 60 % des hémocytes du 

groupe témoin étaient capables de phagocytose. Les résultats sur l'exposition du Confidor vert 

doivent donc être interprétés avec prudence.  

Il a également été intéressant de constater lors de l'exposition au Confidor que les LPS n'ont 

pas du tout renforcé l'impact négatif de l'IMI. Bien que nous ayons clairement observé un effet 

additif des LPS sur l'action suppressive de l'IMI sur la réponse immunitaire phagocytaire des 

quatre cellules testées, aucun effet de ce type n'a été observé dans les hémocytes d'abeilles 

après exposition au Confidor vert. 
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Figure 26 : Billes en latex fluorescent phagocytées par les cellules Schneider 2 de D. melanogaster. 
Les flèches blanches montrent les cellules qui ont englouti un grand nombre de billes, les flèches 
grises montrent les cellules qui ont englouti un petit nombre de billes et les flèches noires montrent 
les cellules qui n'ont pas phagocyté de billes fluorescentes en latex. La barre d'échelle est 10 μm. 

 

En conclusion, nous pouvons résumer que des concentrations de 1 µg/mL à 100 µg/mL d'IMI 

ont inhibé l'activité phagocytaire dans les macrophages humains et les hémocytes d'insectes 

après activation immunitaire par le LPS d’Escherichia coli. Les LPS ont clairement intensifié les 

effets inhibiteurs de l'IMI sur l'activité phagocytaire cellulaire. La phagocytose dans les 

hémocytes des insectes était plus fortement inhibée que dans les macrophages humains. Bien 

que nous n'ayons observé aucun effet de l'IMI sur la phagocytose des macrophages humains 

sans activation immunitaire, l'IMI a réduit la phagocytose de façon dose dépendante dans les 

cellules des insectes après même une courte exposition et sans activation immunitaire. Les 

cellules de bourdons ont été les plus touchées par l'IMI. Le Confidor vert a réduit la 

phagocytose dans les hémocytes d'abeilles à une concentration 10 fois inférieure à celle de 

l'IMI, mais ne semble pas augmenter son action suppressive avec l'augmentation des 

concentrations. 
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4.3. Production des ROS et NOS après l’exposition à l’IMI 

 

Lorsque les cellules entrent en contact avec des agents pathogènes, elles produisent des 

espèces réactives de l'oxygène (ROS) et des espèces de l'oxygène d’azote (NOS) afin de tuer 

les microbes. Cette réaction immunitaire cellulaire est l'une des premières actions dans la 

défense contre les pathogènes. Comme ces molécules sont également toxiques pour 

l'organisme lui-même, il est important qu'elles restent en homéostasie. Il a déjà été démontré 

que « les produits chimiques » puissent modifier la production de ROS et de NOS entraînant 

un stress oxydatif chez les organismes. Par conséquent, nous avons mesuré la production de 

NO et de H2O2 dans les cellules après 30 minutes, deux heures puis après trois heures 

respectivement d'exposition à l'IMI et au Confidor vert avec et sans activation immunitaire. 

 

4.3.1. Hémocytes d’abeilles (Apis mellifera) 

 

4.3.1.1. H2O2 

 

Du fait que la production d'H2O2 variait beaucoup d'une larve à l'autre, nous avons exposé les 

cellules d'une même larve aux différentes concentrations d’IMI et le même traitement par 

LPS. Ensuite nous avons calculé le pourcentage de variation de la production de H2O2 de 

chaque concentration d’IMI à son témoin négatif. En moyenne, les hémocytes du groupe 

témoin sans IMI et sans LPS ont produit 13,7 µM ± 4,5 µM d’H2O2, avec un minimum et un 

maximum de 3,2 µM et 33 µM. Néanmoins nous avons trouvé le même profil d'augmentation 

ou de diminution de H2O2 dans les différentes larves en fonction des différentes 

concentrations d'IMI. Nous avons également observé des concentrations plus élevées de H2O2 

dans les témoins des traitements LPS plus élevés. Par exemple, nous avons trouvé une 

moyenne de 26,1 µM ± 6,3 µM après activation avec 10 µg/mL LPS.  

Nous avons observé une légère augmentation de H2O2 à de faibles concentrations d'IMI (1 et 

10 µg/mL) et une diminution significative de H2O2 à 50 µg/mL d'IMI sans activation 

immunitaire, et nous n'avons pas observé d’augmentation de H2O2 lorsque les cellules étaient 
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activées immunitairement par les LPS mais plutôt une diminution (tests statistiques voir 

ANNEXE 4). Lors d'une faible activation immunitaire, l'IMI a entraîné une diminution 

significative à 100 µg/mL , tandis que lors d'un traitement élevé par LPS, elle a entraîné une 

diminution significative à 25 µg/mL, la production étant réduite de plus de 20 % à 25 µg/mL 

jusqu'à 57,7 % à la concentration maximale comparativement au groupe contrôle. 

Après 3 heures d'exposition au Confidor vert, nous avons à nouveau observé une légère 

augmentation de H2O2 à de faibles concentrations d’IMI, avant de constater une diminution 

de H2O2 à des concentrations plus élevées. Nous avons relevé une augmentation 

statistiquement significative à 1 µg/mL d’IMI et à une faible activation immunitaire, ainsi 

qu'une différence significative par rapport au témoin à 100 µg/mL d’IMI qui a été réduite de 

plus de 30 % par rapport au témoin (Figure 27). 

 

Figure 27: Production d’H2O2 dans les hémocytes d’abeilles après trois heures d’exposition à l’IMI (en 
couleur jaune/rouge) et au Confidor vert (en couleur bleu). Les lettres de mêmes couleurs montrent 
des différences statistiquement significatives entre les différentes concentrations d’IMI ou de 
Confidor pour un même traitement en LPS (voir l’ANNEXE 5 pour plus des détails sur les tests 
statistiques). 
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4.3.1.2. NO 

 

Nous avons analysé le NO après 30 minutes, 1 heure et 2 heures d'exposition aux pesticides. 

Pour les hémocytes d'abeilles, nous n'avons pas observé de grande différence dans la 

libération intracellulaire de NO après les différents temps de mesure. La quantité de NO 

libérée a augmenté légèrement avec le temps, mais le rapport existant entre les différentes 

concentrations des pesticides sur le NO libérée dans les cellules par rapport à leur témoin 

(témoin négatif de chaque traitement au LPS) n'a pas beaucoup changé au fil du temps (voir 

la figure 28). Après l'exposition à l'IMI, nous avons constaté une augmentation significative de 

la libération de NO à 1 µg/mL d'IMI jusqu'à 10 µg/mL, suivie d'une diminution à 25 µg/mL et 

d'une augmentation de NO jusqu'à la concentration maximale utilisée de l'IMI. Cette tendance 

était à peu près la même pour les différentes activations de LPS, bien que l'augmentation de 

NO ait été plus forte après un traitement par les LPS.  

À des concentrations d’IMI plus faibles (1 et 10 µg/mL), les hémocytes d'abeilles ont produit 

plus de NO lors d'une légère activation immunitaire que lors d'une activation immunitaire 

élevée. Nous avons constaté une augmentation statistiquement significative du NO par 

rapport à son groupe témoin pour 1 µg/mL d’IMI et une faible activation immunitaire. Par 

contre, la production du NO était la même que dans ses groupes témoins sans ou avec une 

activation immunitaire forte. À 10 µg/mL d’IMI, nous avons observé une augmentation 

maximale significative du NO dans les différents groupes de traitement LPS, par rapport au 

groupe témoin, avec une augmentation d'environ 15 % pour l'activation LPS et 7 % sans LPS. 

À 25 µg/mL d’IMI et avec une forte activation aux LPS, la libération de NO a légèrement 

diminué. Aux concentrations élevées d'IMI, le NO a ensuite augmenté dans tous les 

traitements LPS, les valeurs les plus élevées étant obtenues avec 10 µg/mL des LPS. Elle a 

augmenté de 1 %, 9 % et 15 % respectivement lors d'une légère activation immunitaire et de 

11 %, 17 % et 27 % lors d'une forte activation immunitaire par rapport aux groupes témoins. 
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Contrairement à ce modèle d’augmentation et de diminution après exposition à l’IMI pure, 

nous avons observé une augmentation régulière de la libération de NO avec l'augmentation 

des concentrations d'IMI après exposition au Confidor vert (pour des analyses statistiques 

détaillées voir ANNEXE 6). Aucune différence importante n'a été observée entre les 

concentrations de NO des différents traitements par LPS (figure 28). Le NO a continuellement 

augmenté de 4 % par rapport à son témoin à la concentration d'essai la plus faible de 0,1 

µg/mL jusqu'à ce qu'il dépasse 10 % à la concentration la plus élevée de Confidor vert testée. 

L'augmentation la plus élevée par rapport au témoin a donc été plus faible lors de l'exposition 

au Confidor vert que lors de l'exposition à l’IMI.  

Figure 28 : Production de NO dans les hémocytes d’abeilles après 30 minutes, 1 heure et deux heures 
d’exposition à l’IMI (couleur jaune et rouge) et au Confidor vert (couleur bleu). Les lettres de mêmes 
couleurs montrent des différences statistiquement significatives entre les différentes concentrations 
d’IMI ou de Confidor pour un même traitement en LPS. (Pour plus d’informations sur les tests 
statistiques voir ANNEXE 6). 
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4.3.2. Hémocytes de bourdons (Bombus terrestris) 

 

4.3.2.1. H2O2 

Comme expliqué au point 4.3.1.1, nous avons exposé les cellules d'une larve à toutes les 

concentrations d’IMI afin d'identifier l'impact de l'IMI sur le même individu. Aucune différence 

significative après 3 heures d'exposition n'a été détectée dans la production de peroxyde 

d'hydrogène des hémocytes de bourdons entre le groupe témoin et les cinq concentrations 

différentes d’IMI sans activation immunitaire et avec une faible dose de LPS (Figure 29, tests 

statistiques voir ANNEXE 5). Cependant, l'IMI a réduit de façon significative la production de 

peroxyde d'hydrogène des hémocytes de bourdons à des concentrations de 10 ; 50 et 100 

µg/mL pendant une forte activation immunitaire avec 10 µg/mL de LPS (pour des informations 

détaillées sur les analyses statistiques voir ANNEXE 5). Aux doses de 50 et 100 µg/mL, la 

production de H2O2 a été réduite de plus de 30 %. 

Après 3 heures d'exposition au Confidor vert, nous avons constaté une diminution 

statistiquement significative de la production de H2O2 sans activation par LPS et à la 

concentration d’IMI la plus élevée. Tous les autres scénarios n'ont pas montré de différences 

statistiquement significatives entre les concentrations d'IMI. Les concentrations de H2O2 

détectées dans les hémocytes de bourdons variaient entre 2 et 8 µM, tandis que dans les 

hémocytes d'abeilles, elles atteignaient jusqu'à 50 µM chez certaines larves. Nous avons utilisé 

la même quantité d'hémolymphe dans les deux expériences, bien qu'en général nous ayons 

pu extraire plus d'hémolymphe des bourdons que des larves d'abeilles. Nous n'avons pas 

calculé la quantité d'hémocytes par µL de chaque larve utilisée lors des analyses de H2O2. Il se 

peut que nous ayons eu moins d'hémocytes chez les bourdons que chez les abeilles, ce qui 

s'est traduit par des concentrations de H2O2 plus faibles, ou que les hémocytes des abeilles 

aient pu produire plus de H2O2 que les bourdons. 
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Figure 29 : Production de H2O2 des hémocytes de bourdon après 3 heures d’exposition à l’IMI (couleur 
jaune et rouge) et au Confidor vert (couleur bleu). Les lettres de mêmes couleurs montrent des 
différences statistiquement significatives entre les différentes concentrations d’IMI ou de Confidor 
vert pour un même traitement en LPS. L’absence de lettres indique l’absence de différence 
statistique. Pour plus d’informations sur les tests de statistiques voir ANNEXE 5. 

 

4.3.2.2. NO 

 

La libération d'oxyde nitrique a été mesurée après 15 minutes jusqu’à 4 heures dans les 

hémocytes de bourdons. Comme pour les hémocytes d'abeilles (voir point 4.3.1.2), nous 

avons constaté peu de différence dans la libération de NO pour différents temps de mesure. 

De nouveau, la quantité de NO libérée a augmenté avec le temps, mais la proportion de NO 

libérée dans les cellules de concentrations de pesticides différentes par rapport à son témoin 

(témoin négatif de chaque traitement aux LPS) n'a pas changé durant cette période. Par 

conséquent, les graphiques créés pour différents temps d'exposition se ressemblent tous. 

Nous avons donc décidé de ne discuter des résultats qu'après 2 heures d'exposition de l'IMI 

et du Confidor vert dans les hémocytes de bourdons.  
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L'IMI a légèrement réduit de 4 % la production d'oxyde d'azote dans les hémocytes de 

bourdons à 1 µg/mL, suivie d'une induction d’environ 5 % à 10 et 25 µg/mL et d'une réduction 

à des concentrations plus élevées du pesticide lorsque les cellules n'étaient pas immunisées 

(Figure 30). Alors qu'au cours d'une légère activation immunitaire, les concentrations de NO 

ont augmenté de 5 %, elles ont diminué de 10 % au cours d'une forte activation immunitaire 

à la plus faible concentration testée, soit 1 µg/mL. Cette diminution du NO a été observée à la 

fois pour les activations immunitaires à 10 et 25 µg/mL d'IMI. Les concentrations de NO ont 

augmenté de nouveau pour atteindre des niveaux témoins à 50 µg/mL d’IMI pour les deux 

activations immunitaires avant de chuter de nouveau à la concentration IMI la plus élevée de 

100 µg/mL d’IMI. 

 

 

Figure 30: L'libération de NO dans les hémocytes de bourdon après 2 heures d’exposition à l’IMI 
(couleur jaune et rouge) et au Confidor vert (couleur bleu). Les lettres de mêmes couleurs montrent 
des différences statistiquement significatives entre les différentes concentrations d’IMI ou de 
Confidor vert pour un même traitement en LPS. (Pour plus d’informations sur les tests de statistiques 
voir ANNEXE 6) 
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4.3.3. Cellules humaines : THP-1 

 

Contrairement aux cellules d’insectes nos protocoles expérimentaux non pas permis en 

évidence la libération de H2O2.  

4.3.3.1. NO 

Le NO a été mesuré dans des THP-1 après 15 minutes jusqu’à 2 heures après l'exposition à 

l'IMI ou au Confidor vert. Contrairement aux hémocytes d'abeilles et de bourdons, nous avons 

constaté une différence importante dans la libération de NO avec le temps. Après 30 minutes, 

nous avons mesuré les plus grandes différences d'émission de fluorescence dues au rejet de 

NO entre le groupe témoin et les différentes concentrations de pesticides. Cet écart de 

production de NO entre différents groupes diminuait continuellement avec le temps. Nous 

avons donc décidé d'évaluer trois temps différents plutôt que d'évaluer des données 

consolidées entre 15 minutes et 4 heures comme nous l'avons fait avec la production de NO 

chez les hémocytes d’abeilles et de bourdons (Walderdorff et al., 2018). Nous avons analysé 

la production de NO après 30 minutes, 1 heure et 2 heures d'exposition aux pesticides. 

Contrairement aux résultats des analyses de H2O2 et de NO dans les hémocytes de bourdons 

et d'abeilles, qui ont été calculées en pourcentage pour chaque larve (pour plus de détails voir 

4.3.1.1), nous avons utilisé toutes les valeurs mesurées pour calculer une moyenne pour le 

groupe témoin. 

Comme le montre la figure 31, nous avons obtenu une réponse plus forte de NO aux deux 

pesticides après 30 minutes qu'après une exposition plus longue d'une heure ou deux heures. 

La production de NO a diminué avec le temps. Alors que nous avons observé une 

augmentation de 20 % du NO à 1 µg/mL IMI à 30 minutes sans activation par LPS, nous n'avons 

observé qu'environ 10 % d'une augmentation après 2 heures. Cet effet a été encore mieux 

observé après l'exposition au Confidor vert où l’augmentation de NO est de plus de 40 % pour 

le même groupe après 30 minutes et de seulement 10 % après 2 heures. En général, l'IMI et 

le Confidor vert ont conduit au même type de courbe dans la production de NO. Nous venons 

de trouver des réponses plus fortes des THP-1 au Confidor vert qu'à l'IMI. Dans les deux 

expériences (IMI et Confidor vert), nous avons observé la plus forte augmentation de NO après 
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une faible concentration sans activation immunitaire. Il semble donc que les pesticides 

entraînent un stress dans les cellules provoquant la libération de NO. Après une 

augmentation, nous avons observé une forte diminution du NO à 10 µg/mL d’IMI. Les 

quantités de NO tombent à environ 60 % en l'absence de LPS ou de LPS élevé, et à environ 40 

% en cas de LPS faibles par rapport au groupe témoin, pour augmenter de nouveau à des 

concentrations d’IMI (à 25 µg/mL et 50 µg/mL) et ensuite diminuer de nouveau à 100 µg/mL. 

Pour le Confidor vert, nous observons une forte augmentation suivie d'une diminution 

continue de NO sans activation des LPS après 30 minutes. Plus l'exposition est longue, moins 

l'augmentation est marquée et moins il y a des variations avec le Confidor vert pour les trois 

groupes de traitement LPS (pour les analyses statistiques voir ANNEXE 6).  

Certaines études ont montré que la mortalité des insectes augmentait avec de faibles doses, 

diminuait avec des doses intermédiaires et augmentait à nouveau avec des doses élevées. 

(Suchail et ses collaborateurs (2001) ont suggéré dans leurs travaux que ce profil de toxicité 

pourrait être attribuable à différents récepteurs d'affinité pour l'imidaclopride. De faibles 

doses pourraient activer un récepteur à haute affinité, tandis que des doses plus élevées 

pourraient activer les récepteurs à haute et à basse affinité. Ce qui peut conduire à une 

mortalité à faible dose et entraînant une action compensatrice à fortes concentrations 

induisant un effet protecteur. De tels sites de liaison à affinité élevée et faible ont été trouvés 

chez deux espèces d'Hemiptera (Lind et al., 1998). Lind et ses collaborateurs ont testé ces 

récepteurs d'affinité chez plusieurs espèces d'insectes dont la drosophile, mais n'ont pas 

mentionné les hyménoptères (famille des abeilles, des guêpes et des fourmis) dans leurs 

travaux. Chez les vertébrés, l'IMI semble également agir sur l'organisme longtemps après 

l'intoxication, ce qui en fait un composé à action prolongée. 
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Figure 31 : Production de NO dans les THP-1 après 30 minutes, 1 heure et deux heures d’exposition à 
l’IMI ou au Confidor vert. Les lettres de mêmes couleurs montrent des différences statistiquement 
significatives entre les différentes concentrations d’IMI ou de Confidor pour un même traitement par 
LPS. Voir ANNEXE 6 pour les p-values et les modèles statistiques. 
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4.3.4. Comparaison de la production cellulaire de ROS et NOS chez les 

différentes espèces  

 

Les espèces réactives de l'oxygène comme le H2O2 et le NO peuvent être nuisibles pendant le 

processus de réponse immunitaire. Le NO joue un rôle important dans les mécanismes de 

défense des insectes hôtes contre les virus, les bactéries et les parasites et est également 

produit en tant que molécule effectrice fonctionnant à la fois comme molécule de 

signalisation et comme composant cytotoxique (Rivero, 2006). Tafalla et ses collaborateurs 

(2003) ont suggéré que le NO pourrait jouer un rôle dans l'inhibition de la phagocytose chez 

les hémocytes de la mye (Ruditapes decussatus). Les deux molécules sont également 

importantes lors de la digestion des microbes phagocytés ou de l'encapsulation des parasites. 

L'efficacité de la phagocytose peut donc être encore plus affectée par l'IMI car les hémocytes 

sécrètent des radicaux d'oxygène et d'azote lors de la destruction des microbes internalisé. 

Les hémocytes d'abeilles ont montré une plus forte sensibilité à l'IMI dans leur production de 

peroxyde d'hydrogène que les hémocytes de bourdons, car la production a diminué de façon 

significative à 50 µg/mL d’IMI et aucune activation immunitaire et à 100 µg/mL avec un faible 

traitement aux LPS (Figure 27). Comme pour les bourdons, l'IMI a eu un impact plus important 

sur les hémocytes d'abeilles lorsque l'exposition au pesticides s'est produite avec une forte 

concentration en LPS, avec des différences significatives par rapport au témoin à 25 µg/mL 

d'IMI (p-value voir ANNEXE 5). En effet, la production a diminué de plus de 20 % à 25 µg/mL 

jusqu'à 57,7 % à la concentration d’IMI maximale comparativement au groupe contrôle. Chez 

les bourdons, nous avons observé une diminution d'environ 30 % de H2O2 à des concentrations 

IMI élevées. Bien que l'IMI seul sans activation immunitaire n'ait eu aucun impact significatif 

à aucune concentration sur la production de H2O2 chez les bourdons, il a été réduit dans les 

cellules d'abeilles à des concentrations très élevées. C'est surprenant, car les substances 

toxiques ont induit l'H2O2 dans les cellules immunitaires humaines en fonction du temps et de 

la dose, plutôt que de l'inhiber (Baulig et al., 2003; Klestadt et al., 2002; Qin, 2012). 

Malheureusement, nous ne pouvons pas comparer nos résultats à la production d'H2O2 dans 

les THP-1 car nous n'avons pu détecter aucun H2O2 avec notre méthode à aucun traitement 

LPS dans ces cellules. Le Confidor vert semble avoir un effet plus faible sur la production de 
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peroxyde d'hydrogène chez les bourdons que pour l’IMI. Nous n'avons observé qu'une 

diminution de 10 % (contre 30 % lors de l'exposition à l'IMI) à la concentration maximale testée 

avec le Confidor vert. Chez l'abeille, nous avons observé à peu près les mêmes effets que lors 

de l'exposition à l'IMI, avec la seule différence que le Confidor vert avait une réponse 

inflammatoire à de faibles concentrations et faible traitement par LPS avec une augmentation 

de 20 % puis une diminution d’H2O2 à de fortes concentrations. Les LPS ont fait passer la 

réduction de H2O2 observée par l'IMI de 30 % sans LPS à près de 60 % pendant une forte 

activation immunitaire. 

Les résultats pour le NO ont montré l'effet contraire chez les abeilles, ce qui a entraîné une 

augmentation des émissions de NO. Il est intéressant de noter que les bourdons et les abeilles 

ont réagi complètement différemment à l'IMI lorsqu'ils ont été testés sur la production de NO. 

Bien que l'IMI ait légèrement augmenté le NO à des concentrations moyennes d'IMI sans 

activation immunitaire chez les bourdons, il a diminué en fonction de la dose d'IMI à une 

activation par LPS faible et élevée. Chez les abeilles, on observe une augmentation de NO en 

fonction de la dose d'IMI et des concentrations de LPS. Les LPS et l'IMI ont eu un impact additif 

significatif sur la production de NO. De plus, après l'exposition au Confidor vert, les cellules 

des deux pollinisateurs ont réagi différemment l'une de l'autre. Chez les abeilles, nous avons 

constaté une augmentation de NO comme nous l'avons constaté après l'exposition à l'IMI, 

sauf que nous n'avons plus observé de différence entre les différentes concentrations de LPS. 

De plus, l'augmentation due au Confidor était moins marquée que celle due à l'IMI pur. 

Cependant, chez les bourdons, le Confidor a montré un impact plus important sur la libération 

de NO, car nous avons observé une augmentation significative en l'absence de LPS et une 

diminution en cas de traitement aux LPS. Cresswell et al. (2012) ont présumé que la différence 

entre les deux pollinisateurs pouvait être liée à un métabolisme différent pendant le processus 

de la détoxication. Ce qui montre aussi que la demi-vie de l’IMI dans les deux espèces est 

différente, étant plus courte chez l’abeille que chez le bourdon (Cresswell et al., 2012; Suchail 

et al., 2004b).   

Il a été démontré que le NO joue un rôle majeur dans le début de l'activation immunitaire des 

hémocytes d'abeilles pendant la reconnaissance et de la prolifération des hémocytes (Negri 

et al., 2013). De plus, il s'agit d'une réponse non spécifique omniprésente qui détruit les 
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pathogènes donc pertinente dans le processus de la phagocytose. Cependant, ces 

caractéristiques cytotoxiques peuvent également nuire à l'organisme lui-même, car une 

sécrétion élevée de NO entraîne un stress oxydatif dans les cellules (Rivero, 2006). Bien que 

le NO agisse comme inducteur de la réponse immunitaire dans les phagocytes, de grandes 

quantités de NO produites par les hémocytes peuvent déclencher l'apoptose dans les cellules 

voisines. Il est donc essentiel de maintenir son homéostasie. 

Fait intéressant, nous avons observé un impact plus important de l'IMI sur la production 

humaine de NO que dans les hémocytes d’abeilles et de bourdons. Par contre la phagocytose 

a été nettement plus touchée dans les cellules d'insectes que dans les cellules humaines. De 

plus, nous avons observé un impact plus important du Confidor vert sur la libération de NO 

cellulaire humaine qu'après une exposition à l'IMI. L'IMI à faibles concentrations a entraîné 

une forte augmentation de NO puis une diminution à des concentrations plus élevées. L'IMI a 

donc montré des effets agonistes et antagonistes à des concentrations élevées et faibles. L'IMI 

a également causé du stress oxydatif chez la carpe et le rat, montrant une augmentation de 

NO dans les tissus et une régulation accrue de l'iNOS (inducible nitric oxide synthase ; 

Duzguner and Erdogan, 2012; Özdemir et al., 2018). Nous avons également observé que le 

rejet de NO était le plus fortement impacté après la courte exposition de 30 minutes et s'est 

stabilisé après une exposition plus longue (1 heure et 2 heures). Au contraire, nous n'avons 

pas trouvé un effet aussi fort du temps d’exposition sur les hémocytes des insectes. Il semble 

logique que la libération de NO soit la plus forte après une exposition de courte durée car c'est 

la première réaction rapide des cellules à la reconnaissance des pathogènes. En raison de leur 

mode de vie, les abeilles sont exposées à des charges croissantes de stress oxydatif car le 

nectar, le pollen et la propolis contiennent des substances allélochimiques qui produisent des 

espèces réactives oxygénées. Les ROS et les NOS ne sont pas seulement toxiques pour les 

microbes, mais aussi pour les cellules d'abeilles. Elles ont donc développé un système 

enzymatique antioxydant très efficace pour éliminer les radicaux libres d'oxygène (Korayem 

et al., 2012). L'IMI pourrait activer ce système enzymatique, ce qui entraînerait une diminution 

de ROS et de NOS à fortes concentrations. Le fait d'avoir ce système enzymatique très évolué 

pourrait également expliquer que nous n'avons pas observé de différence importante entre 

les temps d'exposition plus longs dans les cellules des deux insectes. 
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4.4. Protéines participant à la réponse immunitaire 

 

La reconnaissance des agents pathogènes ou l'activation des cytokines déclenche une cascade 

de protéines dans les cellules pour transmettre le signal de la paroi cellulaire au noyau, afin 

de commencer la transcription des molécules de signalisation ou autres réactions 

immunitaires. Comme il existe plusieurs voies immunitaires différentes connues pour jouer 

un rôle dans la réponse immunitaire, nous avons étudié l'impact de l'IMI et du Confidor vert 

sur plusieurs protéines différentes impliquées dans ces voies de transcription. Chez les abeilles 

et les bourdons, nous avons examiné par qPCR l'expression de gènes de diverses protéines 

impliquées dans les réponses immunitaires après exposition simultanée aux pesticides et aux 

LPS. Dans des THP-1, nous avons effectué un test ELISA pour détecter la quantité de cytokines 

libérées après une réaction immunitaire. 

 

4.4.1. Hémocytes d’abeilles (Apis mellifera) 

 

Chez les abeilles, nous avons étudié l'expression génétique relative de six protéines après 18 

heures d'exposition à l'IMI ou au Confidor vert avec ou sans activation immunitaire par LPS. 

Nous avons cherché au moins une protéine de chaque voie pour voir si les voies d'exposition 

sont affectées différemment par les pesticides. Alors que la protéine « basket » fait partie de 

la voie JNK, « relish » fait partie de la voie Imd, « TEP-A » de JAK/STAT et « Spätzle », 

« myd88 » et « défensine » font partie de la voie activée par les récepteurs Toll.   

 

4.4.1.1. Voie JNK : basket 

 

Basket, un gène de signalisation de la voie immunitaire JNK, a été significativement régulé à 

la hausse par l'IMI à la plus faible concentration testée soit 0,1 μg/mL sans traitement LPS 

(Figure 32). Cette régulation était plus forte et dose dépendante par rapport à l’IMI atteignant 
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un maximum d'environ 80 fois l'expression du groupe témoin sans IMI, pour 10 μg/mL d’IMI. 

À 25, 50 et 100 μg/mL d'IMI, l'expression a diminué, mais « basket » était encore fortement 

surexprimé par rapport à son groupe témoin. Après activation immunitaire avec 1 μg/mL de 

LPS, nous avons à nouveau observé une surexpression par rapport au groupe témoin, mais 

cette fois les différences entre l'expression des gènes dans le groupe témoin et dans les 

groupes de traitement IMI n'étaient pas si importantes que sans LPS (10 fois plus que dans le 

groupe témoin, Figure 32). À 1 μg/mL de LPS, nous avons observé une hausse statistiquement 

significative de l’expression pour 10 μg/mL d’IMI, tandis qu'à 10 μg/mL LPS, la hausse de 

l’expression n'était significative qu’à partir de 50 μg/mL d’IMI (trois fois plus importante que 

chez le témoin, voir ANNEXE 7 pour les tests statistiques). Basket est une protéine de 

signalisation et est régulée à la hausse chez la drosophile dans les 5 premières minutes après 

une infection, bien qu'après une heure aucune augmentation ne soit détectable (Sluss 1996). 

L'IMI seul déclenche l'expression de « basket » comme si les cellules étaient activées par le 

système immunitaire. Lorsque les cellules réagissent aux LPS, l'IMI a un effet additif sur 

l'expression des gènes de « basket », mais comme nous observons déjà une expression 

génétique plus élevée dans le contrôle due aux LPS, la différence d’expression entre le 

contrôle LPS et les groupes d’IMI est inférieur à celui entre le contrôle sans LPS et les groupes 

d’IMI. Les LPS seuls sans pesticide ont entraîné une augmentation de 3,5 et 8,3 fois 

l'expression de « basket » pour 1 et 10 μg/mL LPS respectivement par rapport à son contrôle 

sans LPS. L'IMI seul (sans LPS) a donc eu un impact dix fois plus important sur l'expression de 

« basket » (80 fois plus important) dans les cellules d'abeilles qu’une activation immunitaire 

par les LPS. 

Nous avons observé le même effet lorsque les hémocytes d'abeilles ont été exposés au 

Confidor vert. Le Confidor vert régule « basket » à la hausse à 0,1 μg/mL d’IMI sans activation 

immunitaire. Même si nous n'avons pas trouvé de différence statistiquement significative 

entre les concentrations de pesticides, le gène était exprimé 45 fois plus fortement après 

exposition au Confidor vert que dans son groupe témoin. Une régulation à la hausse forte mais 

plus légère par le Confidor vert a également été observée après activation immunitaire avec 

1 μg/mL LPS (13 fois, voir Figure 32). Erler et ses collaborateurs (2011) ont testé l'expression 

génétique de « basket » chez les bourdons après une activation immunitaire et ont constaté 
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que « basket » était moins exprimé après une infection qu’après une blessure, ce qui suggère 

que l'infection par E. coli entraîne une régulation négative de la voie JNK supérieure à celle de 

la blessure. D'autre part, Evans et ses collaborateurs (2006) ont constaté que « basket » n'était 

pas fortement touché après une injection bactérienne ou une blessure. 

 

 

Figure 32 : L'expression relative de « basket » après 18 heures d'exposition à l’IMI (a) et au Confidor 
vert (b). Les lettres de mêmes couleurs montrent des différences statistiquement significatives entre 
les différentes concentrations d’IMI pour un même traitement en LPS (tests statistiques voir ANNEXE 
7).  

 

4.4.1.2. Voie JAK/STAT : TEP-A 

 

Comme nous l'avons déjà vu pour l'expression génétique de « basket », nous avons constaté 

une forte surexpression (9 fois le contrôle) du TEP-A à notre plus faible concentration d’IMI 

(0,1 μg/mL). L’expression augmente de 45 fois lorsque la concentration passe à 10 μg/mL d’IMI 

puis diminue de 9 par rapport au contrôle pour 100 μg/mL (Figure 33). Après une faible 

activation immunitaire avec 1 μg/mL LPS, l'IMI a augmenté significativement l'expression du 

TEP-A pour 10 μg/mL d’IMI. On retrouve la même tendance dans l'expression TEP-A après 1 

μg/mL LPS que sans LPS, mais avec des différences plus faibles entre le témoin et les 

concentrations d’IMI. Après forte activation immunitaire (10 μg/mL LPS), l'IMI a 

significativement augmenté l'expression du TEP-A pour la concentration la plus élevée de l'IMI 

(100 μg/mL).  
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TEP-A est une protéine effectrice libérée après la voie de transcription JAK/STAT. Il est 

intéressant de noter que Evans et al. (2006) n'ont trouvé aucun changement pertinent dans 

son expression après une exposition bactérienne ou une blessure chez des abeilles adultes ou 

des larves. Cependant, les gènes effecteurs de la voie Toll, comme l'abaecine ou la défensine, 

étaient fortement régulés à la hausse chez les abeilles adultes lors d'une activation 

immunitaire. Nous n’avons observé aucun changement pertinent dans l'expression génétique 

du TEP-A après 1 μg/mL de LPS et une régulation à la hausse de 3,2 fois après une forte 

activation immunitaire (10 μg/mL de LPS) dans les groupes témoins sans pesticides. La 

régulation à la hausse du TEP-A par l'IMI (changement de 9 à 45 fois) est donc très importante 

dans les cellules non immunisées. Cependant, en comparant les résultats de la molécule pure 

à son produit commercial, nous n'avons trouvé une régulation positive significative du TEP-A 

par le Confidor vert que lorsque les cellules étaient immunisées avec 1 μg/mL de LPS 

(changement 67 fois supérieur à 10 μg/mL d’IMI de Confidor vert). Le TEP-A semble être assez 

peu régulé par le Confidor vert (0,12 fois moins) lorsque les cellules n'ont pas été exposées au 

LPS, bien que nous n'ayons pas trouvé de différences statistiquement significatives entre le 

témoin et toutes les concentrations de Confidor vert sans LPS testées (Figure 33b). 

 

 

Figure 33 : L'expression relative du gène TEP-A après 18 heures d'exposition à l’IMI (a) et au Confidor 
vert (b). Les lettres de mêmes couleurs montrent des différences statistiquement significatives entre 
les différentes concentrations d’IMI ou de Confidor vert pour un même traitement par LPS (voir 
ANNEXE 7 pour les tests statistiques). 
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4.4.1.3. Voie Imd : Relish 

 

Relish est le principal facteur de transcription de la voie Imd, qui conduit à la transcription des 

protéines effectrices antimicrobiennes et à la mélanisation. Chez les abeilles, elle est régulée 

à la hausse en cas d'infection bactérienne et de blessure. Son expression varie en fonction du 

défi immunitaire et de l'agent pathogène. Par exemple, Lourenço et al. (2013) ont trouvé que 

relish était plus fortement régulée après un défi immunitaire avec des bactéries Gram-

négatives qu'après un défi avec des bactéries Gram-positives ou après une blessure. Après 18 

heures d'exposition à l'IMI, nous avons observé une augmentation significative de son 

expression pour une variation de 10 μg/mL à 50 μg/mL d'IMI, puis une diminution pour 100 

μg/mL d’IMI. Néanmoins, avec l’activation à 1 μg/mL de LPS, l’expression de relish augmente 

de façon dose dépendante atteignant un maximum à 100 μg/mL d’IMI, de 66 fois plus que son 

contrôle sans l’IMI (Figure 34a). Lors d'une activation immunitaire plus forte (10 μg/mL de 

LPS), l’IMI n'a pas changé l'expression de relish. Lorsque les cellules ont été exposées au 

Confidor vert sans LPS, nous avons observé un schéma d'expression similaire à celui observé 

après une exposition à l’IMI. L'expression était régulée à la hausse aux concentrations faibles 

et intermédiaires et diminuait à des valeurs similaires à celles des témoins pour 100 μg/mL de 

Confidor vert. Néanmoins, nous n'avons trouvé aucune différence statistiquement 

significative pour aucune concentration de pesticide testée avec ou sans LPS. En comparant 

les trois groupes témoins sans pesticides et les différentes concentrations de LPS, nous avons 

constaté une régulation à la hausse de l'expression de relish avec des concentrations plus 

élevées de LPS (changement de 3,6 fois pour 10 μg/mL LPS). 
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Figure 34 : L'expression relative du gène relish après 18 heures d'exposition à l’IMI (a) et au Confidor 
vert (b). Les lettres de mêmes couleurs montrent des différences statistiquement significatives entre 
les différentes concentrations d’IMI pour un même traitement par LPS (voir ANNEXE 7 pour les tests 
statistiques). 
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la défensine étaient régulés à la hausse chez les larves d'abeilles lors d'un défi immunitaire. 

Cependant, dans nos expériences, seule la défensine a été régulée à la hausse par les LPS dans 

les groupes témoins sans pesticides (Figure 35e,f). MyD88 n'a montré aucun changement 

important dans son expression après 1 ou 10 μg/mL de LPS dans les groupes témoins. MyD88 

interagit avec Toll, Tube et la Pelle kinase et possède le motif TIR (Toll/interleukin-1 receptor-

like motif) conservé et un autre motif du domaine de la mort (Schlüns et al., 2010). Nous avons 

toutefois constaté une régulation à la hausse de myD88 lorsque les cellules n'étaient pas 

activées par l'immunité et exposées à l'IMI ou au Confidor vert. Avec des concentrations de 

LPS élevées ou faibles, l'expression de myD88 n'a pas changé ou était moins régulée par 

rapport à son contrôle sans pesticides. Nous avons tout de même constaté une légère 

régulation à la hausse de la défensine lorsque les hémocytes étaient exposé à 1 μg/mL de LPS 

et d’IMI. Il semble qu'il pourrait y avoir une boucle d'affection négative où l'expression de 

Spätzle serait réduite avec l'augmentation de l'expression de la défensine. Globalement, l'IMI 

et le Confidor vert n'ont montré qu'un léger impact sur la voie Toll par rapport aux résultats 

des autres voies immunitaires Imd, JNK et JAK/STAT. 
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Figure 35: L'expression relative des gènes Spätzle (a,b), myD88 (c,d) et défensine (e,f) après 18 heures 
d'exposition à l’IMI (couleurs jaunes) et au Confidor vert (couleurs bleus). Les lettres de mêmes 
couleurs montrent des différences statistiquement significatives entre les différentes concentrations 
d’IMI ou de Confidor vert pour un même traitement par LPS (voir ANNEXE 7 pour les tests 
statistiques). 
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4.4.2. Hémocytes de bourdons (Bombus terrestris) 

 

Nous avons testé l'expression génétique relative de 3 protéines différentes sur des cellules de 

larves de bourdons après 18 heures d'exposition à l’IMI et au Confidor vert. Nous avons utilisé 

des amorces pour les gènes TEP-A, relish et défensine, représentatives des voies immunitaires 

JAK/STAT, Imd et Toll. Contrairement aux larves d'abeilles, les larves de bourdons étaient assez 

limitées en tant que ressource (des milliers d'abeilles/ruche contre 60 bourdons/ruche). Pour 

avoir une quantité suffisante d'ARN et suffisamment de répétitions, les analyses qPCR ont 

nécessité un nombre élevé de larves. À l'exception de l'exposition au TEP-A et au Confidor 

vert, les résultats ne montrent pas d'activation immunitaire avec 10 μg/mL LPS, car nous 

n'avions pas un nombre suffisant de répétitions pour avoir des données représentatives. Il 

serait donc en effet nécessaire de répéter ces expérimentations sur une autre saison avec un 

nombre beaucoup plus conséquent de ruches et donc de larves. 

 

4.4.2.1. Voie JAK/STAT : TEP-A 

 

Dans les groupes témoins sans pesticides, l'expression du TEP-A chez les bourdons était 

régulée à la baisse (0,8 fois plus) lorsque les cellules étaient soumises à 1 μg/mL de LPS ou 

sans LPS. Cette constatation est conforme à la littérature. D'autres études ont également 

révélé que la blessure et l'injection de bactéries ont entraîné une baisse de la régulation du 

TEP-A chez les bourdons (Barribeau and Schmid-Hempel, 2013; Erler et al., 2011). 

Contrairement aux abeilles, où nous avons observé une régulation à la hausse lors de 

l'exposition aux pesticides, l'expression du TEP-A dans les hémocytes de bourdons n'a pas 

changé ou était légèrement réduite après 18 heures d'exposition à l’IMI avec 1 μg/mL de LPS 

ou sans LPS (Figure 36a). Nous avons observé des résultats similaires après exposition à son 

produit commercial, le Confidor vert. En cas d'activation immunitaire ou sans, le TEP-A n'a pas 

modifié son expression, tandis qu'en cas d'activation immunitaire élevée (10 μg/mL de LPS), 

l'expression du TEP-A était réduite d'un dixième à 50 μg/mL de Confidor vert par rapport à son 

groupe témoin sans pesticide (Figure 36b). Nous n'avons toutefois trouvé aucune différence 



RESULTATS ET DISCUSSION 
 

108 
 

statistiquement significative à aucune concentration de pesticide testée pour tous les tests 

avec le Confidor vert (ANNEXE 8). 

 

 

Figure 36: L'expression relative du gène TEP-A dans le bourdon après 18 heures d'exposition à l’IMI 
(a) et au Confidor vert (b). Les lettres de mêmes couleurs montrent des différences statistiquement 
significatives entre les différentes concentrations d’IMI pour un même traitement par LPS (voir 
ANNEXE 8 pour les tests statistiques). 
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qu'après 18 heures, bien que l'expression ait déjà pu être réduite. De plus, Schlüns et al. (2010) 

ont constaté que l'expression de relish après l'infection montrait des différences importantes 

non seulement entre les bourdons de colonies différentes, mais même entre les travailleurs 

d'une même ruche, bien que les bourdons de la même ruche soient très proches et 

génotypiquement très semblables. Bien que les réponses à l'infection, en termes d'expression 

de relish, diffèrent entre les unités génotypiques représentées par les colonies, les peptides 

antimicrobiens appartenant vraisemblablement à la voie Imd étaient régulés à la hausse dans 

toutes les colonies après une infection par un pathogène du bourdon (Schlüns et al., 2010). 

 

 

Figure 37: L'expression relative du gène relish dans le bourdon après 18 heures d'exposition à l’IMI 
(a) et au Confidor vert (b). Les lettres de mêmes couleurs montrent des différences statistiquement 
significatives entre les différentes concentrations d’IMI pour un même traitement par LPS (voir 
ANNEXE 8 pour les tests statistiques). 
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de Confidor vert. Sans LPS, le Confidor vert ne modifie pas l'expression de la défensine chez 

les larves de bourdons (Figure 38). Les LPS seuls sans pesticides n'ont pas modifié de façon 

significative l'expression de la défensine par rapport au témoin sans LPS (ANNEXE 8). 

Cependant, d'autres études ont montré une régulation à la hausse de la défensine chez les 

bourdons lors d'une infection bactérienne (Barribeau and Schmid-Hempel, 2013; Erler et al., 

2011) . Erler et al. (2011) affirment que l'expression de la défensine était plus élevée 8 heures 

après l'infection et était significativement plus faible 12 et 24 heures après l'infection. Nos 

résultats ont été obtenus 18 heures après l’activation immunitaire, de sorte que l'expression 

de la défensine pourrait déjà avoir diminué à des niveaux d’expression du contrôle sans LPS.  

 

 

Figure 38 : L'expression relative de gène défensine dans le bourdon après 18 heures d'exposition à 
l’IMI (a) et au Confidor vert (b). L’absence de lettres indique l’absence de différence statistique 
(ANNEXE 8).  
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4.4.3. Cytokines humaines 

 

Lors de l'activation immunitaire, les cellules immunitaires sécrètent des protéines qui peuvent 

activer d'autres cellules de l'organisme. Ces molécules de signalisation sont capables de 

différencier ou d’appeler d'autres cellules au site d'activation. Nous avons étudié l'impact de 

l'IMI et du Confidor vert sur la production de trois cytokines différentes : GM-CSF, TNF-alpha 

et IL-6. L'expression des cytokines a été mesurée après 5 et 24 heures d'exposition aux 

pesticides. 

 

4.4.3.1. GM-CSF 

 

GM-CSF est une cytokine pro-inflammatoire excrétée par les cellules pour stimuler et activer 

les granulocytes et les macrophages lors de la reconnaissance de pathogènes. Elle est capable 

de stimuler la différenciation des cellules immunitaires pour devenir des cellules plus 

spécialisées et adaptées (Li et al., 2010). Excrétée comme l'une des premières cytokines dans 

la réponse immunitaire, elle est d'une grande importance pour potentialiser la fonction de 

présentation de l'antigène (Chantry et al., 1990). 

Comme les THP-1 différenciées en macrophages produisent plus de GM-CSF que leur 

phénotype monocytaire, nous avons différencié les cellules pendant 48 heures avec 5 pg/mL 

de PMA avant l'exposition au pesticide. L'excrétion de GM-CSF mesurée après 5 et 24 heures 

d'exposition à l'IMI sans activation par LPS est très faible ou non détectable. Aucune différence 

entre les concentrations de pesticides et le groupe témoin n’est détectée, de sorte que ces 

concentrations d'IMI n'entraînent pas de réponse immunitaire au contact des cellules seules. 

Les cellules ont été exposées à 0,05 ; 0,1 et 1 µg/mL de LPS. Après l'activation immunitaire 

avec les LPS, la production de cytokines augmente de façon significative dans les expériences 

de 5 et de 24 heures. Les concentrations de GM-CSF après 24 heures d'exposition sont 

nettement supérieures aux concentrations mesurées après 5 heures d'exposition. Comme le 

montre la figure 39a, l'IMI après 5 heures augmente les quantités de GM-CSF avec des 
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concentrations d'IMI plus élevées. Nous avons observé une augmentation significative de GM-

CSF à 25 µg/mL d’IMI et 0,05 µg/mL LPS, à 10 et 100 µg/mL d’IMI et 0,1 µg/mL LPS, et à 100 

µg/mL d’IMI et 1 µg/mL LPS. Alors que nous avons mesuré environ 45 pg/mL de GM-CSF dans 

le groupe témoin avec 1 µg/mL de LPS après 5 heures, nous avons mesuré 110 pg/mL de GM-

CSF dans le même groupe témoin après 24 heures. A une durée d'incubation plus longue (24 

heures), nous observons une diminution significative du GM-CSF à 0,1 µg/mL d’IMI dans les 

trois groupes de traitement LPS. Dans les trois groupes LPS, l'IMI entraîne une légère 

augmentation du GM-CSF jusqu'à 25 µg/mL lorsque les quantités atteignent les valeurs du 

groupe témoin sans IMI. Les concentrations diminuent de nouveau à 50 µg/mL d’IMI et 

augmentent légèrement à 100 µg/mL IMI.  

Contrairement à l'augmentation constante de GM-CSF après 5 heures d'exposition à l’IMI, 

nous avons observé une diminution significative de GM-CSF lors de l'exposition au Confidor 

vert et 0,05 µg/mL et 0,1 µg/mL de LPS (Figure 39). À une activation immunitaire plus élevée 

avec 1 µg/mL de LPS, le Confidor vert provoque une augmentation de la GM-CSF à des 

concentrations de 1 et 10 μg/mL (calculé en équivalent IMI), ce qu’on peut reconnaitre comme 

un facteur perturbateur pour les cellules (Baulig et al., 2003). Cette réponse pro-inflammatoire 

diminue avec les concentrations plus élevées de pesticides (≥ 25 μg/mL) ne présentant alors 

aucune différence par rapport au groupe témoin, confirmant la suggestion de Qin (2012) que 

l'effet du pesticide a une rétroaction négative sur les cellules après action des concentrations 

plus élevées diminuant ainsi l'impact initiateur. Encore une fois, nous observons un schéma 

différent après un temps d'exposition plus long. Après 24 heures d'exposition au Confidor vert, 

les concentrations de GM-CSF diminuent significativement par rapport à la plus petite 

concentration testée (0,1 µg/mL d’IMI dans le Confidor vert) dans les trois groupes de 

traitement LPS différents (0,05 ; 0,1 ; et 1 µg/mL de LPS). Il est intéressant de noter une forte 

augmentation de GM-CSF à 10 µg/mL de LPS, qui a immédiatement diminué de nouveau à 25 

µg/mL. Cela pourrait s'expliquer par les différents récepteurs d'affinité (voir également le 

paragraphe 4.3.3.1) entre l'IMI et sa formulation commerciale. Selon Suchail et al. (2001) à 

faible dose l’IMI active un récepteur à haut affinité et à forte dose des récepteurs à haute mais 

aussi à basse affinité. Cet effet des récepteurs à haute et faible affinité est plus prononcé après 

une plus longue exposition aux pesticides. Ce qui confirme l’hypothèse de Lind et al. (1998) 
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qui a supposé que l’IMI agit sur l’organisme des vertébrés encore longtemps après 

l’intoxication.  

 

Figure 39 : Production de GM-CSF dans les macrophages (THP-1 différenciées) après 5 ou 24 heures 
d'exposition à l'IMI (a,c) et au Confidor vert (b,d) et activation immunitaire avec des LPS. Les lettres 
de mêmes couleurs montrent des différences statistiquement significatives entre les différentes 
concentrations d’IMI ou de Confidor pour un même traitement par LPS. Voir ANNEXE 9 pour les p-
values et les modèles statistiques.  
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plus élevées observées après 5 heures d'exposition à l'IMI et au Confidor vert ont été 

mesurées à une forte activation immunitaire (1 µg/mL LPS) et étaient d'environ de 7 pg/mL et 

12 pg/mL respectivement. Après 24 heures d'exposition et une forte activation immunitaire 

(1 µg/mL de LPS), nous avons trouvé environ 70 pg/mL et 120 pg/mL d'IL-6 dans les groupes 

témoins négatifs d’IMI et de Confidor vert respectivement (Figure 40).  

Après une exposition de courte durée (5 heures) et une activation par LPS de 0,05 µg/mL, nous 

avons observé une augmentation significative de l’IL-6 de 1,7 ± 0,4 pg/mL dans le témoin à 4,3 

± 0,3 pg/mL avec 1 µg/mL IMI. Cette augmentation est plus évidente avec des concentrations 

d’IMI jusqu'à 4,9 ± 0,4 pg/mL à 100 µg/mL IMI. Lors d'une activation LPS plus forte (0,1 et 1 

µg/mL LPS), nous avons observé des concentrations d’IL-6 plus élevées qu'avec 0,05 µg/mL 

LPS, mais nous n'avons trouvé aucune différence significative entre les différentes 

concentrations d’IMI et le même traitement par LPS. Après 5 heures d'exposition au Confidor 

vert, nous avons observé une augmentation significative de l'IL-6 à 10 µg/mL suivie d'une 

diminution des valeurs du groupe témoin aux concentrations plus élevées de Confidor vert.  

Comme les concentrations d'IL-6 étaient dix fois plus élevées après 24 heures d'exposition aux 

pesticides, nous avons observé une image plus claire de l'impact de ces molécules. A 0,05 

µg/mL, les concentrations d’IL-6 lors de l'activation du LPS oscillent entre 5,9 ± 0,5 pg/mL et 

12,4 ± 0,9 pg/mL (avec un contrôle de 10,3 ± 0,8 pg/mL) et aucune tendance exacte n'est 

visible. A 0,1 µg/mL d'activation par LPS, nous avons observé une légère augmentation de l'IL-

6 avec l'augmentation des concentrations d'IMI et avons constaté une différence significative 

à 25 µg/mL d’IMI. Lors d'une activation par LPS plus élevée (1 µg/mL LPS), nous avons observé 

une augmentation significative à des concentrations d’IMI plus faibles (1 et 10 µg/mL IMI) 

tandis que l'IL-6 diminue avec des concentrations d’IMI plus élevées jusqu'à revenir aux 

valeurs du groupe témoin négatif. Comme nous l'avons observé pour la quantification du GM-

CSF, nous voyons un effet pro-inflammatoire à de faibles concentrations, montrant une 

rétroaction négative lorsque les concentrations d'IMI deviennent trop élevées. Cet effet de 

rétroaction négatif était encore plus visible après l'exposition au Confidor vert. Ainsi à 0,1 

µg/mL LPS, nous avons observé une diminution régulière de l'IL-6 à 10 µg/mL de Confidor vert 

jusqu'à ce que les concentrations de l'IL-6 tombent sous la limite de détection aux 

concentrations les plus élevées (50 et 100 µg/mL IMI de Confidor vert). Lors d'une activation 
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LPS plus élevée (1 µg/mL LPS), nous avons observé une augmentation de l'IL-6 à la plus faible 

concentration testée de Confidor (0,1 µg/mL IMI) qui a ensuite commencé à diminuer après 1 

µg/mL de Confidor vert jusqu'à ce qu’à 100 µg/mL de Confidor vert IL-6 ne soit plus détectable. 

L'IMI dans sa formulation commerciale, le Confidor vert, s'est donc révélé avoir un impact plus 

puissant sur la sécrétion d’IL-6 dans les THP-1 que dans sa molécule mère. 

 

Figure 40 : Production d’IL-6 après 5 et 24 heures d’exposition à l’IMI et au Confidor vert. Les lettres 
de mêmes couleurs montrent des différences statistiquement significatives entre les différentes 
concentrations d’IMI ou de Confidor pour un même traitement par LPS. Voir ANNEXE 9 pour les p-
values et les modèles statistiques. Les étoiles montrent des concentrations non détectables.   
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4.4.3.3. TNF-alpha 

 

Le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-α) joue un rôle important dans l'inflammation et 

provoque de la fièvre pendant la phase aiguë de la réaction. Elle est importante pendant 

l'inflammation systémique et conduit à la prolifération et à la différenciation des cellules ainsi 

qu'à l'apoptose des cellules qui y répondent (Hehlgans and Pfeffer, 2005).  

Comme pour l'IL-6 (voir point 4.4.3.2), nous avons mesuré la production de TNF- alpha dans 

les THP-1 après 5 et 24 heures d'exposition aux pesticides. Contrairement à l'IL- 6, nous avons 

trouvé des concentrations plus élevées de TNF-alpha dans les groupes témoins négatifs après 

5 heures qu'après 24 heures. Alors qu'après 24 heures nous avons trouvé 740,1 ± 9,4 pg/mL 

de TNF-α dans le groupe témoin avec 1 µg/mL de LPS nous avons détecté 2503,4 ± 43,7 pg/mL 

du même groupe après seulement 5 heures d'exposition.  

Des résultats similaires ont été obtenus après exposition au Confidor vert. Dans le groupe 

témoin sans pesticide et 1 µg/mL de LPS, nous avons observé 6456,1 ± 128,9 pg/mL après 5 

heures, alors que nous n'avons trouvé que 857,9 ± 54,4 pg/mL après 24 heures. L'IMI diminue 

significativement la sécrétion de TNF-alpha après 5 heures à la plus faible concentration de 

0,1 µg/mL lorsqu'il est activé avec 0,1 µg/mL de LPS. A une concentration de LPS inférieure à 

0,05 µg/mL, l'IMI semble plutôt induire la production de TNF-alpha avec des concentrations 

d'IMI croissantes.  

À des niveaux élevés de LPS (1 µg/mL), l'IMI a réduit le TNF-alpha à 10 µg/mL d'IMI, à la seule 

exception de 100 µg/mL, lorsque les concentrations ont augmenté et atteint les valeurs du 

groupe témoin. Après 24 heures et à 1 µg/mL de LPS, l'IMI a diminué significativement le TNF-

alpha à partir de 25 µg/mL, atteignant un minimum de 555,4 ± 32,6 pg/mL à la concentration 

IMI maximale (100 µg/mL, Figure 41).  

Comme on l'a déjà vu pour la production d'IL-6 (voir point 4.4.3.2), le Confidor vert a eu un 

impact beaucoup plus important sur la production de TNF-alpha dans les THP-1 que sa 

molécule pure IMI. Déjà après une courte exposition (5 heures), le Confidor vert réduit 

significativement le TNF-alpha de 1 µg/mL de LPS à la concentration la plus faible testée (0,1 

µg/mL d’IMI dans le Confidor vert). Le TNF-alpha diminue drastiquement avec l'augmentation 
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des doses jusqu'à ce que les cellules ne produisent plus que 48,5 ± 20 pg/mL à 100 µg/mL de 

Confidor vert, contre presque 6500 pg/mL dans le groupe témoin. Lorsque les cellules sont 

activées avec moins de LPS (0,1 µg/mL), cette diminution était si forte que nous ne pouvions 

détecter aucun TNF-alpha à 100 µg/mL de Confidor vert. La quantité était si faible qu'elle 

n'était pas détectable avec notre kit de test ELISA. La limite de détection était de 4,5 pg/mL. 

Cet effet négatif important était encore plus fort après 24 heures d'exposition où nous n'avons 

trouvé aucune production détectable de TNF-alpha pour les deux traitements par LPS (0,1 et 

1 µg/mL) à partir de 25 µg/mL de Confidor vert. 

 

Figure 41 : Production de TNF-alpha dans les THP-1 après 5 et 24 heures d’exposition à l’IMI et au 
Confidor vert. Les lettres de mêmes couleurs montrent des différences statistiquement significatives 
entre les différentes concentrations d’IMI ou de Confidor pour un même traitement par LPS. Voir 
ANNEXE 9 pour les p-values et les modèles statistiques. Les étoiles montrent des concentrations non 
détectables.  
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4.4.4. Comparaison de l’impact de l’IMI sur les différentes voies de 

signalisation chez trois espèces différentes 

 

La réponse immunitaire à une infection ou à une blessure est un processus très complexe, 

impliquant plusieurs voies différentes de signalisation immunitaire. Chaque voie de 

signalisation possède des molécules de signalisation spécifiques et conduit à la transcription 

d'autres protéines effectrices. Les bactéries Gram-positives ou Gram-négatives ainsi que les 

champignons peuvent déclencher différentes voies de signalisation et induire différentes 

réponses immunitaires. L'intoxication par l'IMI peut donc affecter l'immunocompétence à de 

nombreux niveaux différents. Nous avons étudié l'expression de différentes protéines 

impliquées dans différentes voies de signalisation immunitaire des abeilles et des bourdons 

après exposition à l'IMI et au Confidor vert. Nous avons également analysé la production de 

trois cytokines différentes dans la lignée cellulaire humaine THP-1. 

En effet, nous avons constaté que l'IMI en combinaison avec une activation immunitaire avec 

de LPS d'E. coli a montré des effets différents non seulement sur les trois espèces différentes 

mais aussi en fonction du paramètre immunitaire testé. Chez les abeilles, l'IMI ou le Confidor 

vert exercent une forte influence sur l'expression des protéines lorsque les cellules ne sont 

pas activées par les LPS. Basket, TEP-A et relish sont fortement régulés à la hausse lorsque les 

cellules sont exposées à l'IMI ou au Confidor vert sans activation LPS. L'IMI modifie donc la 

voie JNK, JAK/STAT et Imd chez les abeilles, même sans activation immunitaire. Chez les 

bourdons, nous avons trouvé une altération de l'expression du TEP-A et de relish après 

exposition à l’IMI et au Confidor vert sans LPS, mais les différences ne sont pas statistiquement 

significatives entre elles. Néanmoins, nous avons observé une régulation à la hausse après 

l'exposition à l'IMI alors que nous avons observé une régulation à la baisse après l'exposition 

au Confidor vert. Contrairement aux deux pollinisateurs, l’IMI et le Confidor vert n'entraînent 

pas de réponse pro-inflammatoire chez les THP-1. Les effets des pesticides sur la production 

de cytokines par les THP-1 ne sont observés que lorsque les cellules immunitaires sont 

également activées. Ainsi, nous pouvons montrer que l'IMI n'a un effet toxique sur les THP-1 

que lorsque les cellules sont confrontées à des agents pathogènes.  
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Des expériences sur la perte de mutants fonctionnels de D. melanogaster ont montré que la 

voie Imd est nécessaire à la survie des drosophiles en réponse à la toxicité d’IMI (Daisley et 

al., 2017). Les mutants qui n'avaient pas le gène « relish » ont montré une survie globale 

réduite après exposition à l'IMI par rapport aux mouches normales. La voie Imd est essentielle 

pour la réponse immunitaire aux bactéries Gram-négatives. Son facteur transcriptionnel a des 

effets pléiotropes en dehors de la régulation immunitaire, y compris la promotion de la survie 

en réponse au stress thermique environnemental. Les mouches exposées à l'IMI ont réagi à la 

chaleur comme des mutants qui manquaient le facteur transcriptionnel. L'homologue de la 

voie Imd chez les vertébrés est la voie TNFR avec le facteur de transcription NF-kβ. Di Prisco et 

al. (2013) ont montré que la clothianidine, un autre néonicotinoïde, a entraîné une forte 

régulation à la hausse d'un gène régulateur négatif de l'activation du NF-kβ chez les abeilles et 

la drosophile. L'augmentation de ces gènes a entraîné une altération de l'activation du NF-kβ 

par le pesticide. Ces deux gènes étaient aussi fortement régulés à la hausse lorsque les abeilles 

et les mouches n'étaient pas immunisées. Il a également obtenu des résultats similaires après 

une exposition à la clothianidine dans des THP-1 (Di Prisco et al., 2017). Le néonicotinoïde a 

réduit le TNF-α dans les surnageants cellulaires et son expression génétique. De plus, elle a 

conduit à une régulation à la baisse d'un gène rapporteur sous le contrôle du promoteur de la 

NF-kβ.  

Contre notre hypothèse, le Confidor vert n'a pas nécessairement eu un impact plus fort sur 

l'expression génique que la molécule pure l’IMI. Il a montré des effets similaires ou des effets 

moins graves sur les deux pollinisateurs. Cependant, il a eu un effet important sur la 

production de cytokines chez les THP-1. L'IMI sous sa forme « molécule active », a montré une 

réponse pro-inflammatoire à de faibles concentrations, ce qui a conduit à une rétroaction 

négative à des concentrations plus élevées réduisant les concentrations de cytokines aux 

niveaux du contrôle. Le Confidor vert, au contraire, a considérablement réduit la production 

de TNF-α et d'IL-6, à partir de 25 et 50 μg/mL respectivement, les concentrations se situant 

sous la limite de détection. C'est assez surprenant, car on peut supposer qu'un insecticide 

devrait avoir un impact plus important sur les cellules d’insectes que sur les cellules humaines. 

Dans d'autres études, les insecticides organophosphorés ont montré un effet inflammatoire 

sur les THP-1 façon temps-dépendante avec activation du TNF-α et d'autres cytokines pro-
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inflammatoires (Proskocil et al., 2014; Singh and Jiang, 2003). Cependant Salazar et al. (2008) 

ont constaté que d’autres pesticides inhibaient les cytokines pro-inflammatoires. C'était 

également le cas des cellules sanguines périphériques humaines exposées au glyphosate, qui 

a inhibé l'IFN-γ et l'IL-2, mais n'a pas montré d'effet sur la libération du TNF-α (Nakashima et 

al., 2002). Chez le rat, l'IMI a augmenté l'IL-6, le TNF-α et d'autres cytokines pro-

inflammatoires après une exposition chronique sur 30 jours (Duzguner and Erdogan, 2012). 

Özdemir et al. (2018) ont également découvert que l'IMI a activé le TNF-α dans les branchies, 

le foie et le cerveau des carpes exposées à 140 µg/mL d’IMI. 

En outre, nos résultats montrent que l'IMI a eu un impact plus important sur les voies Imd, 

JAK/STAT et JNK que sur la voie de Toll des abeilles. Il faut cependant à mentionner que 

l'expression des gènes après l'immunodéficience et/ou l'intoxication varie aussi beaucoup 

dans la littérature. Non seulement leurs différences dans l'expression génétique entre 

différentes colonies de bourdons ou même entre les ouvrières d'une même colonie (Schlüns 

et al., 2010), mais aussi dans l'expression génétique des abeilles peuvent varier. Alors que 

certaines références mentionnent par exemple que la défensine est régulée à la hausse par 

l'IMI (Christen et al., 2016), d'autres ont observé une régulation à la baisse (Shi et al., 2017). 

Certaines différences dans l'expression des gènes peuvent s'expliquer par l'âge (abeilles 

hivernales jeunes et âgées, Ratiu et al., 2016), ainsi que par les différents stades de 

développement (nymphe aux yeux blancs et aux yeux bruns ; Tesovnik et al. 2017). Cependant, 

comme chez les bourdons et chez les abeilles, des controverses ont été trouvées lors de 

l'analyse de l'expression génétique des abeilles du même âge et de la même ruche. Collison 

et al. (2018), par exemple, ont constaté que l'IMI avait effectivement affecté la transcription 

des AMP, mais en retour, ils n'ont trouvé aucune différence dans l'analyse des concentrations 

de ces peptides dans l'hémolymphe. Ils appellent donc à la prudence dans l'utilisation de 

l'expression des gènes comme biomarqueurs dans l'évaluation des risques liés aux pesticides, 

car les réponses transcriptionnelles dans les gènes liés au système immunitaire ne sont pas 

encore des indicateurs fiables des effets des pesticides sur la santé des abeilles.   
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5.  CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 

Le groupe d'insecticides le plus couramment utilisé sont les néonicotinoïdes et leurs résidus 

ont été trouvés dans les fruits et légumes traités, ainsi que dans les abeilles, leur pollen et le 

miel. Au cours de la dernière décennie, les néonicotinoïdes ont fait l'objet de controverses 

dans la littérature, car ils ont été associés à un déclin mondial des pollinisateurs. Bien que la 

toxicité aiguë soit plutôt rare, la cause de ce déclin était plutôt associée à l'exposition 

chronique aux pesticides. De plus l'effet additif des néonicotinoïdes et des pathogènes a été 

démontré dans de nombreuses études (Abbo et al., 2017; Collison et al., 2016; Czerwinski and 

Sadd, 2017; López et al., 2017). Bien que la plupart d’entre elles aient porté sur les 

néonicotinoïdes et les effets des agents pathogènes sur l'aptitude et la santé des abeilles ou 

sur les réponses cellulaires aux pesticides seuls, seules quelques-unes concernaient la 

réactivité cellulaire à côté des pesticides et des agents pathogènes.  

Nous avons donc étudié l'effet de l'IMI en tant que molécule active et dans sa formulation 

commerciale, le Confidor vert, sur la réactivité des cellules immunitaires de deux pollinisateurs 

(abeille et bourdon) et de deux lignées cellulaires continues (cellules humaines THP-1 et 

Drosophila Schneider 2) lorsque les cellules sont simultanément confrontées à un pathogène 

(LPS de Escherichia coli). Nous avons testé la viabilité cellulaire, l'activité phagocytaire, la 

production de ROS et de NOS ainsi que la production de cytokines et l'expression de protéines 

immunologiques pertinentes. Les cellules de la drosophile Schneider 2 ont servi à mettre en 

œuvre des conditions expérimentales pour des expériences sur les hémocytes des deux 

pollinisateurs. Des hémocytes ont été extraits de larves d'abeilles ou de bourdons, juste avant 

les expériences pour assurer la qualité des cellules.  

Nous avons constaté que le stress par activation immunitaire avec le LPS intensifiait l'impact 

de l'IMI et du Confidor vert sur les paramètres spécifiques des quatre différentes cellules 

testées. Nous avons donc montré que l'IMI et les agents pathogènes agissent de façon 

cumulative au niveau cellulaire. Bien que l'IMI ou le Confidor vert seul, sans LPS, aient déjà 

provoqué une réaction dans les cellules d'insectes, nous n'avons observé une action 

suppressive des pesticides sur les cellules humaines THP-1 que lorsqu'elles étaient également 
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exposées au LPS. La seule exception a été trouvée pour la production de NO où les cellules 

THP-1 ont montré une plus grande modification sans activation LPS. Il convient également de 

mentionner qu'en ce qui concerne la production de NO, les THP-1 ont été plus fortement 

touchées par les pesticides que les hémocytes d'insectes. Bien que les concentrations globales 

de NO dans les cellules d'insectes aient augmenté, les concentrations ont varié augmentant 

dans un premier temps puis diminuant à mesure que les concentrations de pesticides 

augmentaient au contact des THP-1. Les différences d'activité ROS et NOS entre les différentes 

espèces peuvent s'expliquer par des différences inter espèce qui ont conduit au 

développement de système enzymatique très spécifique pour réduire les ROS et NOS chez les 

pollinisateurs, qui n'existe pas chez l'Homme. Cela pourrait aussi expliquer pourquoi nous 

constatons un effet inhibiteur sur la production d'H2O2 chez les abeilles et les bourdons après 

une exposition à l’IMI ou au Confidor vert, bien que les polluants induisent plutôt des ROS en 

général. 

Dans les trois cellules d'insectes, l'IMI a eu un impact plus important sur la phagocytose 

lorsque l'exposition a eu lieu en combinaison avec les LPS. Bien que la production d’H2O2 et de 

NO ait varié entre une activation immunitaire élevée ou faible, la phagocytose d’hémocytes 

n'a pas varié entre les deux concentrations de LPS différentes. Comme Moret & Schmid-

Hempel (2000) l'ont affirmé dans leur étude sur la phagocytose chez les bourdons, les LPS et 

les billes de latex peuvent induire différentes voies du système immunitaire. Cela pourrait 

expliquer l'augmentation puis la diminution du NO et de l'H2O2 en fonction de la dose de LPS 

en présence d'IMI, bien qu’aucune différence entre la concentration faible et élevée de LPS 

pendant l'activité phagocytaire n’ait été relevée. L’IMI a toutefois induit une réduction plus 

forte de la phagocytose lorsque les hémocytes étaient simultanément exposés aux LPS. Les 

cellules doivent réagir à de multiples stress et activer plusieurs voies immunitaires en même 

temps. Cependant, les billes et les LPS ne déclenchent pas la même voie de signalisation, de 

sorte que l'effet de doses plus élevées de LPS peut être négligeable pour la phagocytose des 

billes de latex. En analysant l'expression de plusieurs protéines impliquées dans différentes 

voies immunitaires, il devient plus clair que l'IMI affecte différentes voies de signalisation à 

des degrés différents. Di Prisco et ses collaborateurs (2013, 2017) ont découvert que la 

clothianidine, un autre insecticide néonicotinoïde, affecte négativement l'expression du 
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facteur de transcription NF-kβ, car elle régule à la hausse un gène qui sert de modulateur 

négatif de son activation. C'était le cas des abeilles, de la drosophile et des THP-1. Il est donc 

possible que l'IMI ait une action similaire sur les cellules de ces trois espèces. Nous avons aussi 

constaté que l'IMI sans LPS a entraîné une augmentation de la régulation du facteur de 

transcription relish (homologue de NF-kβ) chez l'abeille et le bourdon. Ce n'est qu'après une 

forte activation immunitaire (10 μg/mL de LPS) que nous avons observé une légère baisse de 

la régulation de relish. Mais ce n’était pas seulement la voie d’Imd qui était affectée dans les 

deux espèces de pollinisateur, nous avons également observé une forte régulation à la hausse 

des protéines des voies de signalisation JNK et JAK/STAT. Là encore, les deux protéines (basket 

et TEP-A) étaient particulièrement régulées à la hausse lorsque les cellules n'étaient pas 

immunisées. L'IMI doit donc activer d'une manière ou d'une autre ces voies de signalisation. 

D'autre part, la voie Toll s'est révélée moins fortement affectée chez les deux pollinisateurs. 

Le Confidor vert semble être moins efficace sur toutes les voies immunitaires des deux 

pollinisateurs que son ingrédient actif l’IMI bien que d'autres études aient constaté que les 

effets du produit commercial étaient plus importants que ceux de la molécule active (Beggel 

et al., 2010; Mann and Bidwell, 1999; Richard et al., 2005). Beggel et al. (2010) ont même 

constaté que plus de 90 % des produits commerciaux présentaient une toxicité croissante par 

rapport à la molécule active.  

Cependant, nous avons observé cet effet, lorsque nous avons examiné les résultats sur la 

lignée cellulaire humaine THP-1. Bien que l'IMI n'ait pas eu un impact très important sur la 

production de cytokines, le Confidor vert a eu une action inhibitrice très forte sur la production 

de cytokines. Avec les résultats obtenus pour le NO, nous avons donc observé une toxicité 

plus élevée du produit commercial sur les cellules immunitaires humaines. Il semble que les 

additifs, comme le PC, rendent l’impact de la molécule active plus important sur les cellules 

humaines que sur les cellules d'insectes. Cela pourrait être dû à des processus de détoxication 

différents chez les vertébrés et les invertébrés. La détoxication est un processus très 

énergivore qui peut donc entraîner un affaiblissement du métabolisme de l'organisme. En 

effet, Abbo et ses collaborateurs (2017) ont démontré dans une étude récente que l'IMI dans 

les concentrations environnementales réduisait le titre de vitellogénine, un précurseur du 

jaune d'œuf qui est souvent lié à l'homéostasie énergétique chez les ovipares et lié à leur 
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reproduction. Des nombreuses études se sont attardé les actions immunosuppressives 

potentielles des néonicotinoïdes et des perturbateurs endocriniens sur des vertébrés comme 

les oiseaux, les amphibiens et les mammifères (Gibbons et al., 2015; Goulson, 2013). Nos 

études confirment que l’IMI affecte également la compétence immunitaire des vertébrés 

comme celles des insectes. Ceci est préoccupant, sachant que les Hommes sont également 

exposés aux néonicotinoïdes car leurs résidus se trouvent sur les fruits et légumes que nous 

consommons. Les effets étaient présents à des concentrations aussi faibles que 0,1 μg/mL 

d'IMI et à 25 μg/mL nous avons observé une inhibition totale de la production de cytokines 

dans les cellules humaines. Dans le mode d’emploi du Confidor vert, il est conseillé de 

pulvériser jusqu'à 166 μg/mL d'IMI sur les plantes. Des précautions particulières doivent être 

prises lors de l'application du produit ainsi que lors de la consommation des fruits et légumes 

traités. Comme les études in vivo sont extrêmement rares chez l'Homme, les expériences in 

vitro devraient faire l'objet d'une plus grande attention, d'autant plus que l'action 

immunosuppressive des néonicotinoïdes chez l'Homme est peu connue. Il serait très 

intéressant de compléter cette étude par d'autres analyses sur l'expression génique des 

protéines impliquées dans différentes voies immunitaires chez l'Homme. Ainsi ça serait 

intéressant de compléter les résultats pour les pollinisateurs avec les protéines homologues 

manquantes des abeilles et des bourdons. Il serait aussi judicieux de compléter cette étude 

avec les pollinisateurs par la mesure des protéines homologues manquantes, afin de mieux 

comprendre le processus complet de signalisation et défense des insectes et en générale 

l’implication des pesticides dans les phénomènes d’immunosuppression et/ou d’une 

stimulation immunitaire, des processus pro-inflammatoires et  de transformations cellulaires 

chez les invertébrés et vertébrés 
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7. ANNEXES 

Annexe 1: Tableau des concentrations DL50 des différentes espèces.  

 

 

Annexe 2 : Concentrations des néonicotinoids (Imidacloprid, clothianidin, thiacloprid et 
thiametoxam) ainsie que les métabolites d’imidacloprid (6-chloronicotinic acid, imidacloprid olefin 
et imidacloprid 5-hydroxy) dans le pollen, le miel et les abeilles. GB Grand Bretagne 

*pollen prélevé directement des fleurs 

 

 

 

 

LD 50 Species molecule type Reference

4.5 ng - 81 ng/bee Honeybee Imidacloprid oral ingestion Nauen et al. 2001; Cresswell 2011

18 ng - 102 ng/bee Honeybee Imidacloprid contact Nauen et al. 2001; Iwasa et al. 2004

0.41 - 1.39 µg/g Drosophila Imidacloprid oral ingestion Shahid Arain et al. 2013

99500 ng/bee Honeybee 6-chloronicotinic acid oral ingestion Nauen et al. 2001

>36, >49, >159  ng/bee Honeybee olefin-; 5-OH-;4,5-OH-imidacloprid oral ingestion Nauen et al. 2001

0.0037 µg/bee Honeybee imidacloprid: oral acute 48h Brandt et al. 2016

116 (3.7–490) ng/bee honeybee imidacloprid Codling et al. 2016

60 ng/bee (600 mg/kg) honeybee imidacloprd acute 48 h Suchail et al. 2001

40 ng/bee Honeybee imidacloprid acute 72 h Suchail et al. 2001

Pays matrix Pesticide concentration max unité % de l'échantillons Référence

Grèce Pollen Imidacloprid 73,9 ng/g Kasiotis et al. (2014)

Grèce Abeille Imidacloprid 5,74 ng/g Kasiotis et al. (2014)

France Pollen Imidacloprid 5,7 µg/kg 49,4 Chauzat et al. (2006)

France Pollen 6-Chloronicotinic acid 9,3 µg/kg 44,4 Chauzat et al. (2006)

Grèce Abeille Clothianidin 39,9 ng/g 47,05 Kasiotis et al. (2014)

Grèce Pollen Clothianidin 1273 ng/g 40.0 Kasiotis et al. (2014)

USA Pollen* Imidacloprid 101 ng/g Dively and Kamel (2012)

USA Pollen* Thiamethoxam 127 ng/g Dively and Kamel (2012)

USA Nectar Imidacloprid 13,7 ng/g Dively and Kamel (2012)

GB Pollen de colza* Thiamethoxam 0,0057 mg/kg 100 David et al. (2016)

GB Pollen de colza* Clothianidin 0,0036 mg/kg 73 David et al. (2016)

GB Pollen de colza* Thiacloprid 0,019 mg/kg 100 David et al. (2016)

Canada Miel Imidacloprid olefin 46,4 ng/g 11.8 Codling et al. (2016)

Canada Miel Imidacloprid 5-Hydroxy 71,4 ng/g 11.8 Codling et al. (2016)

Canada Miel Imidacloprid 32,1 ng/g Codling et al. (2016)

Canada Abeille Imidacloprid 5-Hydroxy 5,6 ng/g Codling et al. (2016)

USA Abeille sauvage imidacloprid 82 ng/g Hladik et al. (2016)

USA Pollen Imidacloprid 206 ng/g 2,9 Mullin et al. (2010)

USA Pollen Imidacloprid olefin 554 ng/g 0,3 Mullin et al. (2010)

USA Pollen Imidacloprid 5-Hydroxy 152 ng/g 0,3 Mullin et al. (2010)
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Annexe 3 : Analyses statistiques de la viabilité cellulaire, IMI imidaclopride, CON Confidor vert, 
activation immunitaire avec LPS en µg/mL. 

 

CELL VIABILITY Variable Pesticide Time Statistical test p-value N

Abeille 0 LPS IMI 24 Kruskal-Wallis 0,182 6

0 LPS CON 24 ANOVA 0,992 8

1 LPS CON 24 ANOVA 0,802 7

10 LPS CON 24 ANOVA 0,936 7

Bourdon 0 LPS IMI 24 ANOVA (arcsin) 0,155 10

1 LPS IMI 24 ANOVA (arcsin) 0,706 4

10 LPS IMI 24 ANOVA (arcsin) 0,017 4

0 LPS CON 24 ANOVA 0,964 9

1 LPS CON 24 ANOVA 0,591 8

10 LPS CON 24 ANOVA 0,978 8

THP-1 0 LPS IMI 5 ANOVA (log) 0,88 9

0 LPS IMI 24 Kruskal-Wallis 0,857 9

0 LPS CON 24 ANOVA 0,058 3

0,1 LPS CON 24 ANOVA 0,196 3

1 LPS CON 24 ANOVA 0,453 3

Drosophila S2  0 LPS IMI 5 ANOVA 0,233 9

0 LPS IMI 24 ANOVA 0,48 9
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Annexe 4: Tableau des tests statistiques pour la phagocytose des cellules exposées à l’IMI ou Confidor 
vert (CON), activation immunitaire avec LPS en µg/mL.  

 

 

Phagocytose Variable Pesticide Time (h) Statistical test p-value N

Abeille 0 LPS IMI 5 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

1 LPS IMI 5 Kruskal-Wallis 0,0010 9

10 LPS IMI 5 Kruskal-Wallis 0,0014 7

 0 LPS CON 5 Kruskal-Wallis 0,0004 10

1 LPS CON 5 Kruskal-Wallis 0,0465 7

10 LPS CON 5 Kruskal-Wallis 0,0466 10

< 20 billes  0 LPS CON 5 Kruskal-Wallis 0,0155 4

< 20 billes 1 LPS CON 5 ANOVA 0,0054 7

< 20 billes 10 LPS CON 5 ANOVA 0,0010 10

Bourdon  0 LPS IMI 5 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

1 LPS IMI 5 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

10 LPS IMI 5 Kruskal-Wallis 0,0002 8

 0 LPS IMI 24 Kruskal-Wallis 0,0115 5

1 LPS IMI 24 Kruskal-Wallis 0,0063 7

10 LPS IMI 24 Kruskal-Wallis 0,0040 7

 0 LPS CON 5 ANOVA 0,5617 6

1 LPS CON 5 ANOVA 0,6168 6

10 LPS CON 5 ANOVA 0,2850 6

< 20 billes  0 LPS CON 5 ANOVA 0,1980 6

< 20 billes 1 LPS CON 5 ANOVA 0,1547 6

< 20 billes 10 LPS CON 5 ANOVA 0,0686 6

Drosophile S2 0 LPS IMI 24 ANOVA 0,22169011 3

1 LPS IMI 24 ANOVA < 0,0001 3

0 LPS IMI 5 ANOVA 0,04530322 3

1 LPS IMI 5 ANOVA 0,00309685 3

THP- 1 0 LPS IMI 5 ANOVA 0,16093988 3

0,1 LPS IMI 5 ANOVA 0,62380868 3

1 LPS IMI 5 ANOVA 0,07032644 3

0 LPS IMI 24 ANOVA 0,10188639 3

0,1 LPS IMI 24 ANOVA 0,03675971 3

1 LPS IMI 24 ANOVA 0,03843669 3
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Annexe 5: Tableau des tests statistiques pour les analyses de H2O2 des hémocytes d’abeille et de 
bourdon exposées à l’IMI et au Confidor vert (CON, activation immunitaire avec LPS en µg/mL). 

 

 

H2O2 Variable Pesticide Time (h) Statistical test p-value N

Abeille 0 LPS IMI 3 Kruskal-Wallis 0,001701 8

1 LPS IMI 3 Kruskal-Wallis 0,006092 8

10 LPS IMI 3 Kruskal-Wallis < 0,0001 8

 0 LPS CON 3 ANOVA < 0,0001 10

1 LPS CON 3 ANOVA < 0,0001 10

10 LPS CON 3 ANOVA < 0,0001 10

Bourdon 0 LPS IMI 3 Kruskal-Wallis 0,91297 10

1 LPS IMI 3 Kruskal-Wallis 0,831523 10

10 LPS IMI 3 Kruskal-Wallis < 0,0001 10

 0 LPS CON 3 ANOVA 0,010188 14

1 LPS CON 3 ANOVA 0,424811 6

10 LPS CON 3 ANOVA 0,532704 6
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Annexe 6: Tableau des tests statistiques pour les analyses de NO des cellules exposées à l’IMI ou au 
Confidor vert (CON), activation immunitaire avec LPS en µg/mL. 

 

NO Variable Pesticide Time (h) Statistical test p-value N

THP-1 0 LPS CON 0,5 Kruskal-Wallis < 0,0001 24

0,1 LPS CON 0,5 Kruskal-Wallis 0,000415 24

1 LPS CON 0,5 Kruskal-Wallis < 0,0001 24

0 LPS CON 1 Kruskal-Wallis < 0,0001 24

0,1 LPS CON 1 Kruskal-Wallis < 0,0001 24

1 LPS CON 1 Kruskal-Wallis < 0,0001 24

0 LPS CON 2 Kruskal-Wallis < 0,0001 24

0,1 LPS CON 2 Kruskal-Wallis < 0,0001 24

1 LPS CON 2 Kruskal-Wallis < 0,0001 24

0 LPS IMI 0,5 Kruskal-Wallis < 0,0001 24

0,1 LPS IMI 0,5 Kruskal-Wallis < 0,0001 24

1 LPS IMI 0,5 Kruskal-Wallis 0,000365 24

0 LPS IMI 1 Kruskal-Wallis < 0,0001 24

0,1 LPS IMI 1 Kruskal-Wallis < 0,0001 24

1 LPS IMI 1 Kruskal-Wallis < 0,0001 24

0 LPS IMI 2 Kruskal-Wallis < 0,0001 24

0,1 LPS IMI 2 Kruskal-Wallis < 0,0001 24

1 LPS IMI 2 Kruskal-Wallis < 0,0001 24

Abeille 0 LPS IMI 0,5 ANOVA < 0,0001 11

1 LPS IMI 0,5 Kruskal-Wallis < 0,0001 12

10 LPS IMI 0,5 Kruskal-Wallis < 0,0001 12

0 LPS IMI 1 Kruskal-Wallis 0,000677 11

1 LPS IMI 1 Kruskal-Wallis 0,001644 11

10 LPS IMI 1 Kruskal-Wallis 0,001788 11

0 LPS IMI 2 Kruskal-Wallis 0,001226 11

1 LPS IMI 2 Kruskal-Wallis 0,002343 11

10 LPS IMI 2 Kruskal-Wallis 0,00293 11

0 LPS CON 0,5 ANOVA < 0,0001 12

1 LPS CON 0,5 ANOVA < 0,0001 12

10 LPS CON 0,5 ANOVA < 0,0001 12

0 LPS CON 1 ANOVA < 0,0001 12

1 LPS CON 1 ANOVA < 0,0001 12

10 LPS CON 1 ANOVA < 0,0001 12

0 LPS CON 2 Kruskal-Wallis < 0,0001 15

1 LPS CON 2 ANOVA < 0,0001 12

10 LPS CON 2 Kruskal-Wallis < 0,0001 12

Bourdon 0 LPS CON 2 Kruskal-Wallis < 0,0001 12

0,1 LPS CON 2 ANOVA < 0,0001 12

1 LPS CON 2 Kruskal-Wallis < 0,0001 15

0 LPS IMI 2 Kruskal-Wallis 0,01558 9

0,1 LPS IMI 2 ANOVA < 0,0001 9

1 LPS IMI 2 Kruskal-Wallis 0,000182 9
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Annexe 7 : Tableau des tests statistiques pour les analyses des protéines des hémocytes d’abeilles 
exposées à l’IMI ou au Confidor vert (CON), activation immunitaire avec LPS en µg/mL. 

 

Protein Variable Pesticide Time (h) Statistical test p-value N

Basket 0 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,0083 4

1 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,0048 4

10 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,0086 4

0 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,1542 4

1 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,3186 4

10 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,9811 4

TEP-A 0 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,0182 4

1 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,0297 4

10 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,0182 4

0 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,5303 4

1 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,0152 4

10 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,8474 4

Spätzle 0 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,2217 4

1 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,1114 4

10 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,1827 4

0 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,8815 4

1 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,0489 4

10 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,0457 4

relish 0 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,0395 4

1 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,0039 4

10 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,0618 4

0 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,3104 4

1 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,6413 4

10 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,9376 4

myD88 0 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,1400 4

1 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,053413 4

10 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,6331 4

0 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,3699 4

1 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,5232 4

10 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,6256 4

Defensin 0 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,2138 4

1 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,0120 4

10 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,0335 4

0 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,3822 4

1 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,5126 4

10 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,1650 4
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Annexe 8: Tableau des tests statistiques pour les analyses des protéines des hémocytes de bourdons 
exposées à l’IMI ou au Confidor vert (CON), activation immunitaire avec LPS en µg/mL. 

 

Protein Variable Pesticide Time (h) Statistical test p-value N

relish 0 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,5298 4

1 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,0231 4

0 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,0883 4

1 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,0589 4

TEP-A 0 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,6209 4

1 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,0381 4

0 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,1411 4

1 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,3863 4

10 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,0670 4

Defensin 0 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,5004 4

1 LPS IMI 18 Kruskal-Wallis 0,2018 4

0 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,2839 4

1 LPS CON 18 Kruskal-Wallis 0,2052 4
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Annexe 9: Tableau des tests statistiques pour les analyses des cytokines de cellules THP-1 exposées 
à l’IMI ou au Confidor vert (CON), activation immunitaire avec LPS en µg/mL, LOD Limites de 
détection.  

 

Cytokine Variable Pesticide Time (h) Statistical test p-value N

IL-6 0,05 LPS IMI 24 ANOVA < 0,0001 9

0,1 LPS IMI 24 ANOVA < 0,0001 9

1LPS IMI 24 ANOVA < 0,0001 9

0,05 LPS IMI 5 ANOVA < 0,0001 9

0,1 LPS IMI 5 ANOVA 0,1590 9

1 LPS IMI 5 ANOVA 0,2870 9

0,05 LPS CON 5 ANOVA 0,8720 9

0,1 LPS CON 5 Kruskal-Wallis 0,9668 9

1 LPS CON 5 ANOVA 0,0187 9

0 LPS CON 24 9

0,1 LPS CON 24 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

1 LPS CON 24 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

TNF-alpha 0,05 LPS IMI 5 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

0,1 LPS IMI 5 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

1 LPS IMI 5 Kruskal-Wallis 0,0002 9

0,05 LPS IMI 24 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

0,1 LPS IMI 24 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

1 LPS IMI 24 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

0 LPS CON 5 9

0,1 LPS CON 5 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

1 LPS CON 5 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

0 LPS CON 24 9

0,1 LPS CON 24 ANOVA < 0,0001 9

1 LPS CON 24 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

GM-CSF 0,05 LPS IMI 5 ANOVA < 0,0001 9

0,1 LPS IMI 5 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

1 LPS IMI 5 ANOVA 0,0035 9

0,05 LPS IMI 24 ANOVA < 0,0001 9

0,1 LPS IMI 24 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

1 LPS IMI 24 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

0,05 LPS CON 5 Kruskal-Wallis 0,0138 9

0,1 LPS CON 5 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

1 LPS CON 5 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

0,05 LPS CON 24 Kruskal-Wallis < 0,0001 9

0,1 LPS CON 24 Kruskal-Wallis 0,0001 9

1 LPS CON 24 Kruskal-Wallis < 0,0001 9
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Résumé  

Les insectes, en particulier les pollinisateurs, sont en train de disparaitre. Il a été démontré 

que les insecticides néonicotinoïdes affaiblissent les abeilles. Avec les pathogènes comme les 

bactéries, ils composent un cocktail mortel pour les insectes. Les abeilles contaminées sont 

plus susceptibles de mourir d'une infection bactérienne que les abeilles non contaminées. 

L'imidaclopride (IMI), le plus courant de ces insecticides, a aussi été trouvé sur les fruits et 

légumes que nous consommons. Cette thèse étudie l'impact de l'IMI sur la réactivité des 

cellules immunitaires de quatre espèces différentes (abeille, bourdon, drosophile et Homme). 

Les cellules ont été exposées à l'IMI, la molécule toxique de l'insecticide, et au Confidor vert, 

sa formulation commerciale appliquée sur les plantes. Les cellules contaminées par l'IMI ont 

également été exposées aux LPS, des composants de la membrane des bactéries, pour étudier 

leur réponse immunitaire à une activation immunitaire bactérienne. 

 

Abstract 

Insects, especially pollinators, are declining in an alarming pace. Neonicotinoid insecticides 

have been shown to weaken honeybees. Together with pathogens like bacteria and viruses 

they compose a lethal cocktail to pollinators. Bees contaminated with these insecticides are 

more likely to die of a bacterial infection than uncontaminated bees. But not only insects are 

exposed to neonicotinoids. Imidacloprid (IMI), the most common of these insecticides, has 

been found on fruits and vegetables that we consume. In this study we investigate the impact 

of IMI on the reactivity of immune cells of four different species (honeybee, bumblebee, 

drosophila and human). Cells were exposed to IMI, the toxic molecule of the insecticide, and 

to Confidor vert, the commercial formulation of IMI in which it is applied on plants. IMI 

contaminated cells were further exposed to LPS, a component of the outer membrane of 

bacteria, to study their immune response to a bacterial immune activation.  
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