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RESUME

La pollution des eaux continentales constitue 1’un des problémes majeurs dans plusieurs régions du
Bénin. La riviere Okpara et ses effluents sont soumis a de fortes pressions anthropiques liées aux intrants
chimiques agricoles et aux micropolluants charriés. Cette eau de surface traverse Kika (commune de
Tchaourou) ou les riverains I’'utilisent comme source d’eau de boisson. Afin d’évaluer les risques sanitaires
encourus par cette population du fait de cette exposition, une étude cytogénétique a la recherche des
dommages produits au matériel génétique (ADN) a été réalisée. Les micronoyaux (MN) ont été recherchés et
I’indice de prolifération cellulaire (IP) a été calculé chez les riverains habitant Kika, personnes exposées (PE)
en comparaison avec des personnes non exposées (PNE). Le taux de micronoyaux est significativement plus
élevé (62,24 + 3,88) chez les PE (Kika) par rapport aux PNE (2,92 + 0,39). Quant a I’indice de prolifération,
elle est significativement plus faible (1,50 + 0,04) chez les PE (Kika) que chez les PNE (2,20 + 0,06). Ces
résultats attestent du risque de génotoxicité lié a la consommation de I'eau de la riviere de Kika.
© 2017 International Formulae Group. All rights reserved.
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ABSTRAT

The pollution of inland waters is one of the major problems in several regions of Benin. The Okpara
River and its effluents are subjected to high anthropogenic pressures related to agricultural chemical inputs and
transported micropollutants. This surface water crosses Kika (commune of Tchaourou) where residents use it
as a source of drinking water. In order to assess the health risks incurred by this population as a result of this
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exposure, we conducted a cytogenetic study in search of damage to genetic material (DNA). We thus
quantified the micronuclei (MN) and calculated the cell proliferation index (PI) in residents living in Kika,
exposed persons (PE) in comparison with unexposed persons (PNE). Micronuclei levels were significantly
higher (62.24 + 3.88) in PE (Kika) compared to PNE (2.92 + 0.39). The proliferation index was significantly
lower (1.50 £ 0.04) in PE (Kika) than in PNE (2.20 £ 0.06). These results attest to the risk of genotoxicity
associated with the consumption of water from the Kika River.

© 2017 International Formulae Group. All rights reserved.

Keywords: Genotoxicity, Micronuclei, Pollution, Cell proliferation index.

INTRODUCTION

Les activitéts anthropiques  sont
responsables de [l'introduction d'un grand
nombre de substances chimiques dans

I'environnement. L’eau, précieuse richesse de
la nature indispensable a toute vie, fait 1’objet
d’une grande préoccupation de la plupart des

pays en l’occurrence dans ceux en
développement (OMS, 2004). Les cours
d'eaux, notamment les lacs, constituent

généralement le réceptacle de rejets d’origines
industrielle, domestique et atmosphérique. lls
peuvent étre également soumis a une pollution
d'origine agricole par lessivage des sols. Ces
rejets augmentent la charge en matieres
organiques des eaux superficielles et leur
contamination peut se répercuter sur la chaine
alimentaire. Dans le cadre de la Directive
Cadre Européenne sur I’eau, il est nécessaire
d'évaluer I'impact de la contamination
chimique sur les milieux aquatiques afin
d'établir un diagnostic de I'état écologique des
masses d'eau. Les biomarqueurs de
génotoxicité  permettent I'évaluation de
I'impact des contaminants chimiques sur
I'intégrité structurelle de I'ADN et sont utilisés
comme indicateurs prédictifs d’effets au
niveau populationnel (Alexandrescu, 2006;
Sabharwal et al., 2015).

Au Bénin, les enjeux économiques
liés & la production, et la commercialisation
du coton ont largement motivé ['utilisation
d'engrais chimiques et de pesticides dans ce
secteur. Ces intrants agricoles chimiques ont
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des conséquences sanitaires importantes sur
les populations utilisatrices. Actuellement,
certaines molécules classées 1b (hautement
dangereux) ou T  (toxiques) comme
I’endosulfan ou le  triazophos  sont
couramment utilisées avec des risques pour la
faune, le sol, et les eaux de surface (Biaou,
2003 ; Toe, 2004; Adam 2010). La
contamination des eaux de surface ou
souterraines par les toxiques et les pesticides,
en I’occurrence les fongicides, contenant des
métaux  lourds, peut s’ajouter  aux
contaminants déja existants dans le sol (Cisse,
2003).

L’Okpara, un affluent du fleuve
Ouémé, seule source d’approvisionnement en
eau potable de la ville de Parakou, n’est pas
épargnée de la pollution due a I’utilisation
intensive de produits phytosanitaires pour
I’amélioration des rendements agricoles.
L’activité principale de la population riveraine
a Kika (commune de Tchaourou) dans le
bassin versant est la culture du coton et des
produits vivriers. Elle nécessite 1’utilisation
intensive d’engrais chimiques et de pesticides
herbicides ou fongicides (Adam,
2010 ; Ferron, 2006). Malgré la diversité de
ses contaminants (pesticides et autres
micropolluants), cette eau brute de 1’Okpara
demeure  d’utilisation quotidienne par la
population riveraine. L’objectif de ce travail
liée a la
consommation de I’eau de 1’Okpara par la
population riveraine exposée (PE) a Kika en

est d’évaluer la génotoxicité
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comparaison avec une population non exposée
(PNE) qui vit a Parakou et qui n’a aucun
contact avec cette source d’eau.

MATERIEL ET METHODES

Il s’est agi d’une étude transversale,
comparative et descriptive cas témoins. La
population d’étude est constituée de deux
groupes : les personnes consommant de fagon
permanente 1’eau de la riviére Okpara qui
constitue la population exposée (PE) et celles
consommant uniquement 1’eau potable de la

Société Nationale des Eaux du Bénin

(SONEB/Parakou) formant la population non

exposée (PNE). Tous les individus ont été

sélectionnés de facon aléatoire.

Les critéres d’inclusion sont les suivants :

- pour les exposes : étre habitant de Kika,
étre &gé de 25 a 50 ans et n’utiliser que
I’eau brute de 1’Okpara pour tout usage.

- pour les non exposes : étre habitant de

Parakou, étre 4gé de 25 a 50 ans,
n’utiliser que I’cau de la
SONEB/Parakou et n’avoir aucun

contact avec 1’eau de la riviére Okpara.

Pour les deux groupes, n’ont pas été incluses

dans I’étude, les personnes :

- exercant toute activité qui expose a des
agents  clastogenes mécanicien
garagistes, vendeurs d'hydrocarbures,
coiffeurs, travailleurs des industries de
cimenterie, de fabrique d’engrais,
d’huilerie, de savonnerie ou des sites de
concassage ... etc,

- malades ou sous traitement,

- fumeuses ou alcooliques,

- exposees aux radiations.

En tenant compte de la taille de la population

de Kika , un arrondissement de la commune

de Tchaourou , le calcul de la taille de

I’échantillon avec la formule de Schwartz a

permis de retenir 25 individus représentant un

échantillon représentatif. Les deux groupes
ont été appariés selon 1’dge et le sexe et

1300

comptent chacun 25 personnes dont 13
hommes et 12 femmes.

Aprés un entretien individuel et apres
avoir donné son consentement éclairé, chaque
personne subit un préléevement de 5 ml de
sang veineux dans un tube hépariné. Ce
prélevement a servi a une recherche de
micronoyaux (MN) suivant la technique de
Fenech et Morley (Fenech, 1997). Ces
micronoyaux sont des marqueurs de
génotoxicité stables permettant d’évaluer de
facon efficiente les effets génotoxiques des
métaux lourds a long terme.

La lecture a été effectuée a 1’objectif
X 100 a immersion sur un microscope
photonique Olympus BX 62 couplé a un
analyseur d’image de type Cytovision
(Applied Biosystems). Seuls les lymphocytes
binucléés ont été pris en compte. Ne sont
considérés comme  micronoyaux  que
toutes entités nucléaires indépendantes des
noyaux principaux, de méme coloration, dont
la taille est comprise entre le seizieme et le
tiers du plus petit des deux noyaux principaux.
Pour chaque individu, 1 000 lymphocytes
binucléés sont examinés et les cellules portant
au moins un micronoyau sont comptabilisées.
Les résultats sont exprimés en nombre de
micronoyaux pour 1000  lymphocytes
binucléés observés.

L’indice de prolifération cellulaire (IP) a été
calculé selon la formule de Titenko-Holland
(Titenko-Holland, 1997) :
IP_(1><N1)+(2><N2)+(3><N3)+(4><N4)

1000 Cellules analysées

N1: nombre de cellules mononucléées; N2:
nombre de cellules binucléées ;

N3 : nombre de cellules trinucléées ; N4 :
nombre de cellules tétranucléées.

L’analyse statistique a été effectuée grace au
logiciel Epi Info version 3.0.3 et dans
I’environnement  statistique R (R Core
Development Team, 2014), version 3.0.3. Le
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seuil de significativité des tests a été fixé a
a=5%. Les coefficients de corrélation de
Pearson ont été déterminés et leur
significativité a été recherchée.

La présente étude, réalisée dans le
cadre des travaux académiques, a été conduite
dans le strict respect des regles de bonnes
pratiques cliniques (GCP). Le consentement
libre et éclairé des patients a été obtenu par
écrit. La confidentialité a été rigoureusement
respectée au cours de la collecte des données.
Les informations obtenues dans le cadre de
cette étude ont été traitées dans l'anonymat.
Les résultats issus des différentes analyses ont
été communiqués aux patients pour leur
sensibilisation.

RESULTATS

Au total, 50 personnes dont 25
exposées a 1’ecau brute de 1’Okpara et 25
autres non exposées ont été incluses dans
chaque groupe. La population des exposes et
des non exposés a été repartie de facon
presque équitable entre les 2 sexes afin de
bien apparier les membres de chaque groupe
d’étude. Ainsi donc chaque groupe compte 13
hommes et 12 femmes.

L’4ge moyen des personnes enquétées
est de 3530 +1,01 ans. Il est de 37,10+
1,41ans chez les PE et de 33,5+1,38 ans chez
les PNE. La différence entre les deux groupes
n’est pas significative (t=1,82; DF=48; et
p= 0,075). L’homogénéité de 1’dge entre la
population non exposée et la population
exposée est ainsi assurée.

Le test de micronoyaux (MN) et
I’indice de Prolifération cellulaire (IP) ont été
utilisés comme indicateurs biologiques des
dommages produits a I’ADN
I’exposition aux agents génotoxiques.

La Figure 1 illustre une image
microscopique d’un micronoyau que nous
avions obtenu lors de cette étude.  Les taux

suite a
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de MN obtenus dans les 2 populations sont
résumés dans le Tableau 1.

Le taux de MN varie globalement de 0
a 7 chez les PNE et de 22 & 89 chez les PE.
Le taux moyen de MN est considérablement
plus élevé chez les PE (62,24 + 3,88) que chez
les PNE (2,92 £ 0,39). Cette différence est tres
significative (p=0,001, <0,05). Ces résultats
ont montré également une variabilité
importante dans la réponse des PE.

Les résultats de I’indice de prolifération
cellulaire (IP) calculé dans les deux groupes
sont consignés dans le Tableau 2.

L’IP varie globalement de 1,81 a 2,93
chez les PNE et de 1,1 & 1,77 chez les PE. En
effet, '[P moyen dans la population exposée
(1,50 £ 0,04) est moins élevé que dans la
population non exposée (2,20 + 0,06). Cette
différence  est hautement significative
(p=0,003, <0,05).

Afin de mieux expliquer les différences
observées entre les PE et les PNE,
I’évolution des deux indicateurs biologiques
en fonction de 1’4ge et du sexe a été étudiée.
Les Figures 2 et 3 présentent le nombre de
MN et I’IP en fonction de 1’age dans les deux
populations. Chez les PE, plus 1’age avance,
plus le taux de MN augmente alors que I’IP
est plus faible. Les différences observées sont
hautement significatives (p= 0.01, <0,05). Par
contre, chez les PNE, I’age n’affecte pas le
taux des MN ou la cinétique de la division
cellulaire.

Les Figures 4 et 5 présentent les
variations des MN et de I’IP en fonction du
sexe chez les PE et les PNE. Dans le groupe
des PE, les taux moyens de MN sont plus
élevés chez les femmes (75,33+2,91) que chez
les hommes (50,31+0,09) contrairement a
I’IP. Cette différence est significative (p=
0.002, <0,05). Par contre chez les PNE, le
facteur sexe n’affecte ni I’IP ni les taux
moyens de MN. La différence n’est pas
significative.
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Figure 1 : Cellules en fin de mitose avec un micronoyau (Fleche) (x 400).

Tableau 1 : Moyenne des MN calculée chez les personnes exposées et les non exposées.

Groupes Moyenne MN
PNE 2,92+0,39
PE 62,24 + 3,88

PNE : Population non exposée PE : Population exposée

Tableau 2 : Moyenne de I’indice de prolifération dans les deux populations d’étude.

Groupes Moyenne de I’lP
PNE 2,20+ 0,06
PE 1,50 + 0,04

PNE : Population non exposée ; PE : Population exposée ; IP : Indice de Prolifération
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Figure 2 : Influence de I’4ge sur le taux de MN dans les deux populations.
PNE : Population non exposée PE : Population exposée ~ MN : Micro noyaux.
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Figure 3 : Influence de I’dge sur I’IP dans les deux populations d’étude.
IP : Index de Prolifération , PE : Population exposée , PNE : Population non exposée.
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Figure 4 : Influence du sexe sur le taux des MN chez les PE et les PNE.
MN : Micro noyaux , PE : Population exposée , PNE : Population non exposée.
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Figure 5 : Influence du sexe sur I’IP dans les deux populations.
PE : Population Exposée ; PNE : Population non Exposée ;  IP : Index de Prolifération.
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DISCUSSION

L’introduction dans les cours d’eau
(lacs, fleuves et riviéres) de déchets ménagers
ou industriels, affecte les écosystémes
aquatiques et impacte négativement la santé
humaine. Parmi ces déchets, les métaux
toxiques issus de la contamination liée a une
pollution du fait des activités humaines
occupent une bonne place. Ces déchets ou
leurs métabolites constituent souvent des
agents mutagénes agissant a plus ou moins
longue  échéance. La recherche de
micronoyaux (MN), constitue un marqueur
biologique précoce de la génotoxicité de ces
agents mutagénes. Les micronoyaux ont pour
origine des fragments acentriques de
chromosomes (c’est a dire dépourvus de
centromere) ou des chromosomes entiers
incapables de migrer vers les pdles de la
cellule au cours de 1’anaphase. Le test des
micronoyaux permet de détecter I’activité de
substances  chimiques  clastogénes et
aneugénes chez I’homme aprés exposition
(Bonassi, 2001; Fenech, 2003; Norppa,
2003, Glouib et al., 2006) Dans la
population de cette étude, il y a 30 fois plus de
micronoyaux chez les exposés que chez les
non exposés (62,24 + 3,88 et 2,92 + 0,39
respectivement chez PE et PNE). Il existe
donc une relation entre la consommation de
I’eau de 1’Okpara et I’occurrence des MN. Le
nombre moyen de MN observé chez les PE
est largement supérieur a celui trouvé par
Glouib et al. (2006) au Maroc qui avaient
étudié I’induction des micronoyaux et I’indice
de la prolifération cellulaire dans la
population des Mzamza exposée aux eaux
usées. Dans leurs travaux, le taux moyen des
MN était de 16 chez les PE et 3 chez les PNE.

La population de Kika riveraine de
I’Okpara est fortement exposée aux effets
génotoxiques étant donné qu’elles utilisent
I’eau brute sans aucun traitement préalable.
En effet, pour 20% des PE utilisant I’eau
depuis 10 ans, la moyenne de MN est de 20 a
40. Pour les habitants exposés depuis
longtemps, plus de 15 a 20 ans, les MN
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varient de 70 a 90. Ainsi, I’induction des MN
serait-elle liée a la durée d’exposition. Ces
résultats corroborent les travaux de Michel
(Michel, 2011) qui a montré que I'expression
de cassures de I'ADN et la fréquence des
micronoyaux dépendent de la saison et de la
durée d’exposition aux eaux contaminées par
les substances aneugeénes.

La fréquence de MN augmente
significativement avec 1’age (p=0,033) et est
également liées au sexe (p=0,002).
L’occurrence des MN est particulieérement
élevée chez les femmes. Ces résultats se
rapprochent de ceux de Glouib (Glouib et al.,
2006). Les femmes étant plus en contact avec
I’eau pour leurs activités ménagéres sont plus
exposées aux effets nocifs des polluants
charriés.

Les 1ésions de I’ADN générées par les
agents génotoxiques et les mutations qu’elles
peuvent induire dans les cellules somatiques
et germinales sont susceptibles d’entrainer
I’apparition de pathologies chez les personnes
exposées et leur descendance. Bien que ce ne
soit pas la seule pathologie pouvant résulter
d’une atteinte de I’ADN, le cancer reste la
principale hantise quant aux expositions aux
agents génotoxiques. Actuellement, d’autres
marqueurs biologiques tels que les aberrations
chromosomiques structurales (ACS) et les
échanges de chromatides sceurs (SCE) sont
évalués pour étudier la génotoxicité. Par
ailleurs, 1’accumulation de  mutations
contribue également au processus de
vieillissement des populations, a la survenue
des  maladies  neurodégénératives et
cardiovasculaires et a [l’induction de
malformations et de pathologies diverses dans
la descendance des personnes exposées
(Bonassi, 2001 ; Neri, 2003 ; Holland, 2008).
Dans cette étude le marqueur de cytotoxicité
utilisé est le test des micronoyaux parque c’est
un test stable, reproductible et spécifique des
effets clastrogénes causés par les métaux
lourds de I’environnement (Fenech, 2003).

L’évaluation de la cytotoxicité se fonde
sur I’indice de prolifération des cellules dont
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la division cytoplasmique a été bloquée (IP).
Il existe donc une corrélation inverse trés
significative entre I'IP et le taux des MN.
(Corrélation = -0,901 et p=0,001<0,05). En
effet, lorsque le taux des MN augmente, la
vitesse de la division cellulaire est retardee,
ceci est probablement di a l'activation des
points de contréle du cycle cellulaire en
réponse aux lésions induites au niveau de
I’ADN (Botta et al., 2006).

L’organisme posséde des mécanismes
de protection cellulaire qui protégent I’ADN
et empéchent 1’apparition de mutations. Le
franchissement de cette premiere barriere de
protection déclenche I’induction de signaux,
tels ceux de la voie de signalisation MAP
kinase. Ces signaux conduisent a I’arrét du
cycle cellulaire aux points de controle et a
I’élimination des 1ésions de I’ADN. Ces

mécanismes  de  protection  efficaces
permettent le maintien de taux de mutations
proches des taux spontanés lors de

I’exposition a de faibles doses (Norppa,
2003 ; Sabharwal et al., 2015). Ce n’est que
lorsque ces mécanismes de protection
cellulaire  sont saturés dans le cas
d’expositions a de plus fortes doses que le
taux de mutation est augmenté.

Au total, au moyen du test des MN et celui de
I’'IP, la génotoxicité liée & la consommation de
I’eau de 1’Okpara par la population de Kika au
Nord du Bénin a été mise en évidence. Ces
marqueurs biologiques constituent un moyen
important d’évaluation des risques de
génotoxicité chez I’homme et sont déja
utilisés en routine dans plusieurs pays
développés (Palanikumar, 2011).

Conclusion
La génotoxicité de la consommation
d’eau brute de la riviere Okpara est patente ;

mais l'importance et la gravit¢é des
conséquences  pour la santé restent
actuellement  difficiles & prévoir. Une

surveillance sanitaire structurée et a plus ou
moins long terme de la population exposée
s’impose, a charge pour les autorités de
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fournir une alternative sécurisée en eau
potable. De plus, une étude plus large
permettra de mieux apprécier I’impact et la
nature des agents génotoxiques présents dans
I’eau de ’Okpara. Tout porte a espérer que ce
travail puisse inciter les décideurs a tous les
niveaux a prendre les mesures adéquates pour
I’accés a I’eau potable aux populations méme
celles des hameaux les plus reculés du Bénin.
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