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“If we knew what it was we were doing, 

it would not be called research, would it?” 

 

Albert Einstein 
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ADNc: acide désoxyribonucléique 

complémentaire 

ANOVA: analyse de la variance 

ARN: acide ribonucléique 

ATP: adénosine triphosphate 

CCE: cellule ciliée externe 

CCI: cellule ciliée interne 

Cideb: cell death-inducing DFFA-like 

effector B 

Cl
-
: ion chlorure 

COS: complexe olivaire supérieur 

CS2: disulfure de carbone 

dB: décibels 

DCM: chlorure de méthylène 

EPON: epoxy embedding medium 

GABA: acide γ-aminobutyrique 

Hz: hertz 

i.p.: intrapéritonéal 

IHQ: immunohistochimie 

K
+
: ion potassium 

LEX,8h: limite d’exposition journalière au 

bruit  

MEK: méthyl-éthyl-cétone 

Na
+
: ion sodium 

NPR: nystagmus post-rotatoire 

PBS: phosphate buffered saline  

PCR: réaction de polymérisation en  chaîne 

PDA: produits de distorsion acoustique 

ppm: partie par million 

ROI: réflexe de l’oreille interne 

ROM: réflexe de l’oreille moyenne 

ROS: reactive oxidative species (dérivés 

réactifs de l'oxygène) 

RVO: réflexe vestibulo-oculaire 

SDH: succinate déshydrogénase 

SEM: erreur type d'une méthode 

d'estimation 

SEM: Microscopie électronique à balayage 

SNC: system nerveux central 

SPL: sound pressure level 

TA: température ambiant 

Trpm1: transient receptor potential cation 

channel subfamily M member 1 

TTCA: acide 2-thioxo-1,3-thiazolidine-4-

carboxylique 

VLEP: valeur limite d’exposition 

professionnelle 

VLEP8h: valeur limite d’exposition 

professionnelle journalière  

VLEPCT: valeur limite d’exposition 

professionnelle à court terme 



 

 

 

 

 

 

 

2. INTRODUCTION 

 



Effets sur l’audition et l’équilibre d’une co-exposition à un bruit riche en basses fréquences et au CS2 

6 

  



Introduction 

         7 

2.1 Systèmes sensoriels : généralités  

La perception du monde qui nous entoure – ses textures, couleurs et sons, sa chaleur, odeurs et 

saveurs – est rendue possible grâce au fonctionnement des systèmes sensoriels. La sensibilité 

implique la capacité de transduction, de codification et enfin la perception analysée au niveau 

de l’encéphale à partir de l’information générée par les stimuli qui arrivent des milieux externe 

et interne.  

Bien qu’il existe de grandes disparités entre les différents sens, certaines règles fondamentales 

gouvernent la manière dont le système nerveux traite chacune des informations.  

Les informations du milieu ambiant et du milieu interne, c’est-à-dire les stimuli, arrivent aux 

cellules réceptrices sensorielles, des structures très spécialisées et sensibles à un type de 

stimulus. Ces récepteurs transforment l’information de l’environnement en signaux électriques 

qui sont transmis au système nerveux central (SNC) par les fibres nerveuses afférentes : 

c’est le phénomène de transduction sensorielle. Quand le récepteur est stimulé, celui-ci 

modifie la perméabilité de la membrane et permet la diffusion des ions et, par conséquent, 

génère un potentiel électrique appelé potentiel récepteur. Dans les récepteurs, il se produit un 

flux de courant qui se disperse tout le long de la fibre nerveuse et, si l’amplitude du potentiel 

est suffisante, il forme des potentiels d’action qui sont transmis vers le SNC.  

Le système vestibulaire (sens de l’équilibre) et le système auditif (sens de l’ouïe) sont deux 

systèmes sensoriels qui partagent des similitudes mécaniques et structurelles. 

La relation intime entre la cochlée, organe de l’audition, et le labyrinthe vestibulaire, organe 

de l’équilibre, va au-delà de leur origine embryonnaire commune. Les éléments périphériques 

de ces deux systèmes sont unis et partagent des composants du labyrinthe membraneux et du 

labyrinthe osseux, utilisent des cellules ciliées comme transducteurs mécaniques, et 

transmettent l’information au SNC par le nerf vestibulo-cochléaire, encore appelé nerf VIII. 

Cependant, le traitement par le SNC et les fonctions sensorielles de ces deux systèmes sont 

différents. La fonction du système auditif est de traduire les sons, alors que la fonction du 

système vestibulaire est de fournir des informations sur la position et les mouvements du corps 

dans l’espace.  



Effets sur l’audition et l’équilibre d’une co-exposition à un bruit riche en basses fréquences et au CS2 

8 

2.2 Système auditif 

Le système auditif désigne l’ensemble des structures impliquées dans le traitement du 

message auditif, du pavillon auditif jusqu’aux aires auditives corticales. 

L’audition est le processus sensoriel spécifique avec lequel un être vivant reçoit et analyse les 

sons, c’est notre perception de l’énergie qui est transportée par des ondes sonores. Cette 

capacité nous permet de communiquer avec les autres êtres vivants et d’appréhender 

l’environnement.  

 

2.2.1 Anatomie de l’oreille 

Le récepteur périphérique de 

l’audition est l’oreille. 

L’oreille des mammifères est 

formée de trois parties (Fig. 

I1) : oreille externe, oreille 

moyenne et oreille interne. 

L’oreille interne est 

commune à tous les 

vertébrés, et se situe dans 

l’os temporal du crâne chez 

les mammifères. 

 

L’oreille externe est la partie visible de l’organe. Elle est formée du pavillon auditif, un tissu 

fibro-cartilagineux qui diffracte les ondes sonores, et du conduit auditif externe d’une 

longueur de 2,5 cm et de 0,6 cm de diamètre (Fig. I1). Le tympan est la membrane qui sépare 

le conduit auditif externe de la cavité de l’oreille moyenne. 

L’oreille moyenne est connectée à la cavité buccale par la trompe d’Eustache (Fig. I1), qui 

permet d’égaliser la pression de l’air de chaque côté du tympan. La fenêtre ovale, sur laquelle 

appuie la platine de l’étrier, et la fenêtre ronde séparent l’oreille moyenne de l’interne. La 

chaîne d’osselets inclut le marteau, l’enclume et l’étrier. 

Figure I1. Anatomie de l’o eille. Principales structures de l’o eile externe, moyenne 

et interne. Source : INRS. 
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L’oreille interne est formée de deux labyrinthes : le labyrinthe osseux et le labyrinthe 

membraneux. Le labyrinthe osseux constitue une coque qui accueille et protège les structures 

sensorielles ; il est formé de trois canaux semi-circulaires, la cochlée et le vestibule.  A 

l’intérieur, on trouve un système fermé rempli de liquide, le labyrinthe membraneux, formé de 

sacs membraneux, lesquels contiennent l’épithélium sensoriel de l’audition, l’organe de Corti 

et de l’équilibre, l’épithélium vestibulaire. 

 

2.2.2 La cochlée 

La cochlée est l’organe qui réalise la transduction du son en message auditif. Elle est, par 

conséquent, une structure fondamentale du système auditif qui transforme les ondes sonores en 

impulsions nerveuses auditives et joue le rôle d’analyseur de fréquences.  

La cochlée est un organe en forme de spirale qui se trouve dans l’os temporal du crâne 

(Fig. I2). Cet organe s’enroule autour d’un axe osseux, la columelle. Le labyrinthe osseux de la 

cochlée est divisé en plusieurs cavités spirales et parallèles. La rampe centrale s’appelle canal 

cochléaire. Il s’agit d’un tube en spirale, aux parois membraneuses, contenant l’organe de 

Corti, qui s’étend le long de la cochlée. Une des parois du canal cochléaire est formée de la 

membrane basilaire, de la membrane de Reissner et de la strie vasculaire. Au-dessus et en-

dessous, on trouve respectivement les rampes vestibulaire et tympanique  qui communiquent 

entre elles par l’hélicotrème, un trou situé au sommet de la cochlée, l’apex. La platine de 

l’étrier agit sur le liquide de la rampe vestibulaire au niveau de la fenêtre ovale. La membrane 

de la fenêtre ronde sépare le liquide de la rampe tympanique de la cavité de l’oreille moyenne.  

 

 

 

 

 

  

Figure I2. Anatomie de la cochlée et ses différents compartiments. Le labyrinthe 

e a eu  se t ouve à l’i t ieu  du la i the osseu . Sou e : i age adapt e de 
http://droualb.faculty.mjc.edu 
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Les compartiments internes de la cochlée sont remplis de deux liquides différents (Slepecky, 

1996). Le liquide des rampes vestibulaire et tympanique est la périlymphe, avec une 

composition proche de celle d’un milieu extracellulaire, une forte concentration en ions sodium 

Na
+
 (environ 140 mM) et une faible concentration en ions potassium K

+
 (environ 5 mM). Le 

liquide dans le labyrinthe membraneux, qui comporte le canal cochléaire, est l’endolymphe. 

L’endolymphe contient une forte concentration en ions K
+
 (environ 145 mM) et une faible 

concentration en ions Na
+
 (environ 2 mM), soit une composition proche de celle du liquide 

intracellulaire. L’endolymphe est sécrétée de façon continue par la strie vasculaire, une 

structure épithéliale complexe composée de différents types cellulaires et vaisseaux sanguins. 

Les deux liquides contiennent une forte concentration en ions chlore Cl
-
. En conditions 

normales, les deux compartiments ne communiquent pas. Les deux liquides interviennent dans 

le fonctionnement normal du système et, souvent, les altérations de la distribution ou la 

composition ionique des liquides provoquent un trouble de l’audition.  

Les liquides de la cochlée ont un rôle très important : 

1. ils transmettent les vibrations de l’étrier ; 

2. ils maintiennent la pression cochléaire afin d’assurer le fonctionnement du récepteur ; 

3. ils apportent les nutriments et permettent d’éliminer les produits du catabolisme des 

cellules qui se trouvent en contact avec le sang ; 

4. ils apportent l’environnement ionique nécessaire pour assurer les transductions 

énergétiques ; 

5. ils assurent la formation du potentiel endocochléaire. 

Le potentiel endocochléaire est un potentiel positif continu généré par la différence de 

composition ionique entre l’endolymphe et la périlymphe (+ 80 mV).  

L’organe de Corti (Fig. I3), que se trouve dans le canal cochléaire, repose sur la membrane 

basilaire, formée essentiellement de fibres de collagène. Le récepteur auditif contient deux 

types de cellules réceptrices responsables de la perception du son (Slepecky, 1996) : les 

cellules ciliées externes (CCE) et les cellules ciliées internes (CCI). Il contient également des 

cellules de soutien : cellules de Deiters, cellules de Hensen et cellules de Claudius, entre 

autres. L’organe de Corti est coiffé de la membrane tectoriale, une membrane acellulaire de 

glycoprotéines. L’apex des cellules ciliées ainsi que les prolongations des différentes cellules 

de soutien forment la membrane réticulaire, riche en actine et myosine.  
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Figure I3. A ato ie de l’o ga e de Co ti et ses diff e tes pa ties. 
(A) Schéma de l’a ato ie de l’organe de Corti et ses différentes parties. Source: image adaptée de 

http://droualb.faculty.mjc.edu 

(B) Section histologique du canal cocléaire avec l’organe de Corti.  

 

 

Les cellules ciliées font synapses avec les neurones bipolaires sans myéline. Les corps 

cellulaires de ces neurones forment le ganglion spiral. Les prolongations centrales des cellules 

du ganglion forment la partie cochléaire du nerf vestibulo-cochléaire (nerf crânien VIII) 

(Fig. I2-3). 

 

2.2.3 Cellules ciliées cochléaires et innervation 

Les cellules ciliées sont les mécanorécepteurs qui constituent en grande partie le 

neuroépithélium. Elles s’appellent ainsi en raison de la présence d’une centaine de stéréocils à 

leur partie apicale. Les stéréocils sont de tailles différentes, arrangés en trois rangées et en 

contact avec l’endolymphe. Les stéréocils sont des cils flexibles qui contiennent des filaments 

d’actine entourés de différents isoformes de myosine. Tous les cils sont plantés dans une région 

rigide d’actine dense, le plateau cuticulaire, qui se trouve à l’extrémité apicale de la cellule. 

Les liens terminaux (ou « tip-links ») sont des ponts de glycoprotéines ou d’élastine qui 

connectent la pointe du stéréocil le plus petit au corps du stéréocil adjacent qui est plus grand 

(Oghalai and Browenell, 2012). Par conséquent, tous les cils sont unis entre eux par des ponts 

de protéines qui interviennent directement dans le mécanisme de transduction. Les cellules 

ciliées reposent sur les cellules de soutien et sont en contact avec la membrane tectoriale 

(Fig. I3). Chez les mammifères, quand elles sont endommagées, elles ne sont pas remplacées.  
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Figure I4. S h a d’u e ellule ili e e te e et d’u e ellule ili e i te e da s l’o ga e de Co ti. Sou e : i age adapt e de 
http://what-when-how.com/neuroscience/auditory-and-vestibular-systems-sensory-system-part-1 

Comme expliqué ci-dessus, on trouve deux types de cellules sensorielles qui diffèrent par la 

forme de leur corps cellulaire, l’arrangement de leurs stéréocils et leurs connexions au SNC 

(Fig. I4). 

 

 

2.2.3.1 Cellules ciliées internes 

Les cellules ciliées internes (CCI) sont en forme de poire et s’appuient sur des cellules 

épithéliales (Fig. I4). Chez l’Homme, on trouve environ 3500 CCI disposées en une seule 

rangée avec des stéréocils arrangés en palissade (Fig. I5). Ces cellules sont les véritables 

neurotransducteurs sensoriels car elles transforment les signaux mécaniques en signaux 

nerveux qui sont transmis au cerveau par les fibres du nerf auditif et sont interprétés par les 

centres auditifs centraux du SNC. 

Les cellules sont connectées à des fibres bipolaires de type I, lesquelles représentent les 95% 

des fibres afférentes du nerf auditif et dont le neurotransmetteur est le glutamate. Une CCI 

établit des contacts avec différents boutons terminaux, chacun d’eux provenant d’un neurone 

ganglionnaire différent.  
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Figure I5. I age de la su fa e de l’o ga e de Co ti ui p se te 
l’o ga isatio  des st o ils des ellules ili es i te es e  
palissade et externes en W. 

2.2.3.2 Cellules ciliées externes 

Les cellules ciliées externes (CCE) ont 

une forme cylindrique (Fig. I4). Chez 

l’Homme, on trouve environ 13000 CCE 

disposées en trois rangées (CCE1, CCE2, 

CCE3). Chaque CCE a trois rangées de 

stéréocils arrangés en forme de W (Fig. I5), 

avec les cils les plus longs plantés dans la 

membrane tectoriale, ce qui créé une union 

mécanique entre membranes basilaire et 

tectoriale.  

Les stéréocils des CCE présentent un gradient de taille de la base vers l’apex de la cochlée. En 

partie apicale, les cils sont quatre fois plus grands qu’en partie basale. De plus, les stéréocils de 

la base sont plus rigides que ceux de l’apex. Ces variations morphologiques font que 

l’ensemble de la cochlée ne réagit pas de la même façon aux vibrations. 

Les CCE peuvent varier de taille en réponse à une stimulation électrique (Brownell et al., 1985; 

Kachar et al., 1986), c’est ce qu’on appelle l’électromotilité. Pour réaliser cette contraction, 

elles possèdent un réticulum endoplasmique particulier qui recouvre toute la surface interne des 

parois latérales des cellules. De plus, ces parois sont renforcées par un manchon de protéines 

contractiles comme l’actine et spectrine (Tilney and Tilney, 1986) qui permet de faire varier la 

taille (Carlisle et al., 1988). Une protéine spécifique des CCE, la prestine, se trouve tout le long 

du corps cellulaire et a la capacité de changer de conformation selon le potentiel membranaire 

(Ashmore et al., 2010).   

Les CCE sont innervées en majorité par de nombreuses terminaisons du système efférent 

(90%), lesquelles régulent leurs propriétés mécaniques et dont le neurotransmetteur est 

principalement l’acétylcholine. Du côté opposé, elles sont également connectées au SNC par 

des fibres afférentes de type II. 
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2.2.3.3 Innervation des cellules ciliées cochléaires 

L’organe de Corti est innervé par trois types de fibres nerveuses : fibres auditives afférentes, 

fibres auditives efférentes (faisceau olivo-cochléaire) et fibres nerveuses autonomes. 

Les fibres afférentes auditives sont des cellules bipolaires, dont les corps cellulaires forment le 

ganglion spiral. Chez l’Homme, le nerf auditif contient environ 30000 fibres de ce type. Les 

CCI apportent la majeure partie de l’information des signaux acoustiques au SNC. Les axones 

des fibres forment le nerf auditif qui pénètre le crâne par le méat auditif interne et arrive au 

centre auditif du SNC. 

L’organe de Corti est également innervé par des fibres efférentes, la plupart se terminant sous 

les CCE. Ces efférentes cochléaires proviennent du noyau olivaire supérieur du tronc cérébral 

et s’appellent fibres olivo-cochléaires. Chez l’Homme, il y a environ 500 à 600 fibres de ce 

type.  

La cochlée du rat est innervée par environ 19000 fibres nerveuses, dont 79% sont des fibres 

afférentes et 21% des fibres efférentes (Dannhof and Bruns, 1993). 

 

2.2.4 Le son 

Une onde sonore est la propagation progressive de la vibration des molécules d’air du milieu 

environnant autour de leur position de repos. Ces ondes vont dans toutes les directions depuis 

la source et sont caractérisées par leur fréquence (ton : grave ou aigu) et leur intensité 

(amplitude : faible ou élevée). La fréquence du son est mesurée en cycles par seconde, ou 

hertz (Hz) alors que l’intensité est mesurée sur une échelle logarithmique en décibels (dB). Le 

son est donc notre interprétation de la fréquence, de l’amplitude et de la durée des ondes 

sonores qui arrivent à nos oreilles. Le système auditif transforme les ondes sonores en 

différentes formes d’activités neuronales, où seront intégrées ensuite les informations 

provenant d’autres systèmes. 

Le son est produit de manière naturelle. Il s’agit d’un mélange de sons purs, c’est-à-dire 

composés d’une seule fréquence. Le bruit est un son désagréable.  
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Figure I6. Cha p auditif hu ai  et seuils d’auditio . 
Source : image de http://www.cochlea.eu 

L’onde acoustique se propage à différentes vitesses en fonction de plusieurs caractéristiques 

intrinsèques au milieu qu’elle traverse. Chaque milieu est caractérisé par sa résistance au 

passage du son, appelée impédance acoustique. Une partie importante de l’onde sonore est 

réfléchie quand celle-ci entre en contact avec un milieu d’une impédance différente. 

Chez l’Homme, l’oreille d’un jeune en bonne santé 

est sensible aux stimulations sonores ayant des 

fréquences comprises entre 20 et 20000 Hz. Le seuil 

de détection d’un son pur varie à chaque fréquence. 

Les seuils d’audition humaine les plus bas se trouvent 

autour de 3 kHz (Fig. I6). L’oreille est donc plus 

sensible entre 1 et 3 kHz, mais la sensibilité diminue 

dans les hautes fréquences, car une pression 

acoustique supérieure est nécessaire pour arriver au 

seuil d’activation.  

Les sons supérieurs à 100 dB peuvent endommager l’appareil auditif périphérique, ceux 

supérieurs à 120 dB causent une douleur et des lésions permanentes. En vieillissant, les seuils 

dans les hautes fréquences augmentent, ce qui réduit la perception acoustique (presbyacousie). 

De plus, après une exposition à un son de longue durée, on constate l’augmentation du seuil 

d’audition due à la fatigue des fibres nerveuses, c’est la fatigue auditive. 

 

2.2.5 Transduction du son 

Le son parvient à la cochlée par deux voies différentes : par l’oreille moyenne (chaîne 

tympano-ossiculaire) ou par conduction osseuse à travers l’os. 

L’oreille externe capte les vibrations de pression de l’air qui constituent le signal sonore et les 

conduit à travers le canal auditif externe jusqu’à la membrane tympanique qui les transforme 

en vibrations mécaniques (Fig. I7A). Ces variations traversent l’oreille moyenne par la chaîne 

d’osselets qui amplifie la pression des ondes sonores, de façon à ce que l’énergie sonore de 

l’air puisse être transmise de manière satisfaisante à la cochlée, remplie de liquide et située 

dans l’oreille interne (Fig. I7A). Il y a donc une adaptation d’impédance fait par l’oreille 

moyenne entre les milieux aérien et liquidien.  
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Figure I7. Conduction des ondes sonores à 

t ave s l’o eille. (A) Les ondes sonores qui 

entrent da s l’o eille pa  le pavillo  
auriculaire et le conduit auditif externe, 

frappent la membrane tympanique et la 

font vibrer. Les osselets vibrent en réponse 

à la membrane tympanique  et 

transmettent les vibrations à la fenêtre 

ovale. La fenêtre ovale vibre à son tour et 

provoque des ondes dans la périlymphe de 

la cochlée. (B) Les ondes de la périlymphe 

provoquent le déplacement des  

membranes de la cochlée. Quand les 

membranes oscillent, les stéréocils des 

ellules ili es s’i li e t, e ui p ovo ue 
la libération du neurotransmetteur au nerf 

cochléaire. Le nerf cochléaire envoie les 

signaux au SNC. Source : image adaptée 

de Principios de Fisiología humana. 

Stanfield. 

L’oreille interne est responsable de la transformation de ces signaux mécaniques en signaux 

électriques qui seront dirigés vers le SNC (Fig. I7B). 

 

Par conséquent, l’audition est un sens complexe qui implique quatre transductions 

différentes : 

1. la transduction acoustico-mécanique : l’énergie qui arrive des ondes sonores de l’air 

est convertie en vibrations mécaniques au niveau de l’oreille moyenne ; 

2. la transduction hydro-mécanique : les vibrations mécaniques sont transformées en 

ondes liquides dans l’oreille interne ; 

3. la transduction mécano-électrique : le mouvement des ondes devient des signaux 

chimiques au niveau des cellules ciliées ; 

4. la transduction neurosensorielle : les signaux chimiques sont traduits en potentiels 

d’action au niveau des neurones sensoriels. 

 

L’oreille moyenne a trois fonctions importantes : elle transforme les ondes acoustiques en 

vibrations mécaniques, elle adapte l’impédance entre les milieux aérien et liquidien et protège 

l’oreille interne en modulant la quantité d’énergie qu’elle reçoit en modifiant la rigidité de la 

chaîne tympano-ossiculaire.  

La vibration du tympan est transmise le long de la chaîne d’osselets, qui fonctionne comme 

un système de leviers et multiplie la force de la vibration (amplification). Quand l’étrier se met 

à vibrer, il déplace la membrane de la fenêtre ovale à laquelle il est attaché. Ces vibrations 
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créent des ondes dans les cavités pleines de liquide de la cochlée, et l’énergie de ces ondes se 

dissipe à travers la fenêtre ronde (Fig. I7A). Par conséquent, le tympan et la chaîne d’osselets 

transforment les vibrations de l’air en vibrations liquidiennes. L’oreille moyenne joue le rôle 

d’adaptateur d’impédance, en améliorant le transfert du son à l’oreille interne (Dancer, 

1988). Sans cette capacité, la plupart de l’énergie acoustique serait perdue en raison de la 

différence d’impédance entre l’air et le liquide, beaucoup plus importante. Cet ajustement est 

suffisant pour augmenter l’efficacité de transmission de l’énergie d’environ 30 dB. Cet effet est 

plus prononcé dans les basses fréquences. 

Quand des stimulations acoustiques de forte intensité arrivent dans l’oreille moyenne, les 

muscles tenseurs du tympan et de l’étrier se contractent par réflexe, diminuant ainsi l’énergie 

acoustique qui entre dans l’oreille interne. Ces réflexes seront détaillés plus tard.  

 

L’oreille interne représente la dernière étape du processus mécanique du son et réalise trois 

fonctions importantes : elle filtre le signal sonore, réalise la transduction et la génération 

d’impulsions nerveuses. 

Le son va engendrer des déplacements de la membrane basilaire et toutes les structures 

qu’elle supporte (Fig. I7B). A cause du déplacement de cette membrane, les cils des cellules 

ciliées s’inclinent. Ce mouvement permet la libération du glutamate dans la fente synaptique, 

ce qui créé des potentiels d’actions sur les terminaisons post-synaptiques qui envoient 

l’information du son à travers le nerf auditif jusqu’au cerveau. Par conséquent, le signal 

acoustique se transforme en message nerveux au niveau de l’oreille interne et plus précisément 

au niveau de la cochlée.  

Les stéréocils des cellules sensorielles sont le lieu de la transduction mécano-électrique, 

c’est-à-dire de la transformation de la vibration du son en message nerveux. Le pôle apical des 

cellules ciliées est immergé dans l’endolymphe riche en K
+
. Le potentiel de repos de la cellule 

est de -60 mV, ce qui favorise son entrée (Fig. I8A). La sortie de K
+
 est également réalisée de 

façon passive car le milieu périlymphatique, qui entoure le corps cellulaire, a une faible 

concentration en ions K
+
. Il en résulte une économie importante d’ATP dans les cellules 

ciliées. Selon la direction vers laquelle s’inclinent les stéréocils, les canaux de potassium situés 

à la partie supérieure des cils s’ouvrent ou se ferment. Les ponts apicaux, qui se trouvent entre 

les stéréocils, permettent l’ouverture des canaux et laissent entrer le K
+
 dans la cellule par 
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Figure I8. Fonction des stéréocils dans la transduction du son réalisée par les cellules ciliées. (A) Les 

canaux potassiques des stéréocils, régulés de manière mécanique, font que les ions potassium 

entrent dans la cellule. B  Qua d les st o ils s’i li e t ve s le il le plus lo g, les a au  s’ouv e t 
plus et des ions potassium entrent massivement dans la cellule, ce qui produit une plus grande 

d pola isatio  et u  plus g a d o e de pote tiels d’a tio  au eu o e afférent. (C) Quand les 

st o ils s’i li e t à l’oppos  du il le plus lo g, les a au  potassi ues so t fe s et peu de 
potassiu  e t e da s la ellule, e ui fait ue les pote tiels d’a tio  du eu o e aff e t di i ue t. 
Source : image adaptée de Principios de Fisiología humana. Stanfield. 

gradient électrochimique, provoquant une dépolarisation (Fig. I8B). Au contraire, la fermeture 

des canaux évite l’entrée du K
+
, ce qui provoque une hyperpolarisation (Fig. I8C). 

 

 

 

 

L’onde générée à la base de la cochlée se propage de façon passive vers l’apex. La position de 

l’amplitude maximale de la vibration varie le long de la membrane basilaire en fonction de la 

fréquence caractéristique de la stimulation acoustique, fréquence pour laquelle la réponse 

d’une fibre afférente est maximale, ou, en d’autres termes, fréquence pour laquelle un potentiel 

est créé avec la plus faible intensité sonore. La mécanique cochléaire a été expliquée par deux 

grandes théories : la théorie de la résonnance (Von Helmholtz) et la théorie de l’onde 

propagée (Von Békésy). 

Von Helmholtz proposait que la membrane basilaire soit composée d’unités indépendantes, de 

taille et épaisseurs spécifiques, dont chacune résonne à une fréquence donnée. C’est Georg 

Von Békésy (prix Nobel de Physiologie et Médecine en 1961) qui en a apporté la preuve 

expérimentale. Il a démontré que chaque point le long de la membrane basilaire effectue la 

transduction d’une fréquence donnée, car chaque fréquence produit des vibrations maximales 

dans une région spécifique de la membrane, les hautes fréquences étant discriminées à la base 
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Figure I9. Schéma de la carte 

tonotopique de la cochlée. 

Source : image adaptée de 

Berne y Levy. Fisiología. 

Koeppen and Stanton. 

 

Figure I10. La vibration de la 

membrane basilaire est réalisée par 

deux mécanismes : mécanismes 

passif et actif. Source : image 

adaptée de http://www.cochlea.eu 

 

de la cochlée tandis que les basses fréquences le sont à l’apex 

(Fig. I9). Cette localisation spécifique des fréquences sur la membrane 

basilaire s’appelle tonotopicité fréquentielle. L’onde créée par le son 

le long de la cloison cochléaire est un phénomène de résonnance 

passive, appelé onde de Békésy (von Békésy, 1960).  

 

Cependant, ce mécanisme passif n’est pas suffisant pour expliquer la 

finesse de l’analyse fréquentielle du signal acoustique dans les hautes 

fréquences. Des phénomènes actifs, liés à la motilité des CCE, 

améliorent considérablement les performances de la tonotopicité. 

 

 

 

Le mouvement des CCE n’est pas dû aux mouvements de la membrane basilaire. Les CCE sont 

fixées à la membrane tectoriale par les stéréocils les plus longs, ce qui établit une liaison 

mécanique entre la membrane basilaire et tectoriale. Ce sont les déplacements entre les deux 

membranes qui provoquent un mouvement de cisaillement des stéréocils et modifient le 

potentiel de membrane (Cody and Russel, 1985). Les variations électriques qui accompagnent 

les vibrations des CCE s’appellent potentiels microphoniques cochléaires (PMC), et sont le 

support électrique du phénomène actif rapide (Hackney and Furness, 1995). Les variations de 

potentiel déclenchent la contraction de la prestine, une protéine située le long de la membrane 

plasmique, qui réalise des petites contractions rapides et successives (Guinan et al., 2012). 

L’électromotilité des CCE est un mécanisme rapide et non consommateur d’énergie. 

L’amplification de la vibration de la membrane a lieu dans les fréquences voisines de la 

fréquence caractéristique (Kachar and Brownell, 1986). Pour un son pur, le mécanisme actif 

amplifie la vibration d’une partie très étroite de la membrane basilaire permettant une bonne 

discrimination de deux fréquences voisines (Fig. I10). 
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Le phénomène actif rapide est complété par un phénomène actif lent qui implique les voies 

nerveuses efférentes du système cholinergique (Bonfils et al., 1986; Warr and Guinan, 1979). 

Ce phénomène consiste en la libération d’ACH qui impacte les propriétés mécaniques des 

CCE, et, par conséquent, les propriétés mécaniques de la membrane basilaire. C’est un 

processus lent qui requiert de l’énergie. Le SNC a la possibilité d’ajuster au niveau 

périphérique le fonctionnement du récepteur auditif, plus spécifiquement la sensibilité et la 

sélectivité en fréquence. 

En résumé, les CCE réalisent une transduction inverse (électromécanique) qui permet de 

renvoyer l’énergie pour augmenter la sensibilité et la sélectivité fréquentielles (Frolenkov et al., 

1998). Ainsi, les CCE ont un rôle d’amplificateur cochléaire car elles modulent le 

comportement mécanique des structures cochléaires (Davis, 1983). Une lésion ou une fatigue 

des CCE se traduit par une perte des mécanismes actifs d’amplification et une augmentation 

des seuils de détection du son. 

Cette augmentation locale de l’amplitude des mouvements de vibration permet une inclinaison 

suffisante des stéréocils des CCI correspondantes. L’activité des neurones augmentera en 

fonction de l’intensité sonore. Les CCI se dépolarisent suite à l’entrée massive de K
+
, ce qui 

provoque une libération de Ca
2+ 

intracellulaire et initie l’étape de transduction 

neurosensorielle. La libération de calcium par les CCI provoque l’exocytose des vésicules qui 

contiennent du glutamate. Ce neurotransmetteur excitateur rapide déclenche un train de 

potentiels d’actions qui établit le flux nerveux afférent. Le flux nerveux se transmet par le 

neurone auditif afférent du nerf crânien VIII jusqu’aux structures auditives centrales. Les CCI 

sont donc les véritables transducteurs mécano-électriques du message auditif (Deol and 

Gluecksohn-Waelsch, 1979). 

L’oreille, en plus de transformer les sons en message auditif, est capable d’émettre des sons en 

réponse à une émission acoustique, ce sont les oto-émissions. Ces émissions naissent dans 

l’oreille interne, où les mouvements des liquides se transmettent à la platine de l’étrier, aux 

osselets et, pour finir au tympan qui vibre et émet un son (Kemp, 1978).  

 

 



Introduction 

         21 

Figure I11. Voie auditive ascendante primaire. Source: 

http://www.cochlea.eu  

2.2.6 Voies auditives centrales 

L’audition, comme toutes les fonctions sensorielles, contient une voie et des centres nerveux 

sur lesquels arrive l’information périphérique.  

On trouve deux types de voies afférentes : les voies primaires (voie classique), qui sont les 

voies dédiées uniquement à la fonction auditive, et les voies non primaires (voie « non-

classique »), sur lesquelles convergent d’autres modalités sensorielles. L’intégrité et le bon 

fonctionnement de ces deux voies sont nécessaires pour la perception du son. Ces voies 

commencent au nerf auditif qui a pour origine les neurones du ganglion spiral. 

La voie primaire est une voie courte (avec trois ou quatre niveaux), rapide, car elle est 

composée de fibres myélinisées, et se termine dans le cortex auditif primaire. Cette voie 

transmet l’information codée par la cochlée. A chaque niveau, l’information est décodée et 

interprétée puis transmise au niveau supérieur.  

La première étape de la voie auditive primaire est 

constituée des noyaux cochléaires situés dans le 

tronc cérébral, qui reçoivent les axones des 

neurones ganglionnaires de type I du ganglion 

spiral. Une étape importante de décodage du 

message auditif  a lieu à ce niveau : durée, intensité 

et fréquence. La deuxième étape, toujours dans le 

tronc cérébral, est le complexe olivaire supérieur 

où la majorité des fibres auditives font synapses 

après avoir croisé la ligne médiane. Ensuite, le 

message arrive au mésencéphale en particulier au 

colliculus inférieur qui joue un rôle essentiel dans 

la localisation du son. La dernière étape avant 

d’arriver dans le cortex auditif a lieu dans le 

thalamus, le corps genouillé médian. Ici, a lieu un 

important travail d’intégration : la préparation d’une réponse motrice. Le dernier neurone de la 

voie auditive unit le thalamus au cortex auditif primaire (aires 41 et 42), où le message 

auditif, qui est déjà amplement décodé, peut être intégré (Fig. I11). 
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Figure I12. Voie auditive ascendante non primaire. 

Source : http://www.cochlea.eu  

Le rôle de la voie « non-primaire » est la 

sélection de l’information qui doit se traiter en 

priorité.  

Le premier relai, commun à la voie primaire, est 

formé des noyaux cochléaires. Depuis ces 

noyaux, un groupe de fibres s’unit à la voie 

réticulaire ascendante. Après la formation 

réticulée, la voie non primaire conduit au 

thalamus et, pour finir, au cortex multisensoriel 

(Fig. I12). Des connexions s’établissent aussi 

avec l’hypothalamus et les centres végétatifs. 

Dans cette voie, l’information auditive s’intègre 

avec les autres modalités sensorielles.  

Les voies descendantes envoient l’information depuis le cortex jusqu’au récepteur 

périphérique, en passant par différents noyaux. Le cortex envoie des fibres sur le corps 

genouillé médian et le colliculus inférieur. Les neurones du colliculus inférieur arrivent 

bilatéralement au complexe olivaire supérieur et aux noyaux cochléaires. Les faisceaux 

olivo-cochléaires, qui possèdent des noyaux de l’olive supérieure, arrivent aux cellules ciliées 

de l’organe de Corti et modulent le processus de transduction. Les noyaux moteurs des nerfs V 

et VII envoient respectivement des axones vers les muscles tenseur tympanique et stapédien, 

lesquels amortissent les mouvements des osselets à l’arrivée des sons de forte intensité. 

 

2.2.7 Réflexes auditifs 

Si l’intensité d’un son est très élevée, il peut provoquer des lésions irréversibles au niveau du 

récepteur auditif. Pour éviter ceci, le système auditif utilise deux arcs réflexes de protection 

afin de réguler cette intensité. On trouve deux types de réflexes bien identifiés : le réflexe de 

l’oreille moyenne (ROM) et le réflexe de l’oreille interne (ROI) ou réflexe olivo-

cochléaire. Ces deux réflexes sont bilatéraux. Le ROM a pour fonction de protéger la cochlée 

du son de forte intensité, tandis que le ROI améliore le processus du signal acoustique pour 

lutter contre le bruit de fond dans un environnement bruyant (Liberman and Guinan, 1998). 
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Figure I13. Voies nerveuses du réflexe 

olivo-cochléaire. Les voies afférentes 

sont représentées en rouge, les voies 

efférentes en bleu. NCD : noyau 

cochléaire dorsal; NCv : noyau 

cochlaire ventral ; COS : complexe 

olivaire supérieur; VII : noyau du nerf 

facial; FOCC : fibres olivo-cochléaires 

croisées; FOCD : fibres olivo-

cochléaires directes. Source : INRS. 

2.2.7.1 Réflexe de l’oreille interne (ROI) 

Le système olivo-cochléaire est composé de deux populations de neurones (Fig. I13) : les 

neurones du système olivo-cochléaire latéral qui proviennent de l’olive supérieure latérale et 

sont projetés sur les fibres de type I situées au niveau des CCI (projection ipsilatérale), et les 

neurones du système olivo-cochléaire médian qui proviennent majoritairement du noyau 

central du corps trapézoïdal et se connectent directement sur les CCE (projection bilatérale). 

L’activation du réflexe de l’oreille interne (ROI) provoque des modifications de compliance de 

l’organe de Corti car il modifie la configuration des CCE et permet d’ajuster le gain de 

l’amplificateur cochléaire à la fréquence caractéristique. Ceci provoque l’augmentation de la 

résonnance des CCE, et par conséquent, la diminution du seuil des stimulations des fibres 

afférentes de type I. 

 

2.2.7.2 Réflexe de l’oreille moyenne  

Le réflexe de l’oreille moyenne (ROM) se manifeste par la contraction de deux muscles situés 

dans la cavité de l’oreille moyenne : le muscle stapédien, qui s’insère sur l’étrier, et le muscle 

tenseur tympanique sur le marteau (Fig. I14). Chez l’Homme, le muscle stapédien est le seul 

impliqué dans le ROM, tandis que chez le rat, les deux muscles participent de façon 

équivalente (van den Berge et al., 1990). La contraction du muscle tenseur du tympan permet, 

comme son nom l’indique, de tendre la membrane tympanique tandis que la contraction du 

muscle stapédien contrarie les mouvements de l’étrier, ce qui limite la pression de la platine de 

l’étrier sur la fenêtre ovale. Les deux contractions diminuent ainsi l’énergie de la vibration 

transmise à la cochlée. L’atténuation dépend de la fréquence ; chez le rat, le ROM s’active dans 

les fréquences inférieures à 10 kHz avec une efficacité maximale à 1000 Hz (Liberman and 

Guinan, 1998; Pilz et al., 1997). 
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Figure I14. S h a des voies e veuses du fle e de l’o eille o e e. Les voies aff e tes so t ep se t es e  ouge, les 
efférentes qui innervent le muscle stapédien sont en bleu et les voies efférentes spécifiques du muscle tenseur du tympan sont 

les lignes continues en vert. La ligne verte en pointillés symbolise les connexions nerveuses entre les voies afférentes et 

efférentes du muscle tenseur du tympan mais, actuellement, elles ne sont pas encore bien identifiées. NCD : noyau cohléaire 

dorsal; NCv : noyau cochléaire ventral; COS : complexe olivaire supérieur; V : noyau moteur du nerf trigéminal ; VII : noyau du 

nerf facial. Source : INRS. 

La voie neuronale afférente de l’arc réflexe impliqué dans le ROM utilise les neurones auditifs 

primaires jusqu’aux noyaux cochléaires ventraux (Fig. I14). Les voies connectées au tenseur 

tympanique ont pour origine le noyau moteur du nerf trigéminal. Les connexions entre les 

voies afférentes et les voies efférentes ne sont pas bien connues mais on pense qu’il s’agit de 

connexions directes et croisées (Billig et al., 2007). La voie efférente du réflexe stapédien 

utilise les neurones provenant du noyau du nerf VII. Les connexions entre les voies afférentes 

et efférentes s’effectuent également de manière directe et croisée, par l’intermédiaire 

d’interneurones qui connectent le complexe olivaire supérieur (Borg, 1973; Venet et al., 2011). 

Les projections croisées des deux voies efférentes permettent une activation bilatérale du ROM 

en réponse à une stimulation ipsilatérale et/ou contralatérale de forte intensité (autour de 80 dB 

chez l’Homme). 

 

 

 

 

 

 

Indépendamment de la méthode de mesure utilisée, il est difficile de différencier les effets du 

muscle stapédien des effets du muscle tenseur tympanique qui participent au fonctionnement 

du ROM. Les latences sont rapides et proches : de 10 à 20 ms dans les intensités moyennes et 

de 6 à 10 ms dans les intensités de 110 à 120 dB chez le rat (Pilz et al., 1997; Van den Berge et 

al., 1990). De plus, ces muscles ont une forte résistance à la fatigue et sont principalement 

innervés par des fibres rapides (Van den Berge and Van der Wal, 1990; Van den Berge and 

Wirtz, 1989a, 1989b). Ces particularités donnent au ROM un rôle de protection de la cochlée 

particulièrement efficace contre les dommages causés par les bruits de forte intensité.  
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2.3 Système vestibulaire  

L’équilibre est l’état de stabilité, c’est la fonction neurosensorielle qui régit les relations avec 

le monde physique et permet d’assurer et d’adapter tous les mouvements de façon à évoluer 

sans heurt dans l’environnement. L’équilibre est une organisation sensorielle complexe qui 

implique la communication entre le système vestibulaire, le système visuel et le système 

proprioceptif (Khan and Chang, 2013). L’équilibre résulte donc de l’intégration de trois 

sources d’information, ce qui fait qu’une discordance entre ces informations peut donner 

naissance à divers problèmes. 

Le système vestibulaire est l’organe spécifique, mais non exclusif, de la fonction d’équilibre. 

Il est composé de trois parties : l’appareil sensoriel périphérique, un intégrateur central et 

un mécanisme effecteur. L’appareil périphérique consiste en un groupe de capteurs qui 

envoient au SNC des informations relatives à la vitesse angulaire et l’accélération linéaire de la 

tête. Le SNC traite ces signaux et les combine avec d’autres informations sensorielles pour 

estimer l’orientation du sujet dans l’espace. Le système vestibulaire central répond par le biais 

de réflexes qui mettent en jeu les muscles oculaires et la moelle épinière. Ce système est donc 

un composant essentiel dans la production de réponses motrices qui sont cruciales pour le 

fonctionnement quotidien et la survie. 

 

 

2.3.1 Labyrinthe vestibulaire périphérique 

Le système vestibulaire périphérique est présent chez tous les vertébrés et se trouve dans l’os 

temporal ; il fait partie intégrante de l’oreille interne (Fig. I1). Il comporte, comme la cochlée, 

un labyrinthe membraneux entouré d’un labyrinthe osseux.  

De même que dans la cochlée, entre le labyrinthe membraneux et le labyrinthe osseux, on 

trouve un espace qui contient la périlymphe, dont la composition est faible en K
+
 (7 mM) et 

élevée en Na
+
 (150 mM). Le labyrinthe membraneux est rempli d'endolymphe,  dont la 

composition est élevée en K
+
 (150 mM) et faible en Na

+
 (16 mM). Elle entoure les récepteurs 

sensoriels spécialisés du système vestibulaire. 
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Figure I15. Labyrinthe membraneux et ses différentes parties. L’appareil vestibulaire est formé de trois canaux semi-

circulaires, l’utricule et le saccule. Source : image adaptée de Atlas de neurosciences. Felter et Shetty. 

 

Les récepteurs vestibulaires se trouvent dans des régions spécialisées du labyrinthe 

membraneux. Ce labyrinthe membraneux contient deux structures aux fonctions différentes 

(Fig. I15) : les canaux semi-circulaires et les organes otolithiques (utricule et saccule). Au 

total, il y a cinq épithéliums sensoriels vestibulaires dans chaque oreille : trois crêtes et deux 

maculas, la macula de l’utricule et la macula du saccule. Les deux labyrinthes vestibulaires 

sont des structures présentant une symétrie axiale et sont localisés dans chaque oreille. Les 

fonctions des cinq organes récepteurs vestibulaires de l’oreille interne sont complémentaires 

car chaque canal semi-circulaire et chaque organe otolithique possède une orientation spatiale 

différente, permettant ainsi d’avoir une sensibilité maximale aux mouvements dans tous les 

plans tridimensionnels de l’espace. 

Sur ces épithéliums sensoriels, on trouve les cellules ciliées vestibulaires, les récepteurs 

sensoriels du système vestibulaire. 

Les cellules réceptrices de chaque organe vestibulaire sont innervées par des fibres afférentes 

primaires qui s’unissent à celles de la cochlée pour former le nerf vestibulo-cochléaire (VIII) 

(Fig. I24). Les corps cellulaires des neurones afférents vestibulaires se trouvent dans le 

ganglion vestibulaire (ganglion de Scarpa) (Fig. I15). Les prolongations centrales de ces 

cellules bipolaires entrent dans le tronc cérébral et se terminent dans les noyaux vestibulaires et 

dans le cervelet. De plus, le système reçoit également des fibres efférentes vestibulaires du 

tronc cérébral.  
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Figure I16. Structure et 

innervation des deux types de 

cellules ciliées. Source: image 

adaptée de Atlas de 

neurosciences. Felter and Shetty.   

 

2.3.2 Cellules ciliées vestibulaires et innervation 

Les récepteurs de l’équilibre sont des cellules épithéliales modifiées, appelées cellules ciliées 

vestibulaires, qui sont responsables de la transformation des accélérations de la tête en signaux 

électriques. De même que dans la cochlée, chaque cellule ciliée du labyrinthe vestibulaire 

contient sur sa surface apicale un faisceau de cils, les stéréocils (environ 50-100), qui 

transduisent  les stimulations mécaniques en potentiels récepteurs (Fig. I16). Cependant, dans 

le vestibule,  l’un des stéréocils est plus grand que les autres : il est appelé kinocil. C’est un cil 

non mobile constitué de 9+2 microtubules (Oghalai and Browenell, 2012). Les stéréocils sont 

disposés en rangées de hauteur croissante, les plus longs étant les plus proches du kinocil et les 

plus courts les plus éloignés. Les stéréocils de chaque cellule sensorielle sont distribués de 

façon hexagonale sur la surface, avec le kinocil disposé dans un coin. Tous les cils, excepté le 

kinocil qui est en contact direct avec le cytoplasme, proviennent d’une région rigide dense en 

actine, la plaque cuticulaire, qui est située à l’extrémité apicale de la cellule. Les tip-links 

connectent la pointe du stéréocil le plus court au corps du stéréocil adjacent qui est plus grand 

(Oghalai and Browenell, 2012) et, par conséquent, tous les cils sont unis entre eux par des 

ponts de protéines qui interviennent dans le mécanisme de transduction. Dans ces cellules, les 

cils sont en contact avec l’endolymphe alors que la base de la cellule est entourée de 

périlymphe. Les cellules ciliées du système vestibulaire périphérique sont innervées par des 

fibres afférentes et efférentes.  

 

2.3.2.1 Types de cellules ciliées 

L’épithélium vestibulaire 

contient deux types de cellules 

ciliées de morphologie 

différente (Fig. I16), les 

cellules ciliées de type I et les 

cellules ciliées de type II.  
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Figure I17. Schéma de l’ pith liu  
vestibulaire montrant la classification des 

neurones afférents par la morphologie de 

la terminaison nerveuse comme les 

afférences de type calice seul (C), 

dimorphique (D) ou bouton seul (B) et 

localisation et distribution préférentielle 

des types de cellules ciliées le long de 

l’ pith liu . Sou e : i age adapt e de 
Eatock et al., 2008. 

 

Les deux types de cellules ciliées sont morphologiquement différents. Les cellules ciliées de 

type I ont un corps cellulaire qui se rétrécit à l’apex (Ricci et al., 1997), qui prend la forme 

d’une bouteille et ont leur noyau en position basale. Les cellules ciliées de type II sont 

cylindriques avec le noyau en position médiane (Fig. I16). 

Ces deux types de cellules se différencient aussi par leur innervation. Les axones 

périphériques des cellules de type I perdent leur gaine de myéline avant de pénétrer dans la 

base du neuroépithélium et entourent toute la zone basolatérale en créant ainsi une synapse en 

forme de calice, unique dans le système nerveux (Bonsacquet et al., 2006; Dalet et al., 2012). 

Les cellules de types II sont, quant à elles, innervées par des boutons synaptiques simples 

(Fig. I16).  

Chaque fibre afférente peut innerver une ou plusieurs cellules sensorielles, aussi bien de type I 

que de type II. Cependant, on peut trouver des terminaisons afférentes appelées de type calice 

seul (calyx-only afferent), bouton seul (bouton-only afferent) ou former des terminaisons des 

deux types, connues sous le nom de dimorphiques (dimorphic afferent) (Fig. I17). Les deux 

types de cellules ont également des connexions efférentes qui arrivent du noyau vestibulaire 

pour moduler leur sensibilité. 

 

Les différents types de cellules ciliées se disposent de manière inégale le long de l’épithélium 

vestibulaire. Les cellules ciliées de type I avec des afférences de type calice seul se trouvent 

exclusivement dans la zone striolaire, qui est la plus au centre de l’épithélium, tandis que les 

types II sont plus abondants dans la zone extrastriolaire, zone périphérique de l’épithélium 

(Fig. I17). Dans la zone péristriolaire, on retrouve majoritairement les cellules ciliées de type I 

avec des afférences dimorphiques. 
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Figure I18. Image de microscopie électronique en 

t a s issio  d’u e te de at où l’o  o se ve des 
cellules de soutien (CS) et les deux types de cellules 

ciliées : cellules ciliées de type I (CCI) et cellules 

ciliées de type II (CCII). Source : image adaptée de 

Seoane et al., 2001. 

Figure I19. Fonctionnement des jonctions liens au sommet des 

stéréocils. Source : image adaptée de Khan and Chang, 2013. 

 

Les cellules ciliées sont encapsulées par des cellules 

de soutien qui s’étendent de la membrane basale à la 

surface apicale (Fig. I18). Elles contiennent une 

membrane réticulaire dans la zone apicale qui 

connecte étroitement les cellules adjacentes afin de 

maintenir une séparation entre les espaces 

endolymphatique de périlymphatique. Ces cellules 

présentent de nombreuses microvillosités à leur 

surface.  

 

2.3.2.2 Mécanisme de transduction 

Comme les cellules ciliées de la cochlée, les cellules ciliées vestibulaires sont polarisées. Cette 

disposition permet aux cellules de répondre de manière différente aux inclinaisons des cils en 

fonction des directions. Les compositions des deux liquides font que la cellule située à 

l’extérieur de la membrane apicale a une concentration élevée en ions K
+
 et faible en ions Na

+
, 

et le contraire du côté de la membrane basale.  

De la même manière que pour les cellules 

ciliées de la cochlée, quand les stéréocils se 

penchent vers le kinocil, le déplacement des 

tip-links provoque l’ouverture des canaux 

cationiques situés à la pointe des stéréocils,  

et dépolarise la membrane cellulaire 

(Fig. I19). Ceci stimule la libération de neurotransmetteurs excitateurs (glutamate) entre les 

cellules présynaptiques et les fibres afférentes des neurones ganglionnaires vestibulaires. A 

l’inverse, quand les cils s’inclinent dans une direction opposée au kinocil, la tension des 

jonctions ferme les canaux de façon mécanique, ce qui provoque l’hyperpolarisation de la 

cellule ciliée et réduit la libération des neurotransmetteurs. De cette manière, la fréquence des 

potentiels d’action dans les neurones sensoriels qui innervent les cellules ciliées donne une 

information sur la direction des mouvements de la tête. Les cellules ciliées présentent 

également un mécanisme d’adaptation qui joue sur l’ajustement des ponts protéiques de 

manière continue. 
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Figure I20. Image de microscopie 

électro i ue à ala age de la te d’u  
rat. Image : Llorens et al., 1998. 

2.3.2.3 Innervation des cellules ciliées vestibulaires 

Les organes vestibulaires sont innervés par les fibres efférentes qui proviennent du tronc 

cérébral (Gacek 1982; Schwartz and Ryan 1986). Les terminaisons efférentes forment des 

contacts synaptiques avec les deux types de cellules ciliées (Fig. I17) (Iurato et al., 1972; Smith 

and Sjostrand, 1968). Le système efférent permet le contrôle de l’information vestibulaire et, 

par conséquent, le maintien de l’équilibre postural. Ces fibres peuvent étendre la plage 

dynamique des fibres afférentes lors de fortes accélérations (Blanks and Precht, 1978). Elles 

peuvent également servir de signaux inhibiteurs en cas de stimulus sensoriel de forte intensité 

et de longue durée (Goldberg and Fernández, 1980). 

En ce qui concerne le système afférent, les corps cellulaires des neurones vestibulaires 

primaires, qui établissent des contacts avec les cellules ciliées, se trouvent dans le ganglion de 

Scarpa, situé à proximité des épithéliums sensoriels. Dans la membrane de la cellule qui 

établit des synapses en calice, on trouve une union intercellulaire, rare chez les vertébrés, 

appelée « jonction calicielle », qui fournit un soutien structural au contact synaptique afférent 

du calice vers les cellules ciliées vestibulaires de type I.  

 

2.3.3 Epithéliums vestibulaires 

Comme évoqué précédemment, on trouve cinq épithéliums sensoriels vestibulaires dans 

chaque oreille : trois crêtes, un utricule et un saccule, formés d’une couche de cellules ciliées 

et de cellules de soutien. 

Les trois canaux semi-circulaires sont connectés à l’utricule qui rejoint le saccule, lequel est 

connecté à la cochlée par le ductus reuniens, ce qui permet la circulation de l’endolymphe entre 

les deux organes  (Fig. I15). 
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Figure I21. Anatomie fonctionnelle des 

canaux semi-circulaires. Source : image 

adaptée de  Principios de Fisiología 

humana. Stanfield. 

 

2.3.3.1 Canaux semi-circulaires 

Les canaux semi-circulaires sont orientés dans des plans perpendiculaires entre eux, ce qui 

permet de détecter les mouvements rotatoires de la tête dans les trois plans de l’espace (Fig. 

I15). Les canaux semi-circulaires antérieur et postérieur sont les deux canaux qui se 

trouvent en position verticale formant un angle de presque 45° avec le plan sagittal de la tête. 

Le troisième est le canal semi-circulaire horizontal, ou latéral, qui est incliné d’environ 30° 

par rapport au plan horizontal de la vue. Le canal antérieur détecte le mouvement d’avant en 

arrière, comme lorsque nous hochons la tête ou effectuons un saut périlleux avant. Le canal 

postérieur détecte l’inclinaison de la tête sur les côtés, comme lorsque nous penchons la tête sur 

l’épaule ou effectuons un saut périlleux sur le côté. Le conduit latéral détecte la rotation de la 

tête d'un côté à l'autre sur un axe vertical, par exemple pour dire «non» de la tête ou lorsque 

nous tournons sur nous-même. 

La partie renflée de chaque canal s’appelle l’ampoule. On y trouve une protubérance appelée 

crête qui sert de neuroépithélium sensoriel car il contient les cellules ciliées, environ 7000 chez 

l’Homme, et les cellules de soutien (Fig. I30). Ces cellules sont couvertes par une masse 

gélatineuse de mucopolysaccharides et kératine, la cupule, qui a une densité supérieure à celle 

de l’endolymphe et fait le lien entre la crête et le sommet de l’ampoule (Fig. I21). 

 

 

 

Les cils des cellules ciliées se dressent verticalement dans la cupule. Dans les trois crêtes, les 

cellules sont orientées de façon à ce que tous les cils évoluent dans la même direction. Ainsi, 

quand la cupule bouge, toutes les cellules ciliées de la crête s’inclinent dans la même direction. 

Les kinocils du canal latéral sont orientés vers l’utricule, tandis que les kinocils des autres 

canaux sont dirigés dans le sens opposé (Khan and Chang, 2013).  

La fonction des canaux semi-circulaires est de détecter l’accélération ou la décélération 

rotatoire de la tête. Les canaux sont remplis d’endolymphe qui, lors d’une accélération 
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angulaire de la tête, bouge et produit des déplacements qui dévient la cupule. En conséquence, 

les cils s’inclinent dans la direction opposée à la rotation.  

Quand la tête est au repos, aucune force ne s’applique sur la cupule, les stéréocils restent donc 

dressés et les cellules ciliées sont dépolarisées, ce qui produit des potentiels d’action peu 

fréquents dans les neurones associés (Fig. I22A). Quand la tête tourne, les parois du labyrinthe 

bougent, mais le liquide a tendance à rester en place à cause de l’inertie. Dans les ampoules, la 

résistance de l’endolymphe incline la cupule et ses cellules ciliées dans la direction opposée à 

celle de la rotation de la tête. Si la rotation provoque l’inclinaison des cils dans une direction 

opposée au kinocil, la cellule ciliée s’hyperpolarise et la fréquence des potentiels d’action 

diminue (Fig. I22B). Par contre, si les cils s’inclinent vers le kinocil, les cellules se 

dépolarisent davantage et la fréquence des potentiels d’action augmente (Fig. I22C). Si la 

rotation continue avec une vitesse constante, sans accélération, la cupule revient en position 

verticale et le potentiel de la membrane retourne à la normale, comme quand la tête est au 

repos (Fig. I22A). Quand la rotation s’arrête, l’inertie de l’endolymphe fait que la cupule se 

courbe dans la direction opposée, c’est-à-dire qu’elle se déplace dans la même direction que le 

mouvement de la tête, ce qui génère une sensation temporaire de tournis. 

 

 

Chaque canal semi-circulaire travaille en association avec celui qui se trouve du côté opposé de 

la tête et dont les cellules ciliées sont orientées de façon contraire. Ainsi, les canaux semi-

circulaires se trouvant dans le même plan fonctionnent par paires. La rotation de la tête induit 

des messages opposés dans chaque canal apparié. Les cellules ciliées d’un canal s’excitent 

tandis que celles de l’autre canal s’inhibent.  

Figure I22. Réponse des canaux semi-circulaires latéraux aux mouvements de rotation de la tête dans le plan horizontal. (A) 

Tête au repos ou rotation à vitesse constante, aucune force ne joue sur la cupule et les cils restent dressés. (B) Accélération de 

la t te, l’i e tie du li uide pousse la upule da s la di e tio  oppos e de la otatio  et les ils s’i li e t, e ui p ovoque 

l’h pe pola isatio  de la ellule. C  A l atio  de la t te da s la di e tio  oppos e, les ils s’i li e t, e ui pola ise la 
cellule. Image : adaptée de Principios de Fisiología humana. Stanfield. 
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Figure I23. Microscopie électonique à balayage des organes 

otolithiques de rat. (A) Utricule. (B) Saccule. Source: Thèse de Lara 

Sedó Cabezón, 2014. 

 

Figure I24. Image de microscopie 

électronique à balayage des 

oto o ies de l’ut i ule de at (1-5 µm 

de diamètre).  

Figure I25. Macule. Epithélium 

sensoriel avec les cellules ciliées et 

les cellules de soutien couvertes par 

la matrice gélatineuse et sur 

laquelle reposent les otoconies. 

Source : Image adaptée de Wolters 

Kluwer Health. Lippincott Williams 

and Wilkins. 

 

L’information qui vient des canaux semi-circulaires est utilisée pour contrôler les mouvements 

oculaires, ce qui sera développé par la suite. 

 

2.3.3.2 Organes otolithiques 

Il existe deux organes otolithiques, 

l’utricule (Fig. I23A) et le saccule (Fig. 

I34B), qui sont situés entre les canaux 

semi-circulaires et la cochlée.  

 

Chaque organe otolithique contient un épithélium sensoriel, appelé macule, qui est orienté 

verticalement pour le saccule et horizontalement pour l’utricule. La macule contient les cellules 

ciliées, dont les cils sont couverts d’une masse gélatineuse de mucopolysaccharides et des 

cellules de soutien. L’utricule humain contient environ 30 000 cellules ciliées, tandis que le 

saccule en contient environ 16 000. 

La masse gélatineuse de la macule contient de minuscules cristaux 

inorganiques de carbonate de calcium appelés otoconies (Fig. I24) 

(le terme provient du grec qui signifie « pierre de l’audition »). 

Dans l’ensemble, la masse gélatineuse et ses otoconies sont 

connues sous le nom de membrane otolithique (Fig. I25). Les 

otoconies augmentent la densité de la membrane, ce qui lui donne 

de l’inertie  lors d’une accélération.  
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Figure I26. Polarisation fonctionnelle des cellules 

ciliées dans les organes otolithiques.  (A) Saccule. 

(B) Utricule. Source : image adaptée de Berne y 

Levy. Fisiología. Koeppen and Stanton. 

Les cellules ciliées sont disposées de manière ordonnée dans 

les organes otolithiques. Ceux-ci ne sont pas tous orientés 

dans la même direction avec un agencement des cellules 

différent au centre des macules, de part et d’autre d’une 

ligne imaginaire dite striole (Fig. I26). Dans l’utricule, le 

kinocil et les stéréocils des cellules ciliées sont orientées 

vers la striole, alors que dans le saccule, ils sont dans la 

direction opposée. C’est à cause de la forme courbe de la 

striole qu’on trouve des cellules orientées dans toutes 

les directions.  

 

Cette distribution indique qu’il existe divers modes d’excitation des cellules qui dépendent du 

degré d’inclinaison de la tête (Khan and Chang, 2013). Le mouvement peut stimuler un groupe 

de cellules ciliées tout en inhibant un autre groupe sans avoir d’effet sur un troisième groupe 

(Tascioglu, 2005). Le SNC analyse les polarisations des cellules pour déterminer la position de 

la tête et la direction du mouvement. 

La fonction des organes otolithiques est de capter les accélérations linéaires de la tête et de 

répondre aux forces gravitationnelles. La structure de ces organes permet aussi bien de 

percevoir les déplacements statiques causés par l’inclinaison de la tête par rapport à l’axe 

gravitationnel, que les déplacements transitoires causés par les mouvements de translation de la 

tête. A cause de l’orientation des cils dans la membrane otolithique, l’utricule détecte 

l’accélération vers l’avant et vers l’arrière, tandis que le saccule la détecte de haut en bas (force 

gravitationnelle). 

Lorsque la tête se déplace par rapport à l’axe de gravité, les otoconies se déplacent en 

entraînant l’endolymphe environnant (Fig. I27). Ce mouvement dévie la masse gélatineuse qui 

couvre la macule et incline les cils des cellules ciliées. Cependant, l’adaptation est une 

propriété physiologique importante de la macule, ce qui signifie que si la tête reçoit un 

stimulus pendant quelques secondes, les cellules reviennent en position normale (Khan and 

Chang, 2013). 
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Figure I27. R po se de l’ut i ule au  a l atio s li ai es de la t te ou à l’i li aiso . A  T te au epos ou ouve e t 
o sta t, au u e fo e appli u e su  les oto o ies et les st o ilis so t d oits. B  A l atio  ve s l’ava t, les st o ils 

s’i li ent dans la direction opposée au mouvement. (C) Accélération vers l’a i e, les st o ilis s’i li e t e  di e tio  
oppos e au ouve e t. E, F  Effet de la g avit  su  l’ut i ule. Sou e : i age adapt e de Principios de Fisiología humana. 

Stanfield. 

 

 

 

 

2.3.4 Voies vestibulaires centrales 

L’information générée par les différentes structures sensorielles périphériques se transmet via 

les fibres afférentes qui entrent dans le tronc cérébral, par le nerf vestibulo-cochléaire et est 

dirigée vers quatre noyaux vestibulaires (supérieur, inférieur, médian et latéral) ou, parfois, va 

directement jusqu’au cervelet afin de fournir une information immédiate (Fig. I28). Les 

noyaux vestibulaires sont les intégrateurs primaires d’entrée vestibulaire et forment des 

connexions directes et rapides entre les neurones avec l’information afférente et les neurones 

moteurs efférents. Le cervelet est l’intégrateur adaptable, qui supervise le fonctionnement 

vestibulaire et réajuste le processus vestibulaire central si nécessaire. L’équilibre corporel est 

maintenu grâce à l’information provenant des récepteurs vestibulaires, des récepteurs 

proprioceptifs et des récepteurs visuels. Par conséquent, les noyaux vestibulaires reçoivent 

également des afférences d’autres systèmes. 
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Figure I28. Voies neuronales associées au système vestibulaire et impliquées 

da s le ai tie  de l’ uili e.  

A partir de ces noyaux, les 

informations sur la position et le 

mouvement de la tête sont 

distribuées aux différentes zones du 

cortex cérébral par le thalamus. 

Les noyaux vestibulaires sont 

également dirigés vers les noyaux 

des muscles extra-oculaires qui 

contrôlent le mouvement des yeux, 

vers les motoneurones spinaux qui 

contrôlent les réflexes posturaux et 

vers le cervelet.  

 

 

 

2.3.5 Réflexes vestibulo-oculaire 

Le réflexe vestibulo-oculaire (RVO) correspond aux mouvements oculaires compensatoires 

résultant d’une stimulation des organes vestibulaires, aussi bien des crêtes que des macules. La 

fonction du RVO est de maintenir la position des yeux dans l’espace indépendamment de la 

position de la tête, permettant ainsi d’avoir une vision stable pendant les mouvements. Afin 

d’obtenir une image stable sur la rétine, le RVO produit un mouvement des yeux qui est de 

même amplitude mais opposé au mouvement de la tête. C’est l’un des réflexes les plus rapides 

du corps humain (environ 10 ms). Ce réflexe intervient dans l’obscurité bien que son objectif 

principal soit d’assurer la stabilité des images sur la rétine. 
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Figure I29. Circuits avec les connexions qui interviennent sur le rélexe 

vestibulo-oculaire. Les neurones excitateurs sont indiqués en rouge et les 

inhibiteurs en bleu. Source : image adaptée de Berne y Levy. Fisiología. 

Koeppen and Stanton. 

 

Le RVO intervient dans toutes les directions et pour toutes les vitesses, aussi bien un 

mouvement rotatoire que linéaire ou les deux à la fois. Par conséquent, on trouve deux sortes 

de RVO (Crane et al., 1997; Paige 1991) : 

1. le RVO de rotation qui compense la rotation de la tête et reçoit une afférence prédominante 

à partir des canaux semi-circulaires. Il existe trois types de mouvements oculaires induits par la 

rotation : les canaux semi-circulaires verticaux et le saccule sont responsables du contrôle des 

mouvements verticaux des yeux, tandis que les canaux latéraux et l’utricule sont responsables 

des mouvements horizontaux ;  les canaux semi-circulaires verticaux et l’utricule sont 

également responsables des mouvements de torsion des yeux ; 

2. le RVO de translation compense le mouvement linéaire de la tête et reçoit une afférence 

prédominante à partir des organes otolithiques. 

Prenons comme exemple le RVO horizontal. Les fibres afférentes vestibulaires impliquées 

dans la voie du RVO forment des synapses dans les noyaux vestibulaires, principalement les 

médians et les supérieurs (Fig. I29), qui envoient l’information aux noyaux abducens (nerf 

facial VI) de manière bilatérale ; les neurones inhibiteurs (avec de la glycine ou GABA comme 

neurotransmetteur) sont projetés dans le même hémisphère tandis que les excitateurs (avec le 

glutamate comme neurotransmetteur) se projettent du côté opposé. L’œil compte deux muscles 

importants impliqués dans ce 

réflexe, un de chaque côté du globe 

oculaire : le muscle droit médian 

qui se trouve du côté intérieur et le 

muscle droit latéral du coté 

extérieur. Ces muscles reçoivent 

des neurones inhibiteurs ou 

excitateurs (avec l’acétylcholine 

comme neurotransmetteur) afin de 

se contracter ou de se relâcher. Le 

noyau VI innerve et contrôle 

directement le muscle droit latéral 

et il est immédiatement projeté 

vers le noyau oculomoteur (III) 

opposé, par le biais du faisceau 

longitudinal médian (FLM), qui 

contrôle le muscle droit médian.  
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Figure I30. Mouvements oculaires pendant le nystagmus avec 

ses deux phases.  

2.3.5.1 Nystagmus 

Quand le RVO est stimulé, les yeux bougent initialement dans la direction opposée au 

mouvement afin de maintenir une image stable sur la rétine : phase lente. Mais quand la 

stimulation est prolongée, c’est-à-dire, lors de grandes rotations de la tête si le corps tourne à 

360°, les yeux arrivent à leur limite mécanique, la compensation n’est plus possible et l’image 

commence à se déplacer sur la rétine. Pour éviter ce phénomène, il se produit un mouvement 

rapide initié par le tronc cérébral, comme une saccade des yeux dans le sens opposé, afin de 

revenir dans la position initiale pour commencer l’observation de la scène, appelé phase 

rapide (Fig. I30). Ensuite, la phase lente, induit le RVO, recommence. C’est cette alternance 

de mouvements rapides et lents dans des sens opposés que l’on appelle le nystagmus. Nous 

pouvons donc définir le nystagmus comme un mouvement involontaire et rapide des globes 

oculaires, caractérisé par une succession rythmique et répétitive des mouvements des yeux, qui 

change alternativement de direction (Goddé-Jolly and Larmade, 1973).  

On trouve différents types de nystagmus en fonction de leur origine. Le nystagmus 

vestibulaire est la réponse réflexe après une stimulation de l’appareil vestibulaire (Beaudoin 

and Weiss-Lambrou, 1984).  

Quand la rotation s’arrête brutalement, 

l’inertie du liquide endolymphatique stimule 

les cellules ciliées dans le sens contraire de 

la rotation de la tête et produit un nystagmus 

en direction opposée à la rotation imposée 

(nystagmus post-rotatoire). 

En plus d’apparaître de façon physiologique par la stimulation du RVO, le nystagmus peut 

apparaître à la suite de lésions du circuit vestibulaire, soit dans l’oreille interne (nystagmus 

périphérique), soit dans les centres nerveux (nystagmus central), et peut être utilisé comme 

outil clinique afin d’évaluer la fonction du système vestibulaire. C’est le signal le plus objectif 

pour identifier un trouble transitoire ou persistant de l’appareil vestibulaire, des lésions 

périphériques aux lésions centrales (Gabersek et al., 1963). Après une lésion vestibulaire, le 

RVO peut diminuer, mais à cause de la plasticité cérébrale, il peut revenir dans des conditions 

normales après quelques jours ou quelques semaines (Courjon et al., 1977; Paige 1983a, 

1983b).  
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2.4 Bruit 

Le bruit est un son généralement désagréable. Il se définit comme tout ce qui est pénible pour 

l’ouïe ou, plus particulièrement, comme tous les sons non désirables qui interfèrent dans la 

communication entre les personnes ou dans leurs activités. 

L’être humain est exposé chaque jour au bruit (bruit au travail, bruit ambiant, bruit des loisirs, 

etc…). Ces sons sont normalement modérés et ne causent pas de dommages. Cependant, les 

bruits peuvent devenir préjudiciables en cas d’exposition de longue période et/ou de forte 

intensité. Le bruit peut avoir différents effets sur la santé : dommages physiologiques (perte 

auditive…), psychiques (stress, altérations du sommeil, diminution de l’attention, 

agressivité,…) et sociologiques (altérations de la communication, des performances,…).  

 

 

2.4.1 Bruit et audition 

L’exposition au bruit peut endommager l’oreille interne et produire des pertes auditives 

neurosensorielles, ce qui impacte la qualité de vie. La perte d’audition due au bruit est la 

seconde cause la plus commune de perte auditive, après la presbyacousie. 

Depuis de nombreuses années, beaucoup d’études ont porté sur l’évaluation des effets du bruit 

sur l’audition, aussi bien chez l’Homme (Hirsh and Ward, 1952; Mills et al., 1981, 1979) que 

chez l’animal de laboratoire (Campo et al., 2011; Mills, 1973a, 1973b; Subramaniam et al., 

1991). 

Les dommages et la perte auditive affectent les deux oreilles et peuvent être temporaires ou 

permanents. La nature du bruit (continu, impulsionnel ou intermittent), le temps d’exposition et 

son intensité déterminent l’amplitude des dégâts sur la cochlée. L’exposition au bruit 

impulsionnel provoque une lésion plus sévère sur la cochlée que l’exposition à un bruit continu 

de même énergie acoustique (Dieroff, 1976; Venet et al., 2015). 

L’intensité sonore est mesurée comme un niveau de pression sonore (sound pressure level: 

SPL) sur une échelle logarithmique de décibels (dB). Pour une augmentation de 3 dB SPL, 

l’énergie sonore est multipliée par deux. En dessous de 80 dB SPL, l’oreille humaine ne 

présente pas d’altération définitive (Puel et al., 1998). Quand l’intensité dépasse 90 dB SPL, 
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Figure I31. Ph o e d’e itoto i it  
dans une cellule ciliée interne de la 

cochlée. Source : Liberman and 

Kujawa, 2017. 

des lésions irréversibles commencent à apparaître. Toutefois, la distance de la source sonore et 

le temps d’exposition au bruit restent des facteurs importants pour la protection de l’audition. 

D’après les résultats de nombreuses investigations, chez l’animal comme chez l’Homme, les 

recommandations d’exposition sonore ne doivent pas dépasser 85 dB SPL sur une période de 8 

heures quotidiennes, sans quoi des dommages significatifs sur l’audition peuvent apparaître 

(“The National Institutes of Health (NIH) Consensus Development Program: Noise and 

Hearing Loss,” 1990). Les valeurs limites d’exposition professionnelle (VLEP) fixées 

respectivement en Europe et aux Etats Unis sont de 87 dB(A) et 90 dB(A). La pondération A 

est une pondération fréquentielle qui permet de calculer un niveau global représentatif de la 

sensibilité auditive humaine pour de faibles niveaux. 

Les dommages sur le récepteur auditif sont nombreux. Un bruit continu peut provoquer une 

fatigue auditive, qui est un déficit auditif temporaire, où les 

éléments transducteurs ne souffrent pas de dégât définitif. C’est 

généralement le résultat d’une fatigue métabolique générée par des 

expositions sonores d’intensité modérée mais pendant une longue 

période. La fatigue conduit à l’apparition de différents 

phénomènes : vacuolisation des éléments post-synaptiques en-

dessous des CCI (Liberman and Kujawa, 2017; Robertson, 1983; 

Ruel et al., 2007) (Fig. I31) ou dans les cellules ganglionnaires 

(Wang et al., 2002), raccourcissement de la racine des stéréocils 

qui se trouve dans la plaque cuticulaire (Nordmann et al., 2000) et 

génération de radicaux libres (Henderson et al., 2006). 

Récemment, il a été démontré que la perte synaptique entre les 

CCI et les neurones du ganglion spiral apparaît avant la perte cellulaire (Kobel et al., 2017; 

Liberman and Kujawa, 2017; Moser et al., 2013), ce qui est considéré comme un des 

principaux responsables des pertes auditives temporaires. Comme toute fatigue, le déficit 

auditif est temporaire si on accorde une période de repos métabolique.  

Si l’exposition persiste, la fatigue peut se transformer en lésion irréversible de l’organe de 

Corti (Froymovich et al., 1995), on parlera alors de perte auditive (Fig. I32). Toutefois, la 

perte auditive peut apparaître également après une exposition brève mais de forte intensité. Les 

bruits impulsionnels produisent des dommages mécaniques sur les stéréocils comme des 

arrachements ou des fusions de stéréocils (Mulroy and Whaley, 1984), une perte des tip-links 

(Husbands et al., 1999; Zhao et al., 1996), ou une désorganisation des stéréocils (Liberman and 
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Figure I32. R po se au so  d’u e ellule ili e i te e. A  
Ap s u e e positio  lo gue, ua d le uit s’a te, 
l’eau a u ul e da s les va uoles e t e la ellule ili e et 
le neurone est libérée, et la cellule reste intacte = fatigue 

auditive. (B) Si le son continue, le contactentre la cellules 

ciliée et le neurone est rompue, provoquant une perte 

auditive, se terminant par la mort de la cellule. Source : 

INRS. 

Dodds, 1987), ce qui est observé immédiatement après l’exposition et peut être irréversible en 

fonction de l’importance des dommages (Wang et al., 2002). Ces bruits peuvent aussi 

provoquer des lésions sur l’épithélium neurosensoriel de la cochlée. Les bruits continus, quant 

à eux, induisent des niveaux toxiques de radicaux libres et des changements physiologiques de 

la barrière hémato-labyrinthique (Ohlemiller et al., 1999; Suzuki et al., 2002). On peut trouver 

également une rupture précoce des unions cellulaires de l’épithélium sensoriel (Zheng and Hu, 

2012). Certains auteurs parlent d’un collapsus des cellules de Hensen (Flock et al., 1999) ou 

d’une possible désorganisation de la membrane de Reissner (Mulroy et al., 1998; Wang et al., 

2002). Tout ceci conduit à la mort cellulaire des cellules ciliées (Campo et al., 2014; Kurabi 

et al., 2017; Wang et al., 2002) et à la rupture mécanique des structures de la cochlée (Zenner 

et al.,, 1994). Chez les mammifères, quand une cellule ciliée disparaît, elle n’est pas régénérée.  

 

 

 

 

 

 

 

 

De même, au niveau central, on observe une hyperactivité du noyau dorsal cochléaire, du 

colliculus inférieur et du cortex auditif après une exposition sonore intense et prolongée 

(Kaltenbach and Afman, 2000; Komiya and Eggermont, 2000; Ma and Young, 2006).   
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2.4.2 Bruit et vestibule 

L’effet du bruit sur le système vestibulaire a été beaucoup moins étudié et, par conséquent, on 

trouve moins de données bibliographiques que sur le système auditif. Toutefois, des auteurs ont 

établi une relation entre l’apparition de vertiges et le bruit d’une explosion (Habermann, 1890). 

Déjà dans les années 1900, Békésy observait des mouvements de la tête en réponse à des sons 

de forte intensité, mettant ainsi en évidence l’effet du bruit sur l’organe vestibulaire (Pahor, 

1979; von Békésy, 1935). Plus tard, il a été découvert que le bruit affectait plus 

particulièrement le saccule à cause de sa position dans le labyrinthe vestibulaire. Enfin, des 

données histologiques ont révélé des dommages sur le neuroépithélium vestibulaire dus à 

certains types de bruits (Ylikoski, 1987; Ylikoski et al., 1988). Cependant, on trouve également 

quelques études qui ne confirment pas ces résultats (Pyykkö et al., 1989). 

La proximité anatomique du labyrinthe vestibulaire et du système auditif, la ressemblance de la 

structure des cellules ciliées des deux systèmes et leur artère commune renforcent la possibilité 

qu’une exposition au bruit puisse provoquer un trouble vestibulaire en plus d’une perte 

auditive. Cependant, la membrane qui sépare l’utricule et les canaux semi-circulaires du reste 

du vestibule protège théoriquement la majorité des cellules sensorielles du système 

vestibulaire. Par conséquent, l’épithélium le plus exposé au bruit est le saccule (Cazals et al., 

1983; Cassandro et al., 2003; McCabe and Lawrence, 1958). Les canaux semi-circulaires sont 

moins sensibles aux bruits impulsionnels que les organes otolithiques, en raison de la 

propagation symétrique de l’énergie à travers les canaux, ce qui provoque une différence de 

pression moins importante que dans les macules (Perez et al., 2002). 

Il existerait deux mécanismes impliqués dans la destruction des organes vestibulaires liée au 

bruit : la destruction mécanique directe, ou la décompensation mécanique, qui provoque la 

dégénération des éléments sensoriels (Manabe et al., 1995; Oosterveld et al., 1982; Ylikoski, 

1987). De plus, on trouve quelques neurones du noyau vestibulaire et fibres afférentes 

primaires sensibles au bruit de forte intensité (Murofushi et al., 1999, 1995). De même que 

dans la cochlée, la vulnérabilité du vestibule à l’exposition sonore dépend de différents facteurs 

comme le temps d’exposition, l’intensité, la durée et l’état des oreilles (Perez et al., 2002).  

Des études ont montré que le système vestibulaire peut être stimulé par les sons, en particulier 

les sons riches en basses fréquences (Cazals et al., 1982; Halmagyi, 2005). 
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2.4.3 Bruits de basses fréquences 

Le bruit de basses fréquences est un bruit qui se trouve dans la gamme audible des sons graves. 

Son onde sonore parcourt tout l’organe de Corti avant d’être discriminé à l’apex de la cochlée. 

Ce bruit est souvent généré par les bruits naturels et artificiels (bruit au travail, transport, 

moteurs, …), ce qui fait que nous y sommes exposés quotidiennement. Chez l’Homme, les 

bruits de basses fréquences affectent différentes fonctions physiologiques, comme le système 

cardiovasculaire (Danielsson and Landstrom, 1985), nerveux (Landström, 1983), visuel, auditif 

et endocrinien (Waye et al., 2002).   

Pour la transduction des basses fréquences, il n’existe pas, à l’apex de la cochlée, de processus 

d’amplification par les CCE. Toutefois, la sélectivité en fréquence reste aussi efficace qu’à la 

base car à l’apex la membrane basilaire peut discriminer deux longueurs d’onde différentes 

sans interférence, ce qui n’est pas le cas pour les fréquences élevées. On trouve également des 

différences anatomiques entre l’apex et la base : en se dirigeant vers l’apex, les stéréocils 

augmentent de taille et diminuent en rigidité (Wright, 1981a, 1981b) et l’union mécanique avec 

la membrane tectoriale est moins efficace (Lim and Freilich, 1981). 

La perte auditive induite par le bruit de basses fréquences est particulière. Les déficits 

d’audition peuvent être localisés sur une gamme de fréquences plus étendue que celle induite 

par des bruits de moyennes et hautes fréquences (Burdick, 1982; Burdick et al., 1978). Par 

conséquent, la fonction auditive, chez l’Homme et chez l’animal, se trouve plus altérée par les 

bruits de basses fréquences que par les bruits de fréquence élevée (Subramaniam et al., 1991). 

Cependant, la nature des dommages cochléaires induits par ce type de bruit n’est pas bien 

décrite dans la littérature, bien que certaines études évoquent une désunion entre la membrane 

tectoriale et la membrane basilaire due à la perte de CCE (Zwislocki, 1984). 

Chez  l’Homme, l’exposition à des bruits de basses fréquences provoque des dommages de la 

fonction vestibulaire (Schust, 2004). Chez les souris exposées à de tel bruit, il a été observé 

une diminution du nombre de cellules ciliées vestibulaires, provoquant une détérioration de 

l’équilibre (Tamura et al., 2012). De plus, le saccule aurait la capacité de répondre à ces 

stimulations acoustiques (Jones et al., 2010). 
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Figure I33. Voies d’i to i atio  de différents agents 

ototoxiques. Source : INRS. 

2.5 Ototoxicité 

Les ototoxiques sont des substances chimiques qui ont un effet nocif, réversible ou irréversible, 

dans l’oreille interne. Ils peuvent donc affecter l’audition et/ou l’équilibre. Le bruit est le 

principal facteur de risque pour la cochlée, mais ce n’est pas le seul. Comme évoqué 

précédemment, certaines substances chimiques peuvent aussi affecter les deux sens voire 

potentialiser l’effet du bruit (Campo et al., 2013; Chen et al., 2009). 

 

2.5.1 Substances ototoxiques 

Les substances ototoxiques (cochléotoxiques et/ou vestibulotoxiques) sont un groupe 

hétérogène de substances chimiques qui provoquent la détérioration de l’audition et/ou 

l’équilibre par différents modes d’action. Une centaine d’agents chimiques sont associés aux 

effets ototoxiques, incluant des grandes familles de produits chimiques comme les « solvants » 

ou les « pesticides ». Les premières données trouvées concernent des médicaments (Schacht 

and Hawkins, 2006). Les substances trouvées en milieu professionnel (solvants organiques, 

divers métaux et asphyxiants) présentent également des effets ototoxiques (Nies, 2012). 

Comme évoqué plus haut, les substances ototoxiques 

peuvent causer des dommages aussi bien au système 

vestibulaire qu’au système auditif, mais une 

substance nocive pour l’un des deux systèmes ne l’est 

pas forcément pour l’autre (Lock and Harpur, 1992). 

La quantité d’informations disponibles sur la toxicité 

auditive est largement supérieure à celle concernant la 

toxicité vestibulaire, et beaucoup de travaux menés 

sur la cochlée restent inexplorés dans le vestibule 

(Sedó-Cabezón et al., 2014). 

La voie par laquelle les produits entrent dans la cochlée (Fig. I33) dépend des caractéristiques 

physico-chimiques de la substance. Après inhalation, une partie de ces substances passe dans le 

sang et traverse la barrière hémato-labyrinthique au niveau de la strie vasculaire. Les produits 

hydrophiles, comme les médicaments, passent et sont stockés dans l’endolymphe tandis que 
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les solvants, qui sont lipophiles, vont directement vers les cellules ciliées en empruntant les 

membranes phospholipidiques constituant le sulcus externe. 

Les solvants sont connus pour leur effet neurotoxique, mais certains sont aussi ototoxiques. 

L’ototoxicité de ces solvants a été évoquée dans les années 60 (Lehnhardt, 1965), mais n’a pas 

été clairement démontrée avant la fin des années 80. Les résultats des différentes études, chez 

l’Homme et l’animal, indiquent que l’exposition aux solvants industriels peut avoir un effet 

néfaste sur l’audition et l’équilibre, provoquant une perte permanente de la sensibilité auditive 

et des troubles vestibulaires (Hodgkinson and Prasher, 2006; Hoet and Lison, 2008). 

Les solvants attaquent en premier lieu les cellules de Hensen, puis les cellules de Deiters et 

arrivent par la base aux CCE (Campo et al., 1997; Johnson et al., 1988) (Fig. I33). Les cellules 

du ganglion spiral et les CCI restent normalement intactes, mais elles peuvent être affectées si 

la dose est élevée (Campo et al., 1999, 2001; Lataye et al., 2001; Pouyatos et al., 2004). De 

plus, les solvants peuvent agir spécifiquement sur différents types de canaux ioniques exprimés 

dans les neurones (Maguin et al., 2009 ; Yamakura et al., 2000) (effet 

neuropharmacologique). Par conséquent, ces solvants peuvent avoir un effet sur le ROM. 

 

 

 

2.5.2 Mécanisme d’ototoxicité 

Les agents ototoxiques peuvent affecter l’oreille interne, les cellules spécifiques de l’oreille 

interne, des composants spécifiques des cellules ou des voies biochimiques individuelles. 

Les expositions aiguës menées sur l’animal (Llorens et al., 1993b; Rubel et al., 2013), aussi 

bien que in vitro sur des cultures d’organes de Corti ou des épithéliums vestibulaires 

(Cunningham, 2006; Forge and Li, 2000; Kotecha and Richardson, 1994; Matsui et al., 2004), 

ont montré clairement que les ototoxiques peuvent causer des dégâts permanents en provoquant 

la dégénérescence d’une partie voire de toutes les cellules ciliées. 

Les observations in vitro de l’organe de Corti (Forge, 1985) et les organes sensoriels 

vestibulaires (Li et al., 1995) ont prouvé que la majorité des cellules ciliées entrent en 

apoptose après une exposition à des agents ototoxiques (Schacht et al., 2012), au bruit (Kurabi 

et al., 2017), ou suite au vieillissement (Usami et al., 1997). Malgré tout, le type de mort des 
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cellules ciliées des épithéliums sensoriels cochléaire et vestibulaire dépend de l’intensité de la 

stimulation et du type d’agent ototoxique. La nécrose prédomine après des doses aiguës, alors 

que l’apoptose est majoritaire après des expositions répétitives (Sedó-Cabezón et al., 2014). 

L’extrusion est principalement associée à la vestibulotoxicité chronique de faible intensité 

(Seoane et al., 2001; Seoane and Llorens, 2005). Certaines données indiquent même qu’une 

extrusion des cellules ciliées pourrait avoir lieu dans la cochlée des mammifères, mais ce 

phénomène n’est pas bien documenté (Corwin et al., 1991; Cotanche, 1987; Seoane et al., 

2005; Wersäll et al., 1973; Whitworth et al., 1999).  

 

 

2.5.3 Co-exposition : les agents ototoxiques accentuent le risque induit par le 

bruit 

Une co-exposition au bruit et à un agent ototoxique peut induire une potentialisation des 

effets sur l’Homme (générant parfois, un effet pathologique supérieur à la somme des effets de 

chaque agent pris séparément (Campo, 2015; Humes, 1984; Morata et al., 1993; Prosen et al., 

1978). Une oreille affaiblie par un agent ototoxique est plus vulnérable à une agression sonore 

qu’une oreille exposée uniquement au bruit. Les effets toxiques de la co-exposition au bruit et 

aux produits chimiques sont complexes, mais il est pertinent de les étudier afin d’évaluer les 

risques auxquels sont exposés les travailleurs. 

Il existe une synergie entre les effets ototoxiques du bruit et les solvants, et inversement, tant 

sur l’audition (Lataye et al., 2000; Lataye and Campo, 1997), que sur l’équilibre (Morata et al., 

1995). Les effets de la co-exposition au bruit et à un solvant aromatique ont été bien étudiés 

chez le rat (Campo et al., 2013; Chen and Henderson, 2009; Venet et al., 2015). De plus, la 

combinaison de deux solvants peut aussi augmenter les effets toxiques (Pryor et al., 1987). 

Diverses études ont démontré que les solvants peuvent avoir un effet pharmacologique sur le 

noyau olivocochléaire. Ces effets expliquent, au moins en partie, les effets synergiques sur 

l’audition de l’exposition combinée “bruit et solvant” (Campo et al., 2007; Venet et al., 2015, 

2011; Wathier et al., 2016). 
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La mesure du réflexe acoustique suggère que le lieu des lésions, ainsi que le mécanisme sous-

jacent, sont différents s’il s’agit d’une exposition combinée ou d’une exposition « bruit seul » 

ou « solvant seul » (Morata et al., 1993). 

2.6 Disulfure de carbone (CS2) 

Le disulfure de carbone (CS2) pur est un liquide incolore avec une forte odeur sucrée, alors 

que dans son état impur, tel qu’il est utilisé dans la majorité des processus industriels, c’est un 

liquide jaunâtre avec une odeur désagréable. C’est un produit très volatil, inflammable et 

explosif. 

 

2.6.1 Production et utilisation du disulfure de carbone 

La production mondiale moyenne de CS2 est approximativement d’un million de tonnes par an. 

Le CS2 est également produit de manière naturelle par le sol et les microorganismes, la 

végétation, les volcans… 

Le CS2 est un produit chimique industriel important grâce à ses propriétés comme sa 

capacité à solubiliser les graisses, le caoutchouc et le phosphore, entre autres. Il s’utilise aussi 

comme intermédiaire de la synthèse de produits organiques du soufre comme les pesticides, les 

produits pharmaceutiques, colorants et accélérateurs de la vulcanisation. Sa principale 

utilisation industrielle reste la fabrication de fibres de viscose, films de cellophane et éponges. 

L’exposition de l’Homme au CS2 a lieu par l’air, la nourriture et la boisson voire même la 

peau. Cependant, la principale voie d’exposition reste l’air que nous respirons, par lequel le 

CS2 entre rapidement dans la circulation sanguine en passant par les poumons. 

 

2.6.2 Cinétique et métabolisme du disulfure de carbone 

Les données disponibles sur l’Homme et sur l’animal indiquent que le CS2 est rapidement 

absorbé par inhalation, par voie orale ou par l’épiderme. Le CS2 absorbé est distribué 

rapidement dans toutes les parties du corps par le sang. A cause de sa nature lipophile, il est 

attiré préférentiellement par les organes qui contiennent de la graisse comme le cerveau ou le 
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foie, où il est métabolisé. La principale voie d’excrétion des métabolites du CS2 est la voie 

urinaire. Le CS2 non métabolisé est excrété par exhalation mais aussi par l’urine. 

 

2.6.2.1 Absorption 

Approximativement 80% du CS2 inhalé est conservé durant les 15 premières minutes 

d’exposition puis diminue de 40% après 40 minutes. Le degré de rétention ne dépend pas de la 

concentration du toxique. De plus, il a été observé qu’une grande partie du CS2 inhalé est 

absorbée et que son assimilation à travers la peau est rapide et élevée. 

 

2.6.2.2 Distribution 

Après absorption, le CS2 est transporté par le sang via les érythrocytes (90%) et le plasma 

(10% lié avec des protéines), puis disparaît rapidement car il est distribué aux différents 

organes et tissus (Brieger, 1967; Lam and DiStefano, 1983; McKee, 1942). Dans le sang, la 

concentration de CS2 augmente de manière exponentielle durant les 90 premières minutes 

d’exposition avant de se maintenir à une concentration constante. Une fois l’intoxication 

terminée, le niveau de CS2 libre diminue rapidement  : 40% disparaît pendant les 6 premières 

minutes, son élimination complète se fait dans les 5 à 7 heures suivantes (McKenna and 

DiStefano, 1977a). Dans tous les tissus, sauf les tissus gras, la concentration de CS2 libre arrive 

à se stabiliser en 4 à 5 heures d’exposition. Cependant, le niveau de CS2 lié dans les tissus 

continue à augmenter après la fin de l’exposition (McKenna and DiStefano, 1977a). 

 

2.6.2.3 Métabolisme 

Le CS2 est métabolisé par deux voies différentes. La première dépend de sa capacité à réagir 

avec les amines libres ou aminoacides et groupes thiol (-SH) (Fig. I34). Les produits de cette 

réaction sont les dithiocarbamates (réaction avec les groupes « amine ») et les 

trithiocarbamates (réaction avec les groupes « thiol ») (Bus, 1985). Les deux métabolites sont 

non volatils et solubles dans l’eau (Brieger, 1967).  



Introduction 

         49 

La seconde voie métabolique inclut le métabolisme microsomal oxydatif du CS2 dans lequel 

des réactifs intermédiaires sont capables de s’unir de façon covalente aux macromolécules du 

tissu. Ce métabolisme oxydatif, qui se produit dans le foie, métabolise le CS2 par le 

cytochrome P-450 de l’oxydase à fonction mixte (MFO). Ce système catalyse la di-sulfuration 

oxydative du CS2 en un oxygène intermédiaire stable, le carbonil sulfite, qui est 

l’intermédiaire de la formation ultérieure du CO2 (Bus, 1985) (Fig. I34).  

 

 

 

 

 

 

2.6.2.4 Excrétion 

L’élimination du CS2 libre se fait principalement par les poumons (expiration), seule une petite 

partie se fait par les reins (urine). A la fin de l’exposition, la concentration de CS2 libre 

diminue rapidement (McKenna and DiStefano, 1977a), ce qui fait que 8 heures après, on ne 

trouve plus que 25 à 30% de CS2 dans le sang. Par contre, l’excrétion urinaire du CS2 lié est 

Figure I34. Métabolisme du disulfure de carbone. Le disulfure de carbone est ta olis  pa  l’o dase à fo tio  i te 
(MFO) du cytochrome P-450 en carbonile sulfite, sulfure atomique et HS-. La réaction du CS2 avec la cystéine et le 

glutathio  g e des t iothio a a ates, ui peuve t fo e  u  le pou  o te i  l’acide 2-thioxo-1,3-thiazolidine-4-

a o li ue. La atio  ave  les g oupes a i es  des a i oa ides p oduit des d iv s de dithio a a ates, ui 
peuvent également former des cycles et donner des 2-thio-5-thiazolidinones. Source : image adaptée de Graham et al., 

1995. 
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Figure I35. Axonopathie 

neurofilamenteuse. Gonflement de la 

pa tie distale de l’a o e aus e pa  
une augmentation et un 

regroupement de neurofilaments, 

suivis par la dégérénérescence de 

l’a o e. Sou e : image adaptée de 

Curtis D. Klaassen, John B. 

plus lente, avec une demi-vie de 2,2 à 42,7 heures chez le rat (Lam and DiStefano, 1982). Par 

conséquent, l’élimination du CS2 lié est plus lente que celle du CS2 libre.  

2.6.3 Neurotoxicité du disulfure de carbone 

Après des expositions aiguës ou subaiguës de CS2 chez l’animal d’expérimentation, les effets 

sur le système nerveux sont les premiers à apparaître. Le CS2 produit des neuropathies 

centrale et périphérique (Dietzmann and Laass, 1977; Richter, 1945). Un grand nombre de 

produits chimiques neurotoxiques induisent une accumulation et l’union anormale de 

neurofilaments, ce qui provoque un gonflement des axones 

(Fig. I35). Cette pathologie est associée à la dégénérescence de 

l’axone et une faiblesse musculaire (Monaco et al., 1990; 

Spencer and Schaumburg, 1977a, 1977b, 1977c). La 

neuropathie causée par le CS2 progresse de la partie distale 

vers la partie proximale et affecte les axones longs du SNC et 

du système nerveux périphérique (Gottfried et al., 1985; 

Graham et al., 1995; Llorens, 2013; Sills et al., 2000). Dans le 

cas du CS2, cette neuropathie apparaît comme une 

axonopathie filamenteuse distale (Colombi et al., 1981; 

Pappolla et al., 1987). Le gonflement des axones est le premier 

changement histologique évident puis il se produit une 

accumulation et une dégénérescence des organelles 

axonoplasmatiques, suivis par la fragmentation et la 

dégradation des fibres et, pour finir, la réduction et la 

destruction de la gaine de myéline (Knobloch et al., 1979; Sills 

et al., 1998).  

Ces changements provoquent la diminution de la vitesse de conduction du nerf en fonction de 

la concentration du CS2 et de la durée de l’exposition (Knobloch et al., 1979; Lukas, 1970). La 

vitesse de conduction du nerf périphérique peut être totalement récupérée si la période 

d’exposition a été relativement courte. Toutefois, quand cette exposition se produit pendant une 

longue période de temps, la neuropathie périphérique est irréparable et la réduction de la 

vitesse de conduction du nerf irréversible (Knobloch et al., 1979). Alors que les nerfs 

périphériques ont la capacité de régénération, la dégénérescence axonale du SNC est 

irréversible (Spencer and Schaumburg, 1980). 
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Dans plusieurs études sur les expositions au CS2 menées chez le rat, des changements de 

comportement ainsi que des modifications neuromusculaires qui affectent l’activité 

locomotrice des animaux ont été observés (Frantík, 1970; Moser et al., 1998; Opacka et al., 

1984). 

Les études menées chez l’Homme ont également mis en évidence un effet neurophysiologique 

aussi bien dans le SNC que dans le système nerveux périphérique, et en conséquence des effets 

sur le comportement. Il s’agit notamment de réductions de la vitesse de conduction du nerf 

périphérique (Hirata et al., 1996; Ruijten et al., 1993; Sandrini et al., 1983; Takebayashi et al., 

1998; Vasilescu and Florescu, 1980), de perturbations physiologiques et de désordres 

comportementaux (De Fruyt et al., 1998; Hänninen, 1971; Hänninen et al., 1978; Tolonen and 

Hänninen, 1978). Des changements ultrastructurels du système nerveux périphérique similaires 

à ceux retrouvés chez le rat exposé au CS2 ont été rapportés, comme des dégénérations 

axonales avec désorganisations de neurofilaments (Chu et al., 1996).    

2.6.4 Ototoxicité du disulfure de carbone 

Chez les rats exposés au CS2,  il a été observé des changements de la vitesse de conduction du 

nerf de la voie centrale auditive avec une atteinte rétrocochléaire (Rebert et al., 1986) ainsi 

qu’une augmentation de la latence de certains composants du potentiel évoqué auditif (Hirata 

et al., 1992a; Rebert and Becker, 1986). Par contre, aucun effet significatif sur les seuils des 

sons purs n’a été mis en évidence, ce qui suggère que l’ototoxicité primaire du CS2 arrive 

uniquement quand celui-ci est co-exposé avec le bruit (Clerci and Fechter, 1991). Les effets de 

l’exposition ou de la co-exposition avec du CS2 sur le système vestibulaire n’ont pas bien été 

étudiés chez les animaux. 

Les travailleurs co-exposés au solvant et au bruit souffrent de pertes auditives précoces, en 

comparaison à ceux exposés au bruit seul (Morata, 1989). Concernant le système vestibulaire, 

une augmentation des problèmes d’équilibre a également été rapportée (Sułkowski et al., 

1992). Des pertes auditives rétrocochléaires bilatérales ont été associées à des dysfonctions 

centrales du système vestibulaire (Kowalska et al., 2000). Les dommages vestibulaires causés 

par l’intoxication au CS2 se produisent donc au niveau central (Sułkowski et al., 1992). Chang 

et al., 2003 suggèrent que l’exposition au CS2 génère un traumatisme auditif qui est relatif à la 

dose de CS2 inhalée chez les personnes se trouvant dans une environnement bruyant. La 

gamme de fréquences endommagées est surtout centrée sur les basses fréquences (0,5 – 

2 kHz).  
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Compte tenu des nombreuses interrogations relatives à l’ototoxicité du CS2, cette étude avait 

pour principals objectifs d’étudier, chez le rat, la cochléotoxicité et la toxicité du système 

vestibulaire à la suite d’une co-exposition à un bruit riche en basses fréquences et à du CS2.  

 

Il s’agissait essentiellement d’ : 

1. évaluer l’ototoxicité du CS2 chez le rat Long-Evans et d’étudier la toxicité au niveau 

du système nerveux central ; 

 

2. évaluer et de comparer l’impact de la toxicité du CS2 sur les systèmes auditif et 

vestibulaire ;  

 

3. étudier l'impact d’une dose équivalente de CS2 distribuée de façon continue ou 

intermittente sur l'audition et l'équilibre ;  

 

4. analyser l’impact d’une combinaison bruit plus CS2 sur les effets cochléotraumatisants 

et ototoxiques sur les récepteurs cochléaires et vestibulaires, 

 

5. établir une relation entre les conséquences des effets toxiques physiologiques 

(comportementaux), fonctionnels (nystagmus et PDA) et pathologiques 

(histologiques) ;  

 

6. évaluer et de caractériser les lésions associées à un dysfonctionnement persistant et 

celles qui pouvaient faire l’objet d’une récupération fonctionnelle. Le caractère 

subaigu de l’intoxication fait que les symptômes qui apparaissent peuvent s’inverser 

partiellement, voire même disparaître ; 

 

7. évaluer la pertinence de la VLEP8h et VLEPCT lors d’exposition continue ou 

intermittente. 
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 Animaux 4.1

L'animalerie de l’INRS est un établissement accrédité pour l'expérimentation animale (NC54-

547-10) et les expérimentations ont été menées dans le respect du décret n°2013-118 relatif à 

la réglementation de l’utilisation des animaux à des fins scientifiques, publié au Journal 

Officiel le 7 février 2013. Par ailleurs, les protocoles expérimentaux impliquant des animaux 

ont reçu l'aval du Comité d'Ethique Lorrain en Matière d'Expérimentation Animale 

(CELMEA) et ont été validés par le Ministère de l’Education Nationale, de l’Enseignement 

Supérieur et de la Recherche (N° APAFIS#3950-201602051 1372481). 

Le modèle animal utilisé pour cette étude était des rats femelles Long-Evans. Bien que la 

gamme de fréquences audibles pour le rat soit située entre 250 Hz et 65 kHz, (Fay 1988; 

Kelly and Masterson 1977), avec une sensibilité maximale autour de 8 kHz, alors que celle de 

l’Homme est comprise entre 0,2 et 20 kHz, avec une sensibilité maximale à 3-4 kHz, les 

effets des agents ototoxiques se manifestent chez les deux espèces (Vyskocil et al., 2012). De 

plus, l’Homme et le rat présentent un métabolisme des solvants similaire (Pelekis and 

Krishnan , 1997). Les rats sont également un bon modèle pour l’étude des effets ototoxiques 

des solvants et/ou du bruit (Campo et al., 1997, 199). Les rats Long-Evans ont été choisis 

pour la pigmentation de leur strie vasculaire, et parce qu’ils présentent de grandes amplitudes 

de ROM et de ROI. Nous avons utilisé des rats femelles pour leur petite taille et pour leur 

moindre agressivité, afin que toutes les expérimentations et les techniques se déroulent de la 

façon la plus confortable possible. Les femelles tolèrent bien la contention et leurs pupilles se 

dilatent facilement (Quinn et al., 1998). 

Plusieurs groupes de rats femelles ont été utilisés, d’environ 250 g (n = 390), provenant des 

laboratoires Janvier (Le Genest St Isle, St Berthevin, 53941, France). Les animaux étaient 

réceptionnés à l’âge de 8 semaines et étaient stabulés à l’animalerie jusqu’au jour de 

l’expérimentation, à l’âge de 18 semaines. Ils étaient abrités deux par deux en cage (1032 cm² 

x 20 cm de hauteur) de polycarbonate garnie de cellulose BCell8 irradiée (ANIBED, 

Pontvallain, France). La nourriture et l’eau étaient distribuées à volonté excepté durant les 

périodes d’exposition. Les animaux ont été maintenus dans un cycle jour/nuit de 12 h / 12 h à 

une température de 22 ± 2°C et une humidité relative de 55 ± 10%. Le bruit de fond dans la 

zone de stabulation était d’environ 42 dB. 



Effets sur l’audition et l’équilibre d’une co-exposition à un bruit riche en basses fréquences et au CS2  

 

58 

 

 

 Protocole expérimental 4.2

Deux protocoles expérimentaux ont été mis en œuvre au cours de cette étude. 

Dans un premier temps, l’exposition des animaux consistait en un bruit riche en basses 

fréquences et/ou à du CS2 (Fig. M1), 6 heures par jour, 5 jours consécutifs par semaine, 

pendant 4 semaines. Après l’exposition, un groupe d’animaux avait une période de 

récupération de 4 semaines supplémentaires. 

  

L’exposition au bruit était continue pendant 6 heures. Le spectre du bruit se trouvait dans 

une gamme de fréquences situées entre 0,5 et 2 kHz. L’exposition au bruit équivalente sur 8 h 

(LEX,8h) était de 105 dB SPL. Concernant le CS2, les animaux ont été exposés à des 

concentrations de 0, 63, 250 et 500 ppm de manière continue..  

Parallèlement, afin d’analyser la différence entre une exposition au CS2 continue ou 

intermittente, les rats ont été exposés à 250 ppm pendant 15 min chaque heure (6 pics de 15 

min par jour), à 250 ppm pendant 15 min toutes les 30 minutes (12 pics de 15 min par jour), 

ou à 250 ppm de manière continue. Le nombre d’animaux pour chacun des groupes se trouve 

dans le Tableau M1, ainsi que le nombre de rats pour chaque mesure et chaque technique 

histologique. 

Figure M1. Protocole expérimental. Expositions au disulfure de carbone (CS2) et/ou au bruit pendant 6h/jour, 5 

jours/semaine, pendant 4 semaines. Le LEX,8h du uit est de 5 dB SPL et le spe t e est u e a de d o tave SBO  e t e ,5 
et  kHz. L expositio  au CS2 est continue et à différentes concentrations (63, 250 ou 500 ppm), ou de intermittente (1 ou 2 

pics de 15min/h de 250 ppm de CS2). Avant de réaliser les premières mesures, les animaux subissaient une chirurgie et une 

p iode d ha ituatio . L auditio  était mesurée en utilisant les émissions de produits de distorsion acoustiques (PDA) avant 

PDA , e  so tie d expositio  (PDA1), et 4 semaines ap s de l expositio  PDA . De même, l uili e était analysé par la 

mesure du nystagmus post-rotatoire (NPR), avant exposition (NPR0), en sortie d expositio  NPR1) et 4 semaines après 

(NPR2) et par une batterie de tests de comportement. Des échantillons de sang, d urine et les cerveaux étaient prélevés à la 

fin de l expositio . Pour finir, une réaction de polymérisation en chaîne quantitative (qPCR) était réalisée sur le cerveau en 

so tie d expositio  et ap s la p iode de up atio .  
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Tableau M1. No e d a i aux exposés et témoins pour chaque groupe expérimental. CS2 : disulfure de carbone. BF : bruit de basse 

fréquence. PDA : produits de distorsion acoustique. NPR : nystagmus post-rotationnel. MO : microscopie optique. IHQ : immunohistochimie. 

SEM : microscopie électronique à balayage. SDH : succinate déshydrogénase. qPC R: réaction de polymérase en chaîne quantitative. T 0: 

avant exposition. T1 : e  so tie d expositio . T2 : 4 semaines après exposition. 

Plusieurs types de mesures ont été utilisés afin d’évaluer le fonctionnement du système 

vestibulaire et du système auditif. Ces mesures étaient réalisées avant exposition, en sortie 

d’exposition, et 4 semaines après la fin de l’exposition. L’équilibre était évalué par la mesure 

du nystagmus post-rotatoire (NPR) et par différents tests comportementaux. Avant de 

réaliser les premières mesures, un casque de contention était implanté sur le crâne de l’animal, 

permettant d’immobiliser sa tête pendant l’enregistrement du NPR. Les animaux bénéficiaient 

d’une période d’habituation afin de les accoutumer à ce type de mesure. L’audition des rats 

était évaluée par la mesure des amplitudes des produits de distorsion acoustique cubique 

(PDA).  

Des échantillons d’urine et de sang étaient récoltés en sortie d’exposition afin d’analyser 

respectivement la concentration de TTCA et celle de CS2. De même, les cerveaux de 

certains animaux ont été prélevés pour y doser la concentration de CS2. 

A la fin de l’exposition et après récupération, les neuroépithélia auditifs et vestibulaires, 

ainsi que leurs ganglions respectifs, ont été observés par microscopie optique (MO), 

microscopie confocale à fluorescence (IHQ) et microscopie électronique à balayage (SEM).  

Pour finir, une réaction de polymérisation en chaîne quantitative (qPCR) a été réalisée sur 

les cerveaux de certains animaux prélevés en sortie d’exposition, afin de mettre en évidence 

l’expression de gènes de neurotoxicité.  
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Figure M2. Protocole expérimental. Les animaux sont exposés pendant 5 jours consécutifs 6h/jour. Exposition au disulfure de 

carbone (CS2) : ha ue a e ep se te u e p iode d expositio  de 5 min à 250 ppm. Exposition continue au bruit : 

chaque rectangle gris représente une période de 6 h de bruit continu avec un LEX,d de 89 dB SPL. Exposition impulsionnelle au 

bruit : la lig e dis o ti ue ep se te la st u tu e te po elle de l issio  du uit i pulsio el. Cha ue 7  s d issio  de 
bruit sont séparés de 15 s, et cette séquence est répétée pendant 6 h. L auditio  est évaluée en mesurantles amplitudes 

deproduits de disto sio  a ousti ues PDA  ava t PDA  et ap s les 5 jou s d expositio  PDA . Les ats so t sa ifi s à la 

fi  de l expositio  ou  se ai es ap s pou  les tudes histologi ues.  

Afin d’évaluer l’implication du solvant sur le réflexe de l’oreille moyenne, des lots d’animaux 

ont été exposés à différents types de bruits (impulsionnel vs. continu) et/ou au CS2 (Fig. 

M2), 6 heures par jour, pendant 5 jours consécutifs. Le nombre d’animaux pour chaque 

groupe est indiqué dans le Tableau M2. 

 

En ce qui concerne le CS2, les rats étaient exposés à 250 ppm pendant 15 min chaque heure (6 

pics de 15 min par jour), ce qui signifie qu’ils inhalaient également 45 min d’air frais par 

heure. Le spectre du bruit était une bande d’octave centrée sur 8 kHz. Les LEX,8h étaient de 

89 dB pour le bruit continu et 84 dB pour le bruit impulsionnel. Pour le bruit impulsionnel, la 

durée de chaque pic était de 7 ms, suivies de 15 s de bruit de fond avant le prochain pic.  

L’audition des rats était évaluée en mesurant les amplitudes des PDA. Ces mesures étaient 

effectuées avant (PDA1) et après 5 jours d’exposition (PDA2). En sortie d’exposition, l’état 

des stéréocils de la cochlée a été observé par microscopie électronique à balayage (SEM). 

Pour finir, après 10 semaines de récupération, un comptage des CC de la cochlée a été 

effectué en utilisant la technique de marquage de la succinate déshydrogénase (SDH). 
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Tableau M2. No e d a i aux exposés 

et témoins pour chaque groupe 

expérimental. CS2 : disulfure de carbone. 

BC : bruit continu. BI : bruit impulsionnel. 

PDA : produits de distorsion acoustique 

SEM : microscopie électronique à 

balayage. 

 SDH : succinate déshydrogénase. T0 : 

avant exposition. T1 : en sortie 

d expositio . T :  se ai es après la fin 

de l exposition. 

  

 

 

Chaque semaine, les animaux étaient pesés afin d’évaluer leur état de santé tandis que leur 

bien-être général était estimé en se basant sur le protocole de surveillance de Morton and 

Griffiths 1985 (Annexe 1). 
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Figure M3. Exposition des animaux. (A) Cha es d i halatio  de 200L. (B) Cage divisée en 8 compartiments 

dans lesquels sont placés les animaux et deux haut-parleurs pour la génération du bruit.  

 Exposition  4.3

L’exposition des animaux a été réalisée dans des chambres d’inhalation de 200 L conçues 

pour supporter un flux d’air dynamique et réglable (5-6 m
3
/h). Chaque cellule pouvait 

accueillir une cage grillagée en acier inoxydable divisée en huit compartiments individuels 

(130 x 92 x 200 mm) (Fig. M3). Les chambres étaient maintenues à une pression négative 

inférieure à 3 mm H2O afin d’éviter d’éventuelles fuites vers l’extérieur. L’air entrant était 

filtré et conditionné à une température de 22 ± 1 °C et un taux d’humidité relative de 55 ±  

10%. 

Durant l’expérimentation, les animaux exposés, ainsi que les animaux témoins, ne recevaient 

ni eau ni nourriture. 

 

 

 Exposition au disulfure de carbone 4.3.1

Les vapeurs de disulfure de carbone étaient générées en utilisant une colonne de verre 

thermorégulée. Le solvant était délivré par une pompe et instantanément vaporisé au contact 

de la surface chauffée. Les vapeurs de CS2 étaient transportées à travers la colonne grâce à un 

flux d’air supplémentaire dans la conduite d’arrivée d’air principale des chambres 

d’exposition.  

Les animaux étaient exposés à différentes concentrations de CS2 (63, 250 ou 500 ppm), de 

manière continue pendant 6 h ou de manière intermittente (15 min chaque heure ou 15 min 

toutes les 30 min). De la même façon, les rats témoins étaient ventilés avec de l’air frais.  
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4.3.1.1 Analyse de la concentration de CS2 

La concentration de solvant à l’intérieur des cellules d’inhalation était contrôlée en collectant 

des échantillons d’air à travers des tubes en verre remplis de charbon actif (Carboxen 1000, 

40/60, Supelco) (3 fois/jour pour chaque chambre).  

Après désorption du CS2 par du chlorure de méthylène (DCM), les échantillons étaient 

analysés par chromatographie en phase gazeuse (GCMS-QP2010 Ultra; Shimadzu), en 

utilisant la méthyl-éthyl-cétone (MEK) comme étalon interne. Les échantillons de CS2 étaient 

analysés sur une colonne RTX-1701 de 30 m et 0,25 mm (épaisseur du film 1 mm) (Restek), 

avec l’hélium comme gaz vecteur, à une vitesse linéaire de 45 cm/s. La température de la 

colonne était programmée à 40°C pendant 3 min suivies d’une augmentation jusqu’à 100°C 

(augmentation de 20°C/min). L’échantillon (1 µl) était injecté de manière fractionnée (1/30). 

Les températures du port d’injection, de la ligne de transfert et de la source d’ions étaient 

respectivement sélectionnées à 240°C, 250°C et 200°C. La spectrométrie de masse 

fonctionnait par ionisation d’électrons (70 eV) en choisissant le mode de détection d’ions : 43 

pour l’étalon interne et 76 pour le CS2. Ces analyses permettaient des calibrages quotidiens. 

Tout au long de l’exposition, un spectrophotomètre de masse (Omnistar GSD 320 O2) 

(Pfeiffer buit) était également utilisé pour contrôler la stabilité de la génération de vapeurs. 

 

 Exposition au bruit 4.3.2

Deux haut-parleurs étaient accrochés au plafond des chambres d’exposition. Les animaux 

étaient placés dans des cellules séparées pour éviter lesécrans acoustiques naturels. Le champ 

acoustique de chaque cellule était relativement homogène (± 1 dB). De plus, pour minimiser 

les différences entre les animaux, leur position dans les cages était modifiée chaque jour. 

Dans les chambres, le bruit de fond était principalement composé de basses fréquences (entre 

63 Hz et 500 Hz) d’environ 50 dB. Au-delà de 500 Hz, le bruit de fond diminuait à 30 dB. 

Des expositions à des bruits continus ou impulsionnels à différentes fréquences (basses 

fréquences ou 8 kHz) ont été réalisées.  
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4.3.2.1 Bruit à 8 kHz 

Des lots d’animaux ont été exposés à un bruit impulsionnel, ou continu, ayant un spectre 

centré sur 8 kHz (Fig. M4).  

 

 

 

 

Le LEX,8h de ces deux bruits a été choisi de façon à obtenir une perte auditive équivalente, 

d’environ 5 dB. Des expérimentations précédentes ont permis de déterminer ces conditions 

(Venet et al., 2015).  

Le LEX, 8h du bruit continu était de 89 dB SPL (90,2 dB SPL pendant 6h). Pour le bruit 

impulsionnel, chaque pic de bruit durait 7 ms, séparé entre eux par 15 s de bruit de fond. Le 

matériel acoustique placé dans les chambres d’exposition avait la capacité d’absorber le bruit, 

ce qui permettait d’obtenir un niveau de pression sonore de 116 dB SPL pendant 10 ms, 

suivies d’une rapide décroissance. 90 % de l’énergie acoustique était donc dissipée en 10 ms. 

Dans ces conditions, le LEX,8h, calculé selon la norme ISO 9612:2009, était de 84 dB SPL.  

Lors de précédentes études, la latence du ROM avait été mesurée afin de choisir les 

paramètres adéquats pour le bruit impulsionnel. Cette latence se mesure en utilisant les PDA, 

avec une haute résolution temporelle (2 ms) après la stimulation acoustique. La latence est le 

temps écoulé entre la stimulation sonore et l’initiation de la diminution des amplitudes des 

PDA. Ces mesures ont été répétées avec des primaires à différentes fréquences et différentes 

intensités. La latence moyenne nécessaire à l’activation du ROM s’est révélée être de 14 ms 

(entre 11 et 17 ms). Ces résultats concordent avec ceux obtenus par van den Berge et al. 1990 

et Pilz et al. 1997. En conséquence, une période de 15 s entre deux stimulations sonores est 

suffisante pour que, chez le rat, les muscles de l’oreille moyenne se relâchent. Chaque pic de 

bruit impulsionnel est donc totalement absorbé par la cochlée, sans être atténué par le ROM. 

Figure M4. Spectre du bruit de bande 

d o tave e t ée à 8 kHz. Barres noires: bruit 

continu. Barres grises : bruit impulsionnel.  
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4.3.2.2 Bruit riche en basses fréquences  

Les animaux ont été exposés à un bruit continu pendant 6 h à 106 dB SPL. Le spectre du bruit 

était filtré à travers 3 bandes d’octaves qui allaient de 0,5 à 2 kHz, ce qui correspond aux 

fréquences pour lesquelles la sensibilité auditive du rat est minimale (Fig. M5). 

 

 

 

L’intensité du bruit a été choisie pour être la plus proche possible du LEX,8h en dB(A). 

Actuellement, il n’existe pas, dans la littérature, de comparaison entre les dommages/effets de 

stimulations acoustiques (amplitude, spectre, durée) sur différentes espèces. Pour se 

rapprocher des conditions humaines, notre hypothèse s’est basée sur les travaux de DeCory et 

al., 1992, qui a conclu que les différences de sensibilité au bruit entre les espèces, incluant 

l’Homme, coïncident relativement bien avec les différences de sensibilité auditive. En fait, le 

seuil auditif est déterminé en mesurant la quantité de potentiel acoustique qui se transmet du 

champ libre, c’est-à-dire de l’air, à l’oreille interne (Rosowski, 1991). La transmission de la 

stimulation acoustique à l’oreille interne semble être responsable de la plupart des différences 

de sensibilité auditive entre les espèces. Cette observation est très importante si on cherche à 

extrapoler à l’Homme les mesures de perte auditive due au bruit réalisées chez l’animal et 

pour justifier l’utilisation des modèles animaux. Pour chaque espèce, l’allure de 

l’audiogramme dépend donc principalement de l’amplitude de la fonction de transfert du 

système périphérique, en d’autres termes, des oreilles externe et moyenne. Si on compare le 

spectre de l’exposition au bruit avec une courbe de pondération chez le rat, il est possible 

d’estimer l’énergie acoustique qui pénètre la cochlée.  

Figure M5. Spectre du bruit de basses 

fréquences, centré sur trois a des d o taves 
(0,5 à 2 kHz) comparant le dB SPL et le  dB 

rat. Barres noires : dB lin. Barres grises : dB 

rat. L intensité du bruit continu est de 106,1 

dB SPL que correspond à 86,5 dB rat.  
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Nous avons choisi un bruit avec une gamme de fréquences comprises entre 0,5 et 2 kHz 

parce que, comme évoqué précédemment, le champ auditif du rat n’est pas identique à celui 

de l’Homme. Les rats ont la capacité d’entendre de 250 Hz à 64 kHz, tandis que la perception 

humaine s’étend de 20 Hz à 16 kHz, ce qui correspond à un décalage de 4 octaves (Fig. M6) 

Les fréquences considérées comme “basses fréquences” chez l’Homme ne sont pas les mêmes 

que les “basses fréquences” pour le rat. Un bruit entre 0,5 et 2 kHz pour le rat équivaut à un 

bruit de 63 à 250 Hz chez l’Homme. Enfin, en ce qui concerne l’intensité, si on regarde 

l’atténuation chez le rat, on remarque qu’il lui faut plus d’énergie pour percevoir des sons de 

basses fréquences. En utilisant la pondération A, que l’on déplace de quatre octaves, on 

obtient la pondération “rat” (dB rat). Ainsi, on peut considérer qu’une exposition à 105 dB de 

bruit de basses fréquences chez le rat équivaut à une exposition de 85 dB chez l’Homme (Fig. 

M6).  

 

 

 

  

Figure M6. Comparaison du champ auditif de 

l Ho e et du at. Les basses fréquences chez 

l Ho e (63 à 250 Hz), correspondent à 0,5 à 

2 kHz chez le rat. Ligne rouge : rat moyen. 

Ligne orange : champ auditif à 0 dB. Ligne 

bleue : rat moyen décalé de 4 octaves.  
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 Mesures fonctionnelles 4.4

Les évaluations du fonctionnement de la cochlée et du vestibule ont été réalisées 

respectivement à partir de la mesure des produits de distorsion acoustique et du réflexe 

vestibulo-oculaire.  

 

 Produits de distorsion acoustique 4.4.1

Les produits de distorsion acoustique (PDA, DPOAE en anglais) sont des phénomènes 

acoustiques qui appartiennent à la famille des oto-émissions provoquées. Ils s’obtiennent 

après une stimulation simultanée et continue de deux sons purs, appelés primaires, de 

fréquences f1 et f2 selon le rapport f2 = 1,2 f1. Le signal acoustique recueilli dans le conduit 

auditif externe est le résultat des distorsions créées par le système auditif quand ces deux 

fréquences primaires sont appliquées (Fig. M7). Suite à cette stimulation, différents PDA sont 

émis de manière simultanée, mais le plus utilisé en clinique et en recherche est le produit 

cubique (2f1-f2). C’est également celui que nous avons utilisé pour nos investigations, car il 

persiste à des intensités de primaires relativement faibles, quelles que soient ces fréquences 

primaires. Le PDA cubique est un indicateur spécifique du fonctionnement et du 

dysfonctionnement des CCE (Avan et al., 2001). 

Ainsi, la mesure du PDA est une méthode objective pour évaluer le mécanisme actif des CCE. 

C’est une méthode sensible et rapide qui évalue une des fonctions les plus fragiles de la 

cochlée. 

 

 

 

 

Figure M7. Produits de distorsion acoustiques. (A) La sonde est placée dans le conduit auditif externe et 

contient un haut-parleur (1) qui émet un son stimulant et un microphone (2) qui recueille le son émis par 

les cellules ciliées externes. (B) Fréquences primaires émises (f1 et f2), le produit cubique (2f1-f2) émis par 

la cochlée puis analysé. Source : image adaptée de www.cochlea.eu 
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4.4.1.1 Mesure des produits de distorsion acoustique  

Une anesthésie générale est nécessaire pour mesurer les PDA chez le rat. L’anesthésie était 

induite par une injection intrapéritonéale (i.p.) d’un mélange de Kétamine (Clorkétam®, 45 

mg/kg) et de Xylazine (Rompun ®, 5 mg/kg). Un examen otoscopique était réalisé avant les 

mesures afin de s’assurer de l’absence d’infection, d’obstruction du canal auditif externe ou 

d’anomalie de la membrane tympanique. La température des animaux anesthésiés était 

maintenue autour de 38°C par une couverture chauffante. 

Toutes les mesures étaient réalisées dans une cabine insonorisée. La sonde de mesure des 

PDA, mise au point au laboratoire, associe deux transducteurs générant les primaires f1 et f2 

et un microphone qui mesure la pression acoustique dans le conduit auditif externe (Shaffer et 

al., 2003; Venet et al., 2011). Ces trois transducteurs sont réunis dans la sonde, dont 

l’extrémité était positionnée de manière étanche à l’entrée du conduit auditif externe de 

l’animal anesthésié (Fig. M8). Les signaux des primaires étaient générés par un synthétiseur 

de fréquence  (Pulse, B&K 3110) et émis par deux 

microphones miniaturisés (B&K 4191). Les primaires 

f1 et f2 étaient générées simultanément dans l’oreille 

gauche de l’animal sous forme de signaux sinusoïdaux 

(sons purs) dont les fréquences étaient liées par la 

relation f2 = 1,2 f1 et dont les intensités étaient telles 

que  L1 – L2 = 14 dB. 

Une procédure de calibration permettait d’ajuster l’intensité des primaires. Cette calibration 

était réalisée avec un microphone de 1/8 pouce (B&K type 4138) placé dans une cavité 

spécifique, d’un volume équivalent à celui d’un conduit auditif externe du rat. La réponse 

acoustique était mesurée par un microphone de mesure (Knowless FG 23329-C05) relié à un 

analyseur FFT (Fast Fourier Transform) (B&K PULSE 3110). L’amplitude des PDA était 

déterminée comme la moyenne linéaire de spectres de 4 s (Fig. M9).  

Six couples de primaires (f1 - f2) étaient testés successivement : (3 – 3,6), (4 – 4,8), (5 - 6), (8 

– 9,6), (14,6 – 17,5), et (21,2 – 25,4) kHz, avec une intensité de 60 dB pour f1. Pour simplifier 

la présentation des résultats, chaque paire de primaires est désignée par f2. L’audition des 

animaux était testée juste avant (PDA1), en sortie d’exposition (PDA2) ainsi qu’au terme la 

période de récupération (PDA3). 

Figure M8. Positionnement de la sonde sur un 

animal anesthésié afin de mesurer les produits de 

distorsion acoustiques.  
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 Réflexe vestibulo-oculaire 4.4.2

La mesure du nystagmus post-rotatoire peut être utilisée pour 

évaluer l’intégrité du système vestibulaire. Il s’agit d’une mesure 

objective sensible aux perturbations temporelles et/ou 

permanentes du système vestibulaire au niveau périphérique ou 

central (Gabersek et al., 1963).  

Un système d’évaluation et d’enregistrement du NPR a été 

développé par notre laboratoire (INRS, France) afin d’obtenir 

des mesures sur rats vigiles (Fig. M10 et M11D). 

 
Figure M10. Plan du banc de 

nystagmus conçu pa  l INRS.  
Source : INRS 

Figure M9. Analyse et enregistrement des produits de distorsion cubiques chez le rat 
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Figure M11. Mesure du nystagmus post-rotatoire chez le rat. (A) Positionnement du rat dans la camisole de contention.  

(B) Positionnement et fixation du rat sur le suppo t otatoi e. C  Positio e e t de l œil du rat au centre de la caméra. 

(D) Image générale du banc de nystagmus. (E) Mesure du nystagmus dans l o s u it . (F) Image de l a  de l o di ateur 

pe da t l e egist e e t des ouve e ts de l œil u e fois ue la otatio  s a te. Sou e : INRS  

4.4.2.1 Chirurgie 

La chirurgie avait lieu trois semaines avant la première mesure. Une incision de la peau 

d’environ 1,5 cm de large était effectuée sur le scalp (de la ligne interoculaire à la ligne 

interauriculaire), en conditions stériles. Une fois le crâne mis à jour, le périoste était nettoyé, 

gratté, puis dévitalisé au nitrate d’argent. De la colle cyanoacrylate était répartie sur le crâne 

en une fine couche avant d’appliquer un insert (Simaf, 40C030H065) formant un angle de 30° 

par rapport au plan de la vue, englobé dans du ciment dentaire (Taab 2000®). Les rats étaient 

isolés pendant la  période de récupération (1 semaine) puis surveillés attentivement les 

semaines suivantes. 

 

4.4.2.2 Période d’habituation 

Une semaine après la chirurgie, les animaux commençaient une période d’habituation afin de 

les accoutumer à rester calme pendant l’enregistrement du NPR. Il leur fallait quelques jours 

pour s’habituer à l’expérimentateur. Ensuite, ils étaient immobilisés dans une camisole de 

contention souple et résistante “Small Animal Snuggle Restraint Devices” (Harvard 

apparatus, 72-6267) (Fig. M11A). La dernière étape consistait à immobiliser la tête. Cette 

habituation, qui durait au moins une semaine et demie, était fondamentale pour obtenir des 

mesures correctes du NPR. 
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Figure M12. Exe ple d u e mesure du nystagmus post-rotatoire, après une stimulation à 0,25 tour/seconde où 

l o  peut voi  le nombre de saccades (points orange) et la durée totale du ouve e t de l oeil (axe x).  

4.4.2.3 Mesure du nystagmus post-rotatoire 

Les mesures étaient réalisées dans l’obscurité (Fig. M11E). Afin de stabiliser la tête de 

l’animal pendant la rotation, l’insert placé sur le crâne permettait d’y serrer une vis, elle-

même fixée sur une barre de métal au centre du support de rotation (Fig. M11B). La tête était 

positionnée selon un angle de 30° par rapport au plan de la vue, ce qui correspond à l’angle 

entre le canal semi-circulaire latéral et le plan horizontal. L’animal était positionné de façon à 

ce que la caméra se trouve en face de son œil gauche (Fig. M11C). Le support tournait à 360°, 

avec une accélération et décélération maximale identiques, de 870°/s². La stimulation rotatoire 

durait 40 s et, pour chaque animal, 2 stimulations à deux vitesses différentes étaient réalisées : 

0,25 et 1 Hz. Chaque stimulation était espacée de la suivante d’une minute. 

Les mouvements horizontaux de l’œil étaient enregistrés en utilisant le système « RK-826PCI 

Eye Tracking System » (ETL-200 ISCAN, Inc. 21 Cabot Road Woburn, MA 01801 USA), 

combinant un système d’enregistrement avec une caméra infrarouge à haute résolution, qui 

capte 240 images par seconde (Fig. M11F). 

Différents paramètres du NPR étaient ensuite analysés : nombre de saccades, durée totale des 

saccades, fréquence moyenne et pente d’amortissement des saccades (Fig. M12). Le 

fonctionnement du système vestibulaire des animaux était mesuré avant le début de 

l’exposition (NPR1), en sortie d’exposition (NPR2) et à la fin de la période de récupération 

(NPR3). 
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 Mesures du comportement 4.5

Des travaux antérieurs ont développé des techniques comportementales permettant 

d’évaluer le niveau de dégénérescence vestibulaire du rat (Llorens and Rodríguez-Farré, 

1997). Ces techniques consistent en une batterie de tests qui évaluent le comportement 

spontané et les réflexes, et, une fois combinés, sont de bons indicateurs de l’état fonctionnel 

du vestibule du rat (Balbuena and Llorens, 2001, 2003; Boadas-Vaello et al., 2005; 

Desmadryl et al., 2012). 

Dans nos travaux, le dysfonctionnement vestibulaire a été étudié grâce à 4 tests différents de 

comportement. Afin d’évaluer de manière quantitative ces tests, les mouvements de l’animal 

ont été enregistrés à l’aide de deux caméras GoPro (Hero4 black), situées devant, sur le côté 

ou derrière la surface vitrée sur laquelle avaient lieu les tests. Pour finir, les images ont été 

analysées avec le programme Kinovea®, un logiciel d’analyse vidéo qui permet de se 

concentrer sur une action spécifique et d’étudier la structure d’un mouvement photographié 

image par image ou au ralenti. Ces tests ont été effectués avant le début de l’exposition, en 

sortie des 4 semaines d’exposition ou après la période de récupération de 4 semaines, pour les 

différentes expositions au CS2 et/ou au bruit. 

  

 Evaluation du réflexe d’atterrissage (Tail-lift reflex) 4.5.1

Quand un rat est soulevé par la queue, les pattes avant ont spontanément tendance à se 

préparer à un possible atterrissage (réflexe d’atterrissage). Les rats qui présentent un déficit 

vestibulaire, se courbent sur eux-mêmes en direction ventrale (Hunt et al., 1987; Llorens et 

al., 1993b). 

Afin d’analyser les différences entre les animaux, l’angle entre l’axe du corps et l’axe de la 

tête était mesuré quand l’animal se trouvait suspendu par la queue (Fig. M13). 
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Figure M13. Evaluation du réflexe d atterrissage. Rat témoin 

sans altération du réflexe d atterrissage.  

Figure M14. Evaluation du réflexe de redressement dans l ai . 
Rat témoin sans altération du réflexe de redressement.  

 

 

 Evaluation du réflexe de retournement 4.5.2

Pour évaluer le réflexe de retournement, les rats étaient lâchés à une hauteur de 40 cm d’une 

surface molle en position de décubitus dorsal. Les rats témoins se tournaient rapidement afin 

d’atterrir sur leurs quatre pattes tandis que les rats vestibulo-déficients se retournaient plus 

lentement ou ne se retournaient pas (Ossenkopp et al., 1990). 

Le temps que mettait l’animal à retourner complètement sa tête et/ou son corps était 

chronométré (Fig. M14).  
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Figure M15. Evaluation de la superficie formée par les pattes 

d u  at t oi . 

Figure M16. Appareil Locotronic®. Source: image 

de http://www.intelli-bio.com 

 Evaluation de la superficie que forme les pattes 4.5.3

La superficie du quadrilatère formé par les quatre pattes du rat avant qu’il ne commence à 

marcher était mesurée (Fig. M15) (Tighilet et al., 2015). Plus grande est la superficie, plus le 

dommage vestibulaire est important. 

 

 

 

 Locotronic® 4.5.4

Le locotronic® (Intellibio innovation) est un appareil qui mesure les erreurs de marche et 

d’équilibre des animaux (Fig. M16). Il s’utilise comme test pour les dommages sensoriels 

et/ou moteurs. Il consiste à faire avancer l’animal d’une extrémité à l’autre, le long d’un 

couloir (de 10 cm de large), sur une échelle horizontale formée de barreaux espacés de 3 cm. 

Des détecteurs infrarouges permettent d’enregistrer le déplacement de l’animal et de compter 

les erreurs lorsqu’une patte chute entre deux 

barreaux. Un logiciel recueille les informations des 

capteurs et différencie les erreurs de patte avant, de 

patte arrière ou de queue.  
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 Techniques chimioanalytiques 4.6

 

 Concentration de CS2 dans le sang 4.6.1

Après l’absorption du CS2, celui-ci est transporté par le sang et distribué aux différents 

organes et tissus. Afin de déterminer l’impact de l’exposition sur l’animal, la concentration de 

CS2 total dans le sang a été mesurée en sortie d’exposition.  

 

4.6.1.1 Extraction de sang veineux 

A la fin du dernier jour d’exposition, pendant que la concentration atmosphérique était 

maintenue constante dans des chambres d’inhalation, les rats étaient sortis les uns après les 

autres. Les rats étaient anesthésiés au gaz isoflurane (induite avec 5% d’isoflurane puis 

maintenue à 3% pendant le prélèvement de sang), en utilisant un vaporisateur Isotec 4 

(Ohmeda) et un générateur d’O2 Millennium 5 Concentrator (Respironics). La queue du rat 

était trempée dans une eau thermostatée à 40°C afin de dilater les vaisseaux sanguins. A l’aide 

d’un cathéter veineux de type Surflo®, environ 0,8 ml de sang veineux était prélevé dans la 

veine caudale latérale de l’animal. Le sang était collecté dans des tubes en verre 

préalablement héparinés (30 µl). Les échantillons étaient conservés à -80 °C jusqu’au moment 

du dosage. 

 

4.6.1.2 Analyse de la concentration de CS2 

Afin de libérer le CS2 lié, les échantillons de sang étaient acidifiés avec 250 µl de HCl (2%) 

puis agités pendant 10 min après ajout de 10 µl de la solution standard (1,5 g/L MEK en 

DCM) (Lam and DiStefano, 1986). Les échantillons étaient finalement extraits avec 500 µl de 

DCM. Après une agitation de 30 min et une centrifugation à 3220 g à -4°C pendant 20 min, la 

phase de DCM était analysée. La limite de détection était d’environ 0,1 µg, l’exactitude de la 

mesure était inférieure à -12,4 % et la précision proche de 15 %. 
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 Concentration de TTCA dans l’urine 4.6.2

La réaction du CS2 avec la cystéine, ou le glutathion, génère des trithiocarbamates qui 

peuvent former un cycle, l’acide 2-thioxo-1,3-thiazolidine-4-carboxylique (TTCA). 

Seulement près de 5 % du CS2 est métabolisé en TTCA, mais on retrouve des niveaux de 

TTCA détectables plusieurs jours après la fin de l’exposition. C’est un bon indicateur 

biologique de cette exposition, c’est pourquoi il est utilisé pour évaluer les expositions au CS2 

(Graham et al., 1995; Roh et al., 1999). 

Le métabolisme du CS2 s’évalue en recueillant l’urine des animaux placés dans des cages à 

métabolisme en sortie d’exposition.  

 

4.6.2.1 Recueil d’urines 

Après l’exposition au CS2, les rats restaient 18 h dans des cages individuelles de métabolisme 

(220 x 220 x 180 mm). Les animaux avaient accès à l’eau et à la nourriture. Un système de 

réfrigération permettait de maintenir l’urine à 4°C. Le lendemain, pour chaque échantillon, un 

test rapide était effectué à l’aide d’une bandelette urinaire (Combur
9
 Test 04510038 191, 

Roche) afin de vérifier le pH et l’absence de sang et de nitrates. Les échantillons étaient 

conservés à -20°C jusqu’à analyse. 

 

4.6.2.2 Analyse de la concentration de TTCA 

La concentration de TTCA dans l’urine était déterminée en utilisant une chromatographie 

liquide à haute performance avec une colonne de commutation automatisée (Simon and Nicot, 

1993). Brièvement, l’urine diluée était purifiée sur une colonne échangeuse d’ions et, après 

transfert de la fraction d’intérêt, l’analyse était effectuée en mode isocratique sur une colonne 

cyano-amino combinée à une détection ultraviolette à 275 nm. 

Dans ces conditions, la linéarité de la mesure a été démontrée entre la limite de quantification 

(0,15 mg/L) et 50 mg/L de TTCA ; la limite de détection était inférieure à 0,05 mg/L ; le 

rendement d’extraction était supérieure à 95% et la précision inférieure à 1%. 
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 Concentration de CS2 dans le cerveau 4.6.3

En raison de sa nature lipophile, la distribution du CS2 est plus importante dans les tissus 

riches en lipides comme le cerveau et le foie, où il est métabolisé (Hoar et al., 1985). 

La concentration de CS2 total dans le cerveau a été mesurée en sortie d’exposition. 

 

4.6.3.1 Dissection du cerveau 

Les animaux étaient profondément anesthésiés avec un mélange de Kétamine (Clorkétam®, 

75mg/kg) et Xylazine (Rompun®, 5mg/kg) par i.p. puis décapités pour réaliser le prélèvement 

de cerveau. Les échantillons étaient plongés dans l’azote liquide pour une congélation rapide 

puis conservés à -80°C jusqu’à analyse. 

 

4.6.3.2 Analyse de la concentration de CS2 

Le cerveau était décongelé et coupé en trois parties pour en utiliser seulement un tiers. Le tiers 

de l’organe était pesé dans un tube FastPrep Lysing Matrix de 2 ml. 500 µl de DCM était 

ajouté dans chaque tube ainsi que 10 µl de la solution standard MEK. Le cerveau était broyé 

avec le FastPrep Instrument-24 pendant 20 secondes à 4 m/s. Enfin, les échantillons étaient 

centrifugés 20 min à 4000 g à 4°C.  

L’analyse des échantillons était effectuée par détection de masse en chromatographie en phase 

gazeuse : GCMS QP 2010 Ultra (Shimadzu) avec une colonne Rtx 1701 (30 m × 0,25 mm × 1 

µm). Les principales caractéristiques de rendement de la méthode adaptée au cerveau sont : 

linéarité validée entre 0,15 µg et 15 µg de CS2, limite de détection à 0,014 µg de CS2, limite 

de quantification d’environ 0,047 µg de CS2, rendement moyen d’extraction de 98,2% (± 8,5), 

biais  ≤ ± 6% et répétabilité moyenne de 3,5% (± 2,0). 
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Figure M17. I age d u e 

cochlée fraisée.  

 Techniques histologiques 4.7

Pour toutes les études histologiques, les animaux étaient profondément anesthésiés avec un 

mélange de Kétamine (Clorkétam®, 75mg/kg) et Xylazine (Rompun®, 5mg/kg) par voie i.p. 

puis décapités afin de réaliser la dissection des organes nécessaires. 

 

 Microscopie optique  4.7.1

Les CC vestibulaires et cochléaires étaient observées en sortie d’exposition. Le 

neurotransmetteur des fibres afférentes des deux organes étant principalement le glutamate, 

ceci fait de la terminaison afférente postsynaptique une cible pour les dommages 

excitotoxiques. En sortie d’exposition et après la période de récupération, l’état des ganglions 

spiraux et de ceux de Scarpa était observé, le. Les cochlées, les vestibules et les ganglions 

correspondants étaient fixés et inclus dans une résine EPON afin de réaliser des coupes semi-

fines. Pour finir, après la période de récupération, un comptage des CC de l’organe de Corti 

était effectué pour réaliser un cochléogramme.  

Toutes les coupes étaient observées au microscope optique Olympus BX 41.  Un système 

d’acquisition numérique associant une caméra (Baumer TXD14c) et un ordinateur équipé du 

logiciel Archimed était connecté au microscope afin de réaliser des photographies des coupes. 

 

4.7.1.1 Inclusion de la cochlée (organe de Corti et ganglion spiral) 

La cochlée était prélevée rapidement pour être perfusée via les deux 

fenêtres par une solution de glutaraldéhyde 2,5% dans du tampon 

cacodylate de sodium 0,2 M à pH 7,2. Les cochlées restaient dans le 

fixateur pendant quinze jours à 4°C. Elles étaient ensuite rincées avec 

du tampon cacodylate 0,2M, puis post-fixées pendant une heure avec 

une solution de tétraoxyde d’osmium (OsO4 1% dans le tampon 

cacodylate de sodium 0,2 M) avant d’être à nouveau rincées avec du 

tampon cacodylate.  
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Figure M18. Coupe semi-fine transversale de 2,5 µm sur laquelle on peut observer toutes les structures 

anatomiques de la cochlée. Source : INRS  

Les cochlées étaient ensuite fraisées dans une solution d’éthanol à 70 % pour réduire la partie 

osseuse à une fine couche transparente (Fig. M17). Les cochlées étaient décalcifiées durant 

toute la nuit (ON : over night) dans une solution constituée d’EDTA (10 %) et d’éthanol à 

70 %. Ensuite commençait la réalisation du protocole de déshydratation et d’inclusion. 

D’abord, les cochlées étaient déshydratées dans des bains d’éthanol de concentrations 

croissantes (70, 80, 90 et 100 % ON). Le lendemain, les échantillons étaient inclus dans la 

résine  (DDSA 55,8 %, Epon 25,3 %, araldite 15,2 %, dibutyl phtalate 2 % et 2,4,6-

triméthylaminométhyl phénol 1,7 %), en commençant par 50/50 d’oxyde de propylène/résine 

EPON pendant 1 h, puis 25/50 oxyde de propylène/résine EPON pendant 1 h pour finir par la 

résine EPON pure ON. Pour finir, les cochlées étaient positionnées et orientées dans des 

moules avec de la résine EPON puis incubées 15 h à 30°C suivies de 24 h à 60°C. Les blocs 

de résine polymérisée étaient alors débités à l’ultratrim (Leica) parallèlement à l’axe du 

modiolus de la cochlée jusqu’à voir le nerf auditif au centre de la coupe. Enfin, l’échantillon 

était débité au microtome (Microm HM355S, LEICA afin de réaliser des coupes de 2,5 µm 

d’épaisseur (Fig. M18). Les coupes étaient déposées sur lame dans une goutte de violet de 

crésyl (200 mg dans 40 ml d’eau distillée) puis observées au microscope optique. 
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Figure M19. I age d u e coupe semi-fine transversale de 

2,5 µ  d u  ut i ule de rat témoin. 

4.7.1.2 Inclusion de l’épithélium vestibulaire (utricule, saccule et crêtes) 

L’os temporal était rapidement ouvert avec une pince afin de laisser immédiatement pénétrer 

dans le vestibule une solution de glutaraldéhyde 2,5 % dans du cacodylate de sodium 0,2 M. 

Après une semaine de fixation à 4°C, l’appareil vestibulaire était disséqué (saccule, utricule et 

crêtes) et les membranes qui recouvrent les épithéliums sensoriels étaient retirées.  

Les tissus étaient alors rincés avec du tampon 

cacodylate 0,2 M à pH 7,2, post-fixés pendant 

une heure avec une solution de tétraoxyde 

d’osmium 1 % avant d’être à nouveau rincés 

avec du tampon cacodylate 0,2 M puis stockés 

dans l’éthanol 70 %.  

Les échantillons étaient ensuite inclus dans la 

résine selon le même procédé que pour la 

cochlée. Pour finir, les épithéliums étaient 

coupés transversalement puis observés avec le 

même microscope (Fig. M19). 

 

 

4.7.1.3 Inclusion du ganglion de Scarpa 

Le crâne était ouvert au milieu, de manière longitudinale, afin de plonger l’ensemble oreille 

interne/os temporal/cerveau dans une solution de glutaraldéhyde 2,5 % dans du cacodylate de 

sodium 0,2 M. Après 15 jours de fixation à 4°C, les ganglions de Scarpa étaient disséqués 

sous loupe binoculaire.  

Les échantillons étaient rincés dans du tampon cacodylate 0,2 M, post-fixés au tétraoxyde 

d’osmium 1 %, à nouveau rincés puis conservés dans l’éthanol 70 % à 4°C. Les échantillons 

étaient alors inclus en résine selon le même procédé que pour les inclusions de cochlée et des 

épithéliums vestibulaires. Ils étaient coupés au microtome à 2,5 µm, colorés au violet de 

crésyl avant observation en microscopie optique. 
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Figure M20. Image d u e cochlée disséquée (gauche) et du tour apical 

(droite).  

Figure M21. Cochléogramme de rat témoin où est représenté le pourcentage de perte de 

cellules ciliées de chaque rangée (axe Y) par rapport à la distance (mm) le long de 

l o ga e de Co ti et la carte en fréquence (axe X . L aire grise représente la zone de 

fréquences  analysées pendant les mesures de PDA.  

4.7.1.4 Cochléogramme 

Les cochlées étaient rapidement prélevées puis perfusées via les fenêtres ronde et ovale par 

une solution de succinate déshydrogénase (SDH) (0,05 M de sodium succinate, 0,05 M de 

tampon phosphate et 0,05 % de bleu de tetrazolium). Les cochlées étaient alors immergées 

dans cette solution et placées 1 h au bain-marie à 37 °C avant d’être fixées avec une solution 

de paraformaldéhyde à 4 % pendant 24 h. Les cochlées étaient ensuite fraisées puis disséquées 

dans du tampon phosphate (PBS : phosphate buffer saline) 1 x. Avec l’aide d’une loupe 

binoculaire, la lame spirale osseuse, le ligament spiral ainsi que les membranes tectoriale et de 

Reissner étaient retirés afin de ne 

laisser que l’organe de Corti (Fig. 

M20). Celui-ci, divisé en trois 

fragments correspondant aux 

tours apical, médian et basal, était 

monté entre lame et lamelle dans 

une goutte de glycérine.  

Un cochléogramme est un graphique représentant le pourcentage de perte cellulaire, des trois 

rangées de CCE et de la rangée de CCI, tout le long de la cochlée, mettant en relation sa 

longueur avec la fréquence discriminée (relation distance/fréquence) (Fig. M21). Un 

cochléogramme de chaque animal était ainsi établi en effectuant un comptage des CC 

présentes (spots bleus) en 

microscopie optique 

(grossissement x 400), de 

l’apex à la base de l’organe 

de Corti déroulé. La carte en 

fréquence de la cochlée 

(Müller, 1991) associée à un 

logiciel informatique, 

développé au laboratoire, était 

utilisée pour déterminer la 

position des pertes cellulaires 

le long de l’organe de Corti.  
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 Immunohistochimie et microscopie confocale à fluorescence  4.7.2

En sortie d’exposition et après 4 semaines de récupération, les cochlées et les vestibules 

étaient isolés, fixés et marqués avec des anticorps fluorescents anti-NF200 (NF200 anticorps 

monoclonal clon N52, SIGMA, N0142) et MyoVIIa (Myosine VIIa polyclonal de lapin, 

Proteus Biosciences, 25-6790) afin d’observer l’état des fibres afférentes et les CC en 

microscopie confocale à fluorescence.  

Les neurofilaments sont composés de 3 protéines neuronales spécifiques avec différentes 

masses moléculaires. L’anticorps anti-NF200 reconnaît la sous-unité lourde d’une de ces 

protéines (~180-220 kDa), sous forme phosphorylée ou non-phosphorylée. 

Les myosines sont des protéines motrices à base d’actine qui requiert la présence d’ATP. 

Certaines myosines interviennent dans les mouvements intracellulaires. La myosine VIIa joue 

un rôle dans la motilité des cils et l’adhésion cellulaire. Dans l’oreille interne, cette protéine 

peut maintenir la rigidité des stéréocils pendant les mouvements dynamiques. Un déficit ou 

une mutation de cette protéine peut se traduire en perte auditive ou dysfonction vestibulaire.  

Les échantillons étaient observés en microscopie confocale Leica TCS-SL de l’Unité de 

Microscopie optique avancée du CCiTUB du Campus de Bellvitge (Barcelone) en utilisant 

toujours les mêmes conditions pour les observations et les acquisitions d’images. Pour les 

cochlées : objectif = 40X ou 63X, zoom = 2, séries = 40 µm et sections = 1 µm. Pour les 

épithéliums vestibulaires : objectif = 40X ou 63X, zoom = 2, séries = 30 µm et sections = 

0,5 µm. Les réglages des différents lasers d’excitation, 488 nm et 555 nm, ont été choisis avec 

les échantillons témoins et conservés pour les échantillons traités afin d’obtenir des valeurs de 

fluorescence comparables.  

 

 

4.7.2.1 Immunohistochimie de la cochlée 

Les rats anesthésiés étaient perfusés par voie intracardiaque avec du sérum physiologique 

hépariné à 1 % suivi de 300 ml de paraformaldéhyde à 4% dans du PBS 1 x. Ensuite, les 

cochlées étaient prélevées, post-fixées avec une perfusion intralabyrinthique avec la solution 

de fixateur puis plongées dans cette même solution pendant 24 h à 4°C.  
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Les cochlées étaient rincées deux fois dans du PBS 1 x à pH 7,2 pendant 20 min à 

température ambiante (TA). Ensuite, elles étaient plongées dans une solution de 

cryoprotecteur (34,5 % de glycérol, 30 % d’éthylène glycol, 20 % de PBS et 15,5 % d’eau 

distillée) pendant quelques minutes. Les cochlées pouvaient alors être placées à -20°C jusqu’à 

la dissection.  

Sous loupe binoculaire, les cochlées étaient fraisées puis disséquées dans le PBS 1 x. La lame 

spirale osseuse, le ligament spiral, la strie vasculaire et les membranes étaient retirés. 

L’organe de Corti était divisé en trois fragments correspondant aux tours apical, médian et 

basal. Les échantillons étaient rincés dans du PBS 1x puis conservés à -20°C dans la solution 

de cryoprotection. 

Pour réaliser le marquage immunohistochimique, les tissus fixés étaient pré-incubés dans une 

solution de blocage (0,2 % triton X-100 et 5 % donkey serum dans PBS 1 x) pendant 2 h à TA 

sous agitation lente. Les échantillons étaient incubés avec les anticorps primaires : MyoVIIa 

(1 : 200) + NF200 (1 : 400) dans PBS 1 x ON à 4°C sous agitation lente. Les échantillons 

étaient rincés trois fois dans le PBS 1 x contenant 0,2 % de triton X-100 sous agitation lente à 

TA puis étaient incubés avec les anticorps secondaires Alexa-488 anti-rabbit IgG d’âne + 

Alexa-555 anti-mouse IgG d’âne (1 : 500) (Fisher Bioblock Science, Invitrogen™, A21206 et 

A31570, respectivement) dans une solution de 0,2 % de triton X-100 dans PBS 1 x à TA deux 

fois pendant 90 min sous agitation lente. Les échantillons étaient ensuite rincés quatre fois 10 

min dans le PBA 1 x avant montage entre lame et lamelle dans Antifade®. 

 

 

4.7.2.2 Immunohistochimie de l’épithélium vestibulaire 

Après sacrifice, l’os temporal des rats était ouvert à la pince afin de laisser immédiatement 

pénétrer dans le vestibule une solution de 4 % de paraformaldéhyde dans du PBS 1 x. Les 

échantillons étaient fixés ON à 4°C puis disséqués pour isoler le saccule, l’utricule et les 

crêtes de l’appareil vestibulaire  et retirer les membranes qui recouvrent les épithéliums 

sensoriels de façon à obtenir une perméabilisation correcte aux anticorps primaires et 

secondaires.  
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Les échantillons étaient ensuite post-fixés avec une solution à 4 % de  paraformaldéhyde 

pendant 1 h à TA. Les épithéliums sensoriels étaient rincés deux fois dans le PBS 1 x à pH 7,2 

pendant 20 min à TA. Ensuite, ils étaient plongés dans la solution de cryoprotecteur. Ils 

étaient cryoconservés à -20°C jusqu’à leur utilisation. Avant d’utiliser les épithéliums, deux 

lavages de 20 min dans le PBS 1x étaient réalisés. 

Afin de réaliser l’immunohistochimie des épithéliums, les échantillons fixés étaient d’abord 

préincubés pendant 90 min à TA sous agitation lente dans une solution 4 % triton X-100 et 

20 % donkey serum dans le PBS 1 x. Les échantillons étaient incubés avec les anticorps 

primaires : MyoVIIa (1 : 500) + NF200 (1 : 800) dans 0,1 % triton X-100 et 1 % donkey 

serum dans le PBS 1 x pendant 48 h à 4°C sous agitation lente. Les échantillons étaient rincés 

quatre fois 10 min dans le PBS 1 x sous agitation lente à TA puis étaient incubés avec les 

anticorps secondaires Alexa-488 anti-rabbit IgG d’âne + Alexa-555 anti-mouse IgG d’âne (1 : 

500) (Fisher Bioblock Science, Invitrogen™, A21206 et A31570, respectivement) dans une 

solution de 0,1 % de triton X-100 dans le PBS 1 x ON à 4°C sous agitation lente. 

Quatre lavages de 10 min dans le PBS 1 x étaient réalisés sous agitation lente à TA avant 

d’inclure les échantillons dans la gélatine liquide (0,49 % de gélatine, 30 % d’albumine et 

20 % de saccharose dans PBS 1 x). Ensuite, une couche de gélatine solidifiée grâce à 9 % de 

glutaraldéhyde était coulée dans un moule d’1,5 cm de diamètre puis laissée solidifiée 

pendant 5 min. Les épithéliums étaient alors déposés au centre de ce cercle solidifié en faisant 

attention à l’orientation des échantillons : les crêtes en position latérale et les utricules et 

saccules en position décubitus dorsal avec l’épithélium ciliaire dirigé vers le haut. L’excès de 

gélatine liquide était retiré précautionneusement à l’aide d’un papier absorbant. Ensuite, les 

épithéliums étaient recouverts d’une seconde couche de gélatine + 9 % glutaraldéhyde qui 

solidifiait pendant 15 min. Pour finir, les blocs étaient détaillés en forme de pyramide puis 

post-fixés avec du paraformaldéhyde 4 % dans le PBS 1 x à pH 7,4 ON à 4°C.  

Les échantillons étaient conservés dans cette solution jusqu’à ce qu’ils soient coupés. Les 

blocs de gélatine contenant les échantillons étaient collés avec de la colle Loctite (Super Glue-

3) sur le support du vibratome en position verticale, en positionnant la couche de gélatine 

solide vers l’arrière (en face de la lame de coupe), afin de réaliser des coupes transversales des 

épithéliums vestibulaires. Des sections de 40 µm étaient réalisées au vibratome Leica VT 

1000M, les coupes étaient maintenues avec du Mowiol 4-88 et laissées à sécher ON à 4°C. 
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 Microscopie électronique à balayage (SEM) 4.7.3

A la fin de l’exposition ou de l’expérience, les cochlées et les vestibules étaient collectés, 

fixés et déshydratés afin de réaliser une évaluation qualitative de l’état des stéréocils en 

microscopie électronique à balayage (Jeol 7400) à 2 kV de voltage. 

 

4.7.3.1 SEM de la cochlée 

Les rats profondément anesthésiés étaient perfusés par voie intracardiaque avec du sérum 

physiologique hépariné à 1 % suivi de 300 ml de glutaraldéhyde à 2,5 % dans du tampon 

cacodylate 0,2 M. Les animaux étaient ensuite décapités et les cochlées prélevées. Une post-

fixation intralabyrinthique des cochlées était réalisée avec la solution de fixateur avant d’y 

plonger les échantillons pendant 24 h à 4°C.  

Le lendemain, après un rinçage avec du tampon cacodylate 0,2 M, les cochlées étaient post-

fixées pendant 1 h avec une solution de tétraoxyde d’osmium (OsO4 1 % dans un tampon 

cacodylate de sodium 0,2 M) puis rincées à nouveau au tampon. Après déshydratation dans 

des solutions d’éthanol de concentrations croissantes de 25 à 70 %, les cochlées étaient 

fraisées jusqu’à ne laisser qu’une fine couche osseuse. Les cochlées étaient alors disséquées 

pour ne laisser visible que l’organe de Corti. Les échantillons étaient ensuite déshydratés dans 

des concentrations de solutions d’éthanol jusqu’à 100 % puis séchés complètement dans un 

appareil à point critique utilisant du CO2 liquide (Leica EM CPD300).  

Pour finir, les échantillons étaient collés sur des plots en laiton, tapissés de laque d’argent 

conductrice et métallisés à l’or avant observation en SEM. 

 

 

4.7.3.2 SEM de l’épithélium vestibulaire 

L’os temporal était ouvert rapidement à la pince afin de laisser immédiatement entrer dans le 

vestibule une solution de glutaraldéhyde 2,5 % dans du cacodylate de sodium 0,2 M. Après 

48 h de fixation à 4°C, l’appareil vestibulaire était disséqué (saccule, utricule et crêtes) et les 

membranes qui recouvrent les épithéliums étaient retirées.  
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Les tissus étaient rincés au cacodylate 0,2 M, post-fixés avec une solution de tétraoxyde 

d’osmium 1 % pendant 1 h avant d’être à nouveau rincés avec du tampon cacodylate. Pour 

procéder à la déshydratation, les épithéliums étaient alors placés dans des capsules poreuses 

de 0,30 µm (Leica Microsystemes SAS, 16771331242) qui permettent la diffusion de l’eau et 

de l’éthanol. Les échantillons étaient déshydratés avec des concentrations croissantes 

d’éthanol jusqu’à arriver à 100 % ON. Le jour suivant, les échantillons étaient séchés dans un 

appareil à point critique qui utilise du CO2 liquide (Leica EM CPD300).  

Ensuite, ils étaient montés sur un plot en laiton collés sur un adhésif double face en carbone 

conducteur (Electron Microscopy Sciences, 77825-09)  puis métallisés à l’or. Les échantillons 

étaient conservés sous vide jusqu’à observation en microscopie électronique à balayage (Jeol 

7400) à 2 kV.  
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 Techniques biomoléculaires (PCR) 4.8

Afin d’analyser les lésions centrales, une qPCR du cervelet a été réalisée. Cette technique 

amplifie un fragment d’ADN d’intérêt.  

A la fin des expositions, les animaux étaient profondément anesthésiés avec un mélange de 

Kétamine (Clorkétam®, 75mg/kg) et Xylazine (Rompun®, 5mg/kg) par i.p. puis décapités 

pour réaliser le prélèvement de cerveau. Les cervelets étaient plongés dans l’azote liquide 

pour une congélation rapide puis conservés à -80°C jusqu’à analyse. 

 

 Extraction des ARN totaux 4.8.1

Les échantillons de cervelet étaient broyés dans des tubes à billes contenant du réactif de 

TRIzol (Invitrogen
TM

 #15596026). Selon un protocole dérivé de Chomczynski, 1993, la 

solution claire obtenue après centrifugation était mise en présence de chloroforme, 

homogénéisée puis centrifugée à nouveau. Après avoir isolé la phase aqueuse dans un tube 

Eppendorf «RNAse free», l’ARN total était précipité par l’ajout d’isopropanol. Pour finir, 

l’ARN obtenu était lavé à l’éthanol 75%, séché puis dissous dans 100µL d’eau « RNase 

free ».    

 

Afin de quantifier l’ARN total présent, une mesure par spectrométrie avec NanoPhotometer
®

 

P-Class (IMPLEN) était réalisée. La concentration totale était mesurée et les rapports 

A260/A280 (indicateur de contamination par les protéines ; pureté entre 1,8 et 2,0 pour 

l’ADN et entre 2,0 et 2,2 pour l’ARN) et A260/A230 (2ème indicateur de pureté ; doit être 

compris entre 2,0 et 2,2) étaient calculés. 

 

 

 Vérification de la qualité des ARN  4.8.2

La qualité des ARN était vérifiée par deux techniques : gel d’agarose et par l’appareil 2100 

Bioanalyser (Agilent). 
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  Figure M22. Plaque neurotoxicité. Source : Bio-Rad. 

 Synthèse d’ADNc à partir de l’ARN 4.8.3

L’ARN total (500 ng) était réverse-transcrit avec iScriptTM Reverse Transcription Supermix 

pour RT-qPCR (BioRad, Marnes-la-Coquette, France) comme suit : 5 min à 25°C, 30 min à 

42°C et 5 min à 85°C. 

 

 Amplification PCR 4.8.4

Les réactions d'amplification étaient réalisées avec l’appareil CFX96 Touch™ Real-Time 

PCR Detection System (Bio-Rad), avec un programme qui contenait différentes étapes. 

 

4.8.4.1 Plaque neurotoxicité 

Les PrimePCR SAB target panels (Bio-Rad) sont une collection de gènes caractéristiques 

dans un processus biologique spécifique, une maladie spécifique ou une voie biologique. 

Dans notre cas, la plaque H96 de neurotoxicité (liste cible SAB) a été utilisée (Fig. M22). 
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Une solution contenant 12 μL d'ADNc, 1,1 μL de 2x Supermix universel SsoAdvanced™ 

(Bio-Rad) et 1,088 μL d'eau sans RNase a été préparée. Un volume de 20 μL de solution a été 

déposé dans chaque puits. L’amplification était réalisée comme suit : 2 min à 95°C, puis 40 

fois [5 s à 95°C et 60 s à 60°C, avec une melt curve de 65-95°C]. Les « fold changes » des 

gènes cibles sont exprimés en tant que animaux exposés / animaux témoins relativement à 

trois gènes de ménage (Gapdh, Tbp et Hprt). 

 

4.8.4.2 PCR des gènes cdkn1a, cideb i trpm1 

La PCR en temps réel était réalisée avec CFX96 TouchTM (BioRad) en présence de iQTM 

SYBR® Green Supermix (BioRad) et des promoteurs PCRTM (cdkn1a, cideb, trpm1) selon 

le protocole du fournisseur. L’amplification était réalisée comme suit : 5 min à 95°C, puis 35 

fois [15 s à 95°C et 60 s à 60°C]. Les « fold changes » des gènes cibles sont exprimés en tant 

que animaux exposés / animaux témoins relativement à trois gènes de ménage (β-actin, Rpl13 

et Hprt). 

 

4.8.4.3 Analyse des résultats de la PCR  

L'analyse des résultats a été réalisée avec le programme Bio-Rad CFX Manager. La méthode 

du 2
-ΔΔCt

 a été utilisée pour le calcul de l’expression des gènes d’intérêts :  

ΔΔCt = moyenne(ΔCtexposés) - moyenne(ΔCttémoins). 

 

 

 

 

 

 



Effets sur l’audition et l’équilibre d’une co-exposition à un bruit riche en basses fréquences et au CS2  

 

90 

 

 

 Analyse statistique 4.9

Les analyses statistiques étaient réalisées avec le programme de statistiques Statgraphics 

Centurion version XVI et le programme Prism V7.03 (GraphPad. Software Inc., La Jolla, 

CA).  Les résultats statistiques s’expriment de la manière suivante : F(dfb, dfr) F-ratio; p = 

valor p, où dfb est le degré de liberté inter-groupes et dfr est le degré de liberté intra-groupe. 

Le F-ratio est la moyenne des valeurs au carré entre groupes, divisée par la moyenne des 

valeurs au carré intra-groupe. Le niveau de significativité statistique (α) a été établi à 95 % 

(p < 0,05). Tous les résultats sont représentés avec la moyenne ± SEM.  

Les concentrations sanguines et cérébrales de CS2, les concentrations de TTCA dans 

l’urine et le pourcentage de perte de CC ont été analysés avec une analyse de variance  

(ANOVA) à un facteur. L’analyse post-hoc a été réalisée en utilisant la méthode de 

Bonferroni pour comparer les variations entre chaque groupe. 

Les données de la RT-qPCR ont été analysées par le test de Mann-Whitney. Les résultats 

sont représentés comme des médianes [Q1; Q3], avec Q1 et Q3 qui correspondent aux 

quartiles 25 % et 75 %, respectivement.    

De même, une ANOVA à un facteur a été utilisée pour analyser les variations de 

l’amplitude des PDA entre animaux exposés et témoins pour chaque fréquence. A la fin de 

l’exposition, les variations correspondent à [PDA1 – PDA0] – K1. La constante K1 est la 

moyenne de [PDA1 – PDA0] calculée à partir du groupe témoin correspondant. Pour la 

fréquence à 3,6 kHz, la moyenne et la déviation standard de la variation ont été évaluées en 

utilisant le modèle « Tobit », qui permet de tenir compte des valeurs de PDA qui se trouvent 

proches voire dans le bruit de fond. Après 4 semaines de récupération, les variations 

correspondent à [PDA2 – PDA0] – K2. La constante K2 est la moyenne de PAS = [PDA2 – 

PDA0] calculée à partir du groupe témoin correspondant. Une analyse post-hoc a été réalisée 

en utilisant la méthode de Bonferroni pour comparer les variations entre chaque groupe.  

Une analyse statistique des variations des différents paramètres mesurés pour le NPS, les 

tests de comportement et la variation de poids des animaux, a été réalisée à l’aide d’une 

ANOVA à deux facteurs (temps et traitement)  pour mesures répétées. Une analyse post-hoc a 

également été réalisée en utilisant le test de Bonferroni pour comparer les variations entre 

chaque groupe exposé vs. sa valeur basale (T0). Les données du NPR ont été exprimées en 

pourcentage par rapport aux valeurs basales. 
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5.1 CHAPITRE I :  

EFFET DE LA CO-EXPOSITION AU BRUIT 

RICHE EN BASSES FREQUENCES ET AU  CS2 
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 Santé générale des animaux 5.1.1

Chaque semaine, tous les animaux étaient pesés et un contrôle de leur état physiologique était 

réalisé. Comme d’autres solvants, le CS2 peut générer une perte de poids importante quand les 

animaux sont exposés à de fortes doses et pendant une longue période (Hirata et al., 1992a; 

Rebert and Becker, 1986). C’est la raison pour laquelle un contrôle régulier des animaux était 

réalisé selon le protocole standard défini par Morton and Griffiths, 1985 (Annexe 1).   

Les rats arrivaient à l’animalerie avec un poids de 150-180 g, et après une période de 

quarantaine d’une semaine et une période de stabulation (8 semaines au total), ils atteignaient 

une moyenne de poids de 220-250 g au moment où les premières mesures fonctionnelles 

étaient réalisées chez tous les animaux.  

Les animaux témoins (n = 37) et exposés au bruit seul (n = 25) ont montré une augmentation 

régulière de leur poids de l’ordre de 9,3 et 5,4 g, respectivement au cours de l’exposition 

(Figure R1). Les animaux co-exposés au CS2 250 ppm et bruit (n = 19) et les animaux 

exposés au CS2 250 ppm (n = 8) ont eu un gain de poids beaucoup plus modéré pendant les 

quatre semaines d’exposition, respectivement de 0,7 et 2,6 g. L’ANOVA à deux facteurs a 

indiqué que l’interaction « traitement » x « temps » pendant l’exposition était significative 

[F(9,438) = 9,21; p < 0,0001]. Le test de Bonferroni indiquait une différence significative des 

poids des animaux témoins au cours de toutes les semaines d’exposition par rapport à leur 

poids initial, et les animaux exposés au bruit seul à partir de la deuxième semaine 

d’exposition. En revanche, les groupes exposés au solvant n’ont pas présenté de gain de poids 

significatif pendant toute l’exposition. En revanche, les animaux ne présentaient pas de signe 

de souffrance ou de faiblesse, leur apport alimentaire était normal et leur pelage avait un bon 

aspect.  

Pendant la période de récupération, tous les groupes d’animaux ont présenté une 

augmentation de poids (Fig. R1). Les animaux exposés au CS2 ou CS2 + bruit ont vu leur 

poids augmenter de 27,8 et 24,8 g, respectivement, pendant la période de récupération, alors 

que les animaux exposés au bruit seul et les témoins n’ont gagné que 13,6 et 16,9 g, 

respectivement. Les groupes d’animaux ne présentaient pas de différence significative sur la 

moyenne de poids à la fin des 4 semaines de récupération (T2) [F(3,85) = 1,27 ; p = 0,2911]. 
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Figure R1. Evolution de la masse corporelle des rats pe da t la p iode d’e positio  E) et la période 

de récupération (R  pou  tous les g oupes d’a i au . Les valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. 
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 Effet sur le système auditif 5.1.2

 

5.1.2.1 Fonction auditive : produits de distorsion acoustique 

L’exposition à un bruit continu (LEX,d = 105 dB SPL) a provoqué une diminution 

significative des amplitudes de PDA entre 3,6 et 6 kHz (Fig. R2). La variation maximale en 

sortie d’exposition a été obtenue à 4,8 kHz (-12,6 ± 2 dB), tandis que les variations maximales 

après 4 semaines de récupération se situaient à 3,6 kHz (-5,1 ± 1,3 dB). La perte temporaire 

maximale (4,8 kHz) était donc localisée une octave au-dessus de la fréquence centrale du 

spectre du bruit de bande [0,5 kHz - 2 kHz].  

Les valeurs obtenues avec le groupe co-exposé BF-CS2 250 ppm étaient significativement 

différentes de celles obtenues avec le groupe témoin, les pertes s’étalaient de 3,6 à 9,6 kHz 

(Fig. R2). Au terme des 4 semaines d’exposition, la gamme de fréquence endommagée était 

donc plus étendue pour le groupe co-exposé que pour le groupe exposé au bruit BF seul : à 

9,6 kHz, seuls les animaux co-exposés présentaient des PDAs significativement (p = 0,0115) 

plus faibles que ceux des animaux témoins. Au terme des 4 semaines de récupération, la 

gamme de fréquences avec une variation d’amplitude significative était identique à celle 

obtenue après exposition au bruit seul : de 3,6 à 6 kHz. Ainsi, l’élargissement de la gamme 

des fréquences endommagées lorsque le CS2 était combinée au bruit BF était un phénomène 

temporaire. 

De plus, les variations de PDA observées pour le groupe CS2-BF aux fréquences 4,8 et 6 kHz 

étaient légèrement inférieures à celles mesurées pour le groupe exposé au bruit seul, 

cependant ces différences n’étaient pas significatives (p = 0,1226 et p = 0,0702, 

respectivement). 

Comme mentionné dans le paragraphe matériels et méthodes, la valeur des amplitudes des 

PDA en sortie d’exposition à 3,6 kHz a été calculée avec un modèle “Tobit” pour tous les 

groupes d’exposition. Avant l’exposition, les amplitudes des PDA à 3,6 kHz étaient les plus 

faibles par rapport aux autres fréquences (environ 12 dB). En sortie d’exposition, la réduction 

de cette amplitude résultant du traitement rendait impossible la mesure de certains animaux 

pour lesquelles les valeurs se trouvaient alors en-dessous du bruit de fond. Après 4 semaines 

sans bruit, tous les rats avaient suffisamment récupéré pour permettre la mesure des PDA à 

toutes les fréquences. 
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Figure R2. Variations des PDA du groupe exposé au bruit de basses fréquences seul et à 250 ppm continu de 

CS2 + bruit de basses fréquences. BC : bruit riche en basses fréquences. CS2 : disulfure de carbone. Perte 

auditive à la fi  de la p iode d’e positio  : [T  – T0] = [PDA1– PDA0]Exposés – [PDA1–PDA0]Témoins. Perte 

auditive à la fin de la période de récupération : [T2 – T0]  = [PDA2– PDA0]Exposés – [PDA2–PDA0]Témoins. Les 

valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. La ligne en pointillés gris représente la variabilité du groupe 

t oi  SEM  à la fi  de la p iode d’e positio .   **  p< , , *** p< ,001, significativement différent de la 

moyenne des témoins, test de Bonferroni. 

 

 

 

 

 

 

5.1.2.2 Analyses histologiques 

 

5.1.2.2.1 Immunohistochimie de la cochlée 

Des analyses immunohistochimiques (IHC) ont été réalisées en microscopie confocale à 

fluorescence de manière à analyser si des pertes cellulaires et des altérations au niveau des 

afférences  se produisaient.  

L’analyse des cochlées marquées à l’aide des anticorps anti-NF-200 et anti-myosine VIIa 

identifiant respectivement les neurofilaments des fibres afférentes et les cellules ciliées n’ont 

pas montré de différence morphologique entre les animaux témoins (n = 11 ; 6 à T1 et 5 à 

T2), exposés au bruit seul (n = 8 ; 4 à T1 et 4 à T2) et co-exposés (n = 7 ; 4 à T1 et 3 à T2), à 

la fin de l’exposition et après la période de récupération, et dans tous les segments cochléaires 

(basal, medium et apical).  
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Figure R3. Images représentatives 

de certains animaux à la fin des 4 

se ai es d’e positio  en 

microscopie confocale à 

fluo es e e de l’ pith liu  
se so iel auditif où l’o  voit 
l’o ga e de Co ti a u  pa  les 
anticorps anti-myosine VIIa (vert) 

et anti-neurofilament (rouge). (A 

et B) Animal témoin avec le tour 

apical (A) et un grossissement du 

tour médian (B). (C et D) Animal 

exposé au bruit seul avec le tour 

apical (C) et un grossissement du 

tour médian (D). (E et F) Animal 

exposé à 250 ppm de disulfure de 

carbone + bruit avec le tour 

médian (E) et un grossissement de 

celui-ci (F). 

Comme montré sur la Figure R3, on peut identifier les trois rangées de CCE et une rangée de 

CCI grâce au marquage de l’anticorps anti-myosine VIIa. Les observations n’ont révélé 

aucune perte de cellules ciliées liée au traitement. L’anticorps anti-neurofilament a marqué les 

terminaisons afférentes qui sont en contact avec les CCI. Aucune différence n’a été observée 

sur les terminaisons nerveuses entre les animaux exposés et les témoins, que ce soit à la fin de 

l’exposition ou après la période de récupération. Ni le bruit (Fig. R3C-D), ni la co-exposition 

à 250 ppm de CS2 + bruit (Fig. R3E-F) n’ont causé d’effet évident sur la distribution des 

fibres afférentes et des neurofilaments. 
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Figure R4. Microscopie optique de coupes semi-fi es de la o hl e o se v es à la fi  de l’e positio . 
(A et B) Animal témoin. (C et D) Animal exposé au bruit seul. (E et F) Animal exposé à 250 ppm de 

disulfure de carbone + bruit. (D) Animal exposé à 250 ppm continu de disulfure de carbone + bruit. 

Images de gauche : organe de Corti avec les trois cellules ciliées externes et une cellule ciliée interne, 

avec la membrane tectoriale unie aux stéréocils. Images de droite : corps cellulaires des neurones 

ganglionnaires du ganglion apical. 

5.1.2.2.2 Coupes semi-fines de la cochlée (organe de Corti + ganglion spiral) 

Afin de révéler certaines anomalies ultrastructurelles causées par un possible dommage 

ototoxique et d’étudier sa récupération a posteriori, les organes de Corti et les ganglions 

spiraux ont été examinés en microscopie optique. Des coupes semi-fines ont été réalisées à 

partir d’échantillons d’animaux témoins (n = 5), d’animaux exposés au bruit seul (n = 6) et 

d’animaux co-exposés (n = 7). 
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Figure R5. Microscopie optique de coupes semi-fines de la cochlée observés à la fin de la période de 

récupération. (A) Animal témoin (B) Animal exposé à 250 ppm de disulfure de carbone + bruit. 

Dans toutes les coupes, la morphologie était similaire à celle de rats adultes témoins (Fig. 

R4A-B). Dans l’organe de Corti, les CCI, les trois rangées de CCE, les cellules de Deiters et 

les cellules de Hensen présentaient des caractéristiques morphologiques normales. Aussi bien 

à la fin des 4 semaines d’exposition (Fig. R4) qu’après la période de récupération (Fig. R5), 

une morphologie normale était maintenue pour tous les groupes et dans toutes les régions 

cochléaires. Ceci inclut le tour apical de la cochlée dédié à la discrimination des basses 

fréquences des rats exposés à 250 ppm de CS2 + bruit après les 4 semaines d’exposition. De 

même, les cellules du ganglion spiral n’ont pas été malmenées, ni par le bruit, ni par la co-

exposition CS2 + bruit. Par conséquent, la morphologie générale des cochlées est restée 

intacte, indépendamment du type d’exposition et du moment de l’observation. 

 

 

 

5.1.2.2.3 Cochléogramme 

Après une période de récupération de 4 semaines, un comptage des cellules ciliées en 

microscopie optique a été effectué afin de quantifier le pourcentage de pertes cellulaires. 

Les cochléogrammes obtenus à partir des groupes témoins (Fig. R6) et des groupes exposés 

(Fig. R7-8) étaient similaires. Indépendamment du groupe, on observait une très légère 

absence de cellules ciliées le long de l’organe de Corti. Pour tous les groupes, la perte de CCI 

et de CCE de la première rangée ne dépassait jamais 1%, et des pertes entre 1 et 2% ont été 

obtenues dans les deuxième et troisième rangées de CCE.  
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Figure R6. Moyenne des cochléogrammes (n = 5) de rats témoins 4 se ai es ap s la fi  de l’e positio . A e 
X : la lig e sup ieu e ep se te la dista e  le lo g de la spi ale de l’o ga e de Co ti, la lig e i f ieu e 
représente la carte en fréquences. Axe Y: pourcentage de perte de cellules ciliées. CCI : cellules ciliées 

internes, CCE1 : première rangée de cellules ciliées externes, CCE2 : deuxième rangée de cellules ciliées 

externes, CCE3 : troisième rangée de cellules ciliées externes. La zone grisée indique la zone de fréquences 

mesurées par les produits de distorsion acoustique. Les valeurs correspondent à la moyenne. 

Figure R7. Moyenne des cochléogrammes (n = 3) de rats exposés au bruit 4 semaines après la fin de 

l’e positio . A e X : la lig e sup ieu e ep se te la dista e  le lo g de la spi ale de l’o ga e de Co ti, 
la ligne inférieure représente la carte en fréquences. Axe Y: pourcentage de perte de cellules ciliées. CCI : 

cellules ciliées internes, CCE1 : première rangée de cellules ciliées externes, CCE2 : deuxième rangée de 

cellules ciliées externes, CCE3 : troisième rangée de cellules ciliées externes. La zone grisée indique la zone de 

fréquences mesurées par les produits de distorsion acoustique. Les valeurs correspondent à la moyenne. 
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L’absence de certaines CCE à l’extrême base (plus de 50 kHz) révélée par le cochléogramme, 

n’était pas due à l’exposition au CS2 ni au bruit, mais plutôt à la morphologie de l’organe de 

Corti. L’organe de Corti se rétrécit à la base de la cochlée, ce qui fait que seules les CCI 

restent présentes. A mesure que l’on s’éloigne de la base, apparaît la première rangée de CCE, 

suivie de la seconde puis de la troisième. Par conséquent, l’absence de certaines CCE à la 

base de la cochlée est considérée comme un état normal. 

 

 

5.1.2.2.4 SEM de la cochlée 

Les épithéliums sensoriels auditifs ont été observés en microscopie électronique à balayage 

pour les rats témoins, les rats seulement exposés au bruit de basses fréquences (n = 5) et pour 

les rats co-exposés à 250 ppm de CS2 + bruit (n = 6) à la fin de la période de récupération.  

Figure R8. Moyenne des cochléogrammes (n = 4) de rats exposés à 250 ppm de CS2 + bruit 4 semaines après 

la fi  de l’e positio . A e X : la lig e sup ieu e ep se te la dista e  le lo g de la spi ale de l’o ga e 
de Corti, la ligne inférieure représente la carte en fréquences. Axe Y: pourcentage de perte de cellules ciliées. 

CCI : cellules ciliées internes, CCE1 : première rangée de cellules ciliées externes, CCE2 : deuxième rangée de 

cellules ciliées externes, CCE3 : troisième rangée de cellules ciliées externes. La zone grisée indique la zone de 

fréquences mesurées par les produits de distorsion acoustique. Les valeurs correspondent à la moyenne. 
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Figure R9. Microscopie le t o i ue à ala age des o ga es de Co ti d’a i au  t oi s o se v s à la 
fin de la période de récupération. (A) Vue générale de la cochlée disséquée (X35). (B) Zoom des 

faisceaux ciliaires intacts des trois rangées de cellules ciliées externes  et la rangée de cellules ciliées 

internes à environ 8 kHz (X1900). (C) Cellule ciliée externe (X15000). (D) Cellule ciliée interne (X10000). 

Ces observations histologiques de l’épithélium sensoriel ont confirmé que les échantillons 

témoins de cette étude (Fig. R9) avaient les mêmes caractéristiques morphologiques que ceux 

décrits dans la littérature (Robles and Ruggero, 2001).  

 

 

 

L’exposition au bruit et/ou à certains solvants, peut produire des dommages mécaniques au 

niveau des stéréocils, lesquels peuvent être visibles immédiatement après l’exposition et être 

réversibles ou non, en fonction de l’importance du dommage (Wang et al., 2002). De même, 

une exposition au bruit et/ou aux solvants conduit à la perte de cellules ciliées causée par la 

mort cellulaire. 

Indépendamment du groupe, aucune lésion évidente n’a été observée au niveau des stéréocils. 

Les échantillons d’animaux exposés, aussi bien au bruit (Fig. R10), qu’au bruit + solvant 

(Fig. R11) étaient similaires aux échantillons des témoins (Fig. R9). Ces données démontrent 

que ni le bruit de basse fréquence ni la co-exposition de bruit avec le CS2 n’ont endommagé 

les stéréocils. 
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Figure R10. Microscopie 

électronique à balayage des 

o ga es de Co ti d’a i au  
exposés au bruit riche en 

basses fréquences observés à 

la fin de la période de 

récupération. (A et C) Vue 

g ale de l’o ga isatio  des 
cellules ciliées et de  leurs 

stéréocils à respectivement 

environ 14 et 8 kHz (X2500). 

(B) Zoom des faisceaux 

ciliaires intacts des cellules 

ciliées internes à environ 14 

kHz (X5000). (D) Cellule ciliée 

externe (X16000). 

Figure R11. Microscopie le t o i ue à ala age des o ga es de Co ti d’a i au  e pos s au uit 
riche en basses fréquences et 250 ppm de disulfure de carbone et observés à la fin de la période de 

up atio . A et C  Vue g ale de l’o ga isatio  des ellules ili es et leu s st o ils à 
respectivement environ 12 et 9 kHz, (X2000). (B et D) Zoom des faisceaux ciliaires intacts des cellules 

ciliées externes des deuxième et troisième rangées à environ 12 et 9 kHz (X6000). 
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Figure R12. Tracés des NPR enregistrés chez un animal co-exposé après une stimulation à 90°/s pendant 40s dans les 

o ditio s asales A , e  so tie des 4 se ai es d’e positio  B  et ap s la p iode de up atio  C . 

 

 Effet sur le système vestibulaire 5.1.3

 

5.1.3.1 Fonction vestibulaire : nystagmus post-rotatoire 

Le traitement du signal a permis de donner, pour chaque mesure, le nombre et la durée des 

saccades. La Figure R12 illustre les signaux NPR obtenus chez un même rat, après une 

stimulation de 90°/s, avant exposition (T0), au terme de la co-exposition CS2-BF (T1) et après 

4 semaines de récupération (T2).   

 

 

 

La Figure R13 illustre le nombre moyen de saccades (A et C) et la durée moyenne (B et D) du 

NPR obtenus pour les différents groupes expérimentaux avant exposition (T0) au terme des 4 

semaines d’exposition (T1) et de récupération (T2). Les données obtenues après traitement 

sont exprimées en pourcentage de la valeur T0.  

Après une stimulation à 90°/s, l’ANOVA à 2 facteurs montre une interaction « temps » x 

« traitement » significative pour le nombre de saccades [F(6,138) = 4,446 ; p = 0,0004] et la 

durée des saccades [F(6,140) = 3,326 ; p = 0,004].  

Le groupe témoin et le groupe exposé au bruit BF ne présentent pas de variations 

significatives ni pour le nombre de saccades ni pour la durée des saccades après la fin de 

l’exposition et de la récupération. Bien que l’exposition au CS2 seul n’a pas modifié la durée 

des saccades (Fig. R13B), elle a modifié significativement le nombre de saccades à T1 par 

rapport à T0 (-18,55% ; p = 0,024 ; Fig. R13A). La co-exposition bruit BF et CS2 a induit une 

diminution significative du nombre de saccades (-33%, p < 0,0001) et de la durée (-34%,       

p < 0,0001) à T1 par rapport à T0. Après récupération (T2),  le nombre et la durée des 

saccades n’étaient pas significativement différents des valeurs à T0 pour tous les groupes 

expérimentaux, mais la récupération n’était pas totale (nombre de saccades: p = 0,051; durée 

des saccades: p = 0,061). 
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Figure R13. Nystagmus post-rotatoire. Nombre de saccades (A) et durée des saccades (B) après une stimulation de 40 s à 

90°/s (gauche) ou à 360°/s (droite) mesurés pour chaque groupe expérimental (Témoins, BF, CS2 continu 250 ppm et CS2 

continu 250 ppm +BF) à T0, T1 et T2 exprimés en pourcentage par rapport à la ligne de base. Les valeurs correspondent à la 

moyenne ± SEM. * p < 0,05, *** p < 0,001,**** p < 0,0001, significativement différents de la moyenne à T0, test de 

Bonferroni. 

Pour la stimulation à 360°/s, l’ANOVA à 2 facteurs a montré aussi une interaction « temps » 

x « traitement » significative pour le nombre de saccades [F(6,124) = 7,4 ; p < 0,0001] et la 

durée des saccades [F(6,134) = 6,53 ; p < 0,0001] (Fig. R13C-D).  

Le groupe témoin et le groupe exposé au bruit BF ne présentent pas de variations 

significatives ni pour le nombre de saccades ni pour la durée des saccades après la fin de 

l’exposition et de récupération. Aucune variation significative du nombre ou de la durée des 

saccades n’a été observée pour le groupe de rats exposés au solvant seul. Enfin, comme 

précédemment, après une stimulation de 360º/s, le groupe co-exposé a présenté une 

diminution significative du nombre (-17 % ; p < 0,0001) et de la durée de saccades (-18 % ; 

p < 0,0001) à T1 avec une récupération presque totale après 4 semaines 

(nombre de saccades : p  = 0,166, durée des saccades ; p = 0,204). 
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Figure R14. Tests de o po te e t effe tu s ava t e positio  T , e  so tie d’e positio  T  et ap s les 4 
se ai es de up atio  T  pe etta t d’ value  la fo tio  vesti ulaire. Test de suspension (A),  test de 

redressement (B), erreurs de marche (C) et temps de traversée (D). Les valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. 

**  p<0,01, significativement différent de la moyenne à T0, test de Bonferroni. 

5.1.3.2 Comportement 

Les tests de suspension par la queue et de redressement n’ont pas révélé d’anomalie pour 

aucun des groupes de rats exposés, comme le montre la Figure R14, que ce soit en sortie 

d’exposition ou après récupération. L’ANOVA à deux facteurs ne révèle pas d’interaction 

« temps » x « traitement » pour le test de suspension [F(6,44) = 0,6221, p = 0,71] ni pour le 

test de redressement [F(6,76) = 0,42, p = 0,87]. 

En même temps, le test Locotronic® a été réalisé pour quantifier les erreurs de marche 

(Fig. R14C) et la durée totale du trajet (Fig. R14D). L’ANOVA à deux facteurs n’a pas révélé 

d’interaction « temps » x « traitement » pour les erreurs de marche [F(6,78) = 0,93, p = 

0,4760] ni pour la durée du trajet [F(6,74) = 0,84, p = 0,5405]. Cependant, en ce qui concerne 

le groupe co-exposé, nous avons trouvé une augmentation significative des deux paramètres à 

T1 par rapport à la valeur de base (T0) (p = 0,0091 et p = 0,0065, respectivement). Bien que 

ce test ne soit pas spécifique de la fonction vestibulaire, il peut renseigner sur les fonctions de 

l'équilibre de l'animal ainsi que sur le système locomoteur. 

 

T0 T1 T2
0

50

100

150

200

Test de suspension

A
n

g
le

 (
d

e
g

ré
)

T0 T1 T2
0

50

100

150

200

250

Test de redressement

T
e
m

p
s
 (

m
s
)

T0 T1 T2
0

2

4

6

8

10

Erreurs des pattes (Locotronic®)

N
o

m
b

re

Témoins BF CS2cont250ppm CS2cont250ppm + BF

**

T0 T1 T2
0

5

10

15

Temps de traversée (Locotronic®)

S
e
c
o

n
d

e
s

**
**

A

C

B

D



Effets sur l’audition et l’équilibre d’une co-exposition à un bruit riche en basses fréquences et au CS2  

 

108 

Figure R15. Images 

représentatives de certains 

animaux à la fin des  4 semaines 

d’e positio  en microscopie 

confocale à fluorescence de 

l’épithélium sensoriel 

vestibulaire marqué avec les 

anticorps  anti-myosine VIIa 

(vert) et anti-neurofilament 

(rouge). Le jaune indique une 

superposition des signaux 

rouges et verts. (A) Utricule d’u  

animal témoin. (B) Cr te d’u  

animal témoin. (C) Utricule d’u  
animal exposé à 250 ppm de 

disulfure de carbone + bruit. (D) 

Cr te d’u  animal exposé à 250 

ppm de disulfure de carbone + 

bruit. 

5.1.3.3 Analyses histologiques 

 

5.1.3.3.1 Immunohistochimie du vestibule 

Comme cela a été fait pour l’organe de l’audition, un marquage immunohistochimique des 

organes vestibulaires a été réalisé. L’expression des fibres neuronales et des cellules ciliées a 

été observée en microscopie confocale à fluorescence afin de mettre en évidence les effets du 

CS2 sur ces structures. Les anticorps utilisés étaient les mêmes que ceux utilisés pour la 

cochlée, qui marquent la sous-unité lourde d’une des protéines des neurofilaments et la 

myosine VIIa qui se trouve dans les cellules ciliées. 

A la fin de l’exposition, les utricules et les crêtes des vestibules prélevés chez les animaux 

exposés au CS2 seul (n = 3) ou co-exposés au CS2 et au bruit (n = 4) ont révélé des 

caractéristiques morphologiques similaires à ceux des animaux témoins (n = 9). Les 

observations n’ont pas révélé de pertes de cellules ni de neurofilaments liées au traitement 

(Fig. R15). Il en est de même après 4 semaines de récupération, aucune différence entre les 

animaux témoins et traités n’a été observée.  
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Figure R16. Microscopie optique de coupes semi-fines de l’ pith lium sensoriel vestibulaire observé à la fin des 4 semaines 

d’e positio . A-C) Animal témoin. (D-F) Animal exposé à 250 ppm de disulfure de carbone pendant 4 semaines. (G-I) Animal co-

exposé à 250 ppm de disulfure de carbone et bruit pendant 4 semaines. Gauche : Utricule. Milieu : Saccule. Droite : Crête.   

5.1.3.3.2 Coupes semi-fines des épithéliums vestibulaires 

Les observations morphologiques des épithéliums sensoriels vestibulaires des individus 

témoins correspondent à ceux décrits dans la littérature (Lysakowski and Goldberg, 1997; 

Seoane et al., 2001; Sousa et al., 2009; Wersäll and Bagger-Sjöbäck, 1974) (Fig. R16A-C).  

En comparant la morphologie de l’épithélium sensoriel vestibulaire (maculas de l’utricule, du 

saccule et crêtes ampullaires) des animaux témoins (n = 9) à celles des animaux exposés au 

solvant, seul (n = 5) et co-exposés avec le bruit (n = 4), on a constaté  que les animaux 

exposés à 250 ppm de CS2 (Fig. R16D-F) et co-exposés avec le bruit (Fig. R16G-I), 

présentaient les mêmes caractéristiques morphologiques que les animaux témoins (Fig. 

R16A-C). 
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Figure R17. Microscopie optique de coupes semi-fines du ganglion de Scarpa à la fin de la période de 

up atio  où l’o  peut o se ve  les o ps ellulai es des eu o es du ga glio  vesti ulai e.   
(A) Animal témoin. (B) Animal exposé à 250 ppm continu de disulfure de carbone. 

5.1.3.3.3 Ganglion de Scarpa 

La Figure R17 illustre les résultats des coupes semi-fines des ganglions vestibulaires inclus 

dans la résine après une période de récupération en microscopie optique afin d’étudier la 

morphologie des corps cellulaires des neurones ganglionnaires. 

Les résultats ont montré que les ganglions des animaux co-exposés au bruit et à 250 ppm de 

solvant (n = 4) (Fig. R17B) présentaient une morphologie similaire à celle des animaux 

témoins (n = 9) (Fig. R17A). 
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Figure R18. Expression des gènes dans le cervelet après co-exposition au bruit BF associé à du CS2 250 ppm. 

L’e p essio  de ide  et trpm1 a été analysée par RT- PCR. β-actine, Rpl13 et Hprt ont été utilisés comme 

gènes de ménage. Les résultats présentent la médiane et les quartiles de 8 animaux. * p <0,05 versus 

animaux témoins, test de Mann-Whitney. 

 Effet sur le système nerveux central 5.1.4

Afin d'examiner la toxicité centrale de la co-exposition au CS2 et au bruit, les niveaux 

d'ARNm de 86 gènes impliqués dans les mécanismes de neurotoxicité ont été analysés dans le 

cervelet en sortie d’exposition. 

Comme on peut voir sur la Figure R18, une augmentation significative des ARNm de Cideb 

principalement impliqué dans la mort cellulaire par apoptose, de Trpm1 codant pour un canal 

perméable au calcium a été observée dans le cervelet des animaux exposés (p = 0,0205 et 

p = 0,0401, respectivement).  
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5.2. CHAPITRE II: 

EFFET DU CS2 EN FONCTION DE LA 

DOSE 
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 Santé générale des animaux 5.2.1

Les rats arrivaient à l’animalerie avec un poids de 150-180 g, et après une période de 

quarantaine d’une semaine et une période de stabulation (8 semaines au total), ils atteignaient 

un poids compris entre 220 et 285 g au moment où les premières mesures fonctionnelles 

étaient réalisées chez tous les animaux.  

Pendant l’exposition, les animaux témoins (n = 18) et les individus exposés au bruit seul et à 

63 ppm de CS2 plus bruit (n = 8) ont eu une augmentation de poids entre T0 et T1, 

respectivement de 5,2 g et 1,6 g, comme on peut le voir dans la Figure R19. En revanche, on a 

observé une perte de poids des animaux exposés à 250 ppm (n = 7 ; -4,4 g)  et 500 ppm 

(n = 7 ; -5,9 g) de solvant pendant la période d’exposition. L’ANOVA à deux facteurs a 

confirmé des différences significatives pour l’interaction « traitement x temps » 

[F (9,114) = 3,27; p = 0,0014] pendant l’exposition. Un contrôle régulier de l’état de santé des 

animaux était réalisé selon le protocole standard défini par Morton and Griffiths, 1985 

(Annexe 1). Les animaux ne présentaient pas de signes de souffrance ou de faiblesse, leur 

apport alimentaire était normal et leur pelage avait un bon aspect. Cependant, un animal 

exposé à 500 ppm de CS2 est mort en sortie d’exposition, au cours de l’anesthésie réalisée 

pour la mesure du PDA (T1).  

Une augmentation du poids a été constatée pendant la période de récupération pour tous les 

groupes d’animaux, témoins et exposés (Fig. R19). Les animaux qui avaient eu une plus 

grande perte de poids pendant la période d’exposition ou étaient restés plus ou moins 

constants, ont vu leur poids augmenter plus fortement pendant la récupération. Les groupes 

d’animaux présentaient des poids équivalents à la fin des 4 semaines de récupération 

[F (3,36) = 2,42 ; p = 0,08]. 

 

 

 

 

 Figure R19. Evolution de la masse corporelle des rats pe da t la p iode d’expositio  E) et la période de 

récupération (R  pou  tous les g oupes d’a i aux. Les valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. 
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Figure R20. Relation entre la concentration atmosphérique de CS2 (ppm) et la concentration sanguine de CS2 

ou urinaire de TTCA. Ordonnée droite : concentration de CS2 sanguine (µg/g); ordonnée gauche : 

concentration urinaire de TTCA  (mg/L). TTCA : acide 2-thioxo-1,3-thiazolidine-4-carboxylique. Les valeurs 

correspondent à la moyenne  ± SEM. Les différences statistiques obtenues par le test de Bonferroni sont 

représentées par des lettres. Les groupes avec la même lettre ne sont pas significativement différents, ils le 

so t s’ils o t des lett es diff e tes s.  a, b, c: TTCA. d, e, f, g : concentration sanguine de CS2  

 Métabolisme 5.2.2

5.2.2.1 Concentration de CS2 : atmosphérique vs. sanguine 

La relation entre les concentrations de CS2 atmosphérique et sanguine mesurées à la fin de 

l’exposition est présentée Figure R20.  

Une différence significative a été obtenue entre les groupes [F (3, 41) = 138,36 ; p < 0,001] : 

63 ppm de CS2 (1,8 ± 0,3 µg/g), 250 ppm de CS2 (3,6 ± 0,3 µg/g) et 500 ppm de CS2 

(8,1 ± 0,6 µg/g). Comme attendu, tous les échantillons des rats témoins avaient une 

concentration de CS2 sanguine en-dessous de la limite de détection. Le test de Bonferroni a 

révélé une différence significative entre chacun des groupes. La concentration sanguine de 

CS2 augmentait donc avec les concentrations atmosphériques.  

 

 

 

 

5.2.2.2 Concentration de disulfure de carbone atmosphérique vs. concentration de 

TTCA urinaire 

La Figure R20 montre aussi la relation entre le principal métabolite urinaire, le TTCA, 

recueilli à la fin de l’exposition, et les concentrations atmosphériques de CS2. Les échantillons 

d’urine excrétée étaient récupérés pendant une période de 18h après la fin de l’exposition. 

Une différence statistiquement significative a été observée entre les groupes [F (3, 41) = 90,63 

; p < 0,001]. Une différence significative entre les rats exposés à 63 ppm de CS2 
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(20,8 ± 1,9 mg/l) et les rats exposés aux doses plus fortes a été observée. Par contre, il n’y 

avait pas de différence significative entre le groupe d’animaux exposé à 250 ppm 

(44,7 ± 3,2 mg/l) et le groupe exposé à 500 ppm (50 ± 5,2 mg/l).  

Pour une concentration atmosphérique de CS2 doublée, entre 250 et 500 ppm, la concentration 

de TTCA n’a augmenté que de 12%. Par contre, l’augmentation de la concentration de TTCA 

était de 115%, entre 63 et 250 ppm de CS2, c’est-à-dire, pour une concentration de CS2 

atmosphérique 4 fois supérieure. 
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 Effet sur le système auditif 5.2.3

 

5.2.3.1 Fonction auditive : produits de distorsion acoustique 

Le bruit a provoqué des pertes auditives entre 3,6 et 6 kHz. La perte maximale en sortie 

d’exposition était d’environ 13 dB à 4,8 kHz (Fig. R21A). Les pertes après récupération ne 

sont plus que de 5,4 dB et de 4,3 dB aux fréquences 3,6 et 4,8 kHz, respectivement (Fig. 

R21B). 

Les expériences réalisées avec les différents groupes (BF + CS2 0, 63, 250 et 500 ppm) 

montrent qu’en fin d’exposition la gamme de fréquences affectées s’élargit jusqu’à 9,6 kHz 

lorsque la concentration est supérieure ou égale à 250 ppm (Fig. R21A). Plus spécifiquement, 

à 63 ppm de CS2, on note une tendance (p = 0,1213) à une diminution de l’amplitude du PDA 

à la fréquence de 9,6 kHz. La gamme de fréquences affectées s’élargit de manière 

significative dès que la concentration de CS2 atteint 250 ppm. L’effet est d’autant plus marqué 

à la concentration de 500 ppm comme en témoigne le Tableau R1 indiquant, pour chaque 

groupe de rats co-exposés et pour chaque fréquence, les pertes et la significativité de l’effet 

(versus témoins). 

Il existe une tendance à la diminution des effets du bruit BF lorsqu’il y a co-exposition avec le 

CS2 à 4,8 et 6 kHz (Tableau R1). 

 

Après la période de récupération de 4 semaines, la gamme de fréquences présentant une 

diminution d’amplitude significative était identique pour tous les groupes exposés : de 3,6 à 

6 kHz. L’élargissement de la zone de fréquences endommagées par le CS2 à T1 était donc un 

phénomène temporaire. 
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Figure R21. Variations des PDA des différents groupes exposés. (A) Variations des PDA à la fin de 

l’expositio  : [T1 – T0] = [PDA1– PDA0]Exposés – [PDA1–PDA0]Témoins. (B) Variations des PDA à la fin de la 

récupération : [T2 – T0] = [PDA2– PDA0]Exposés – [PDA2–PDA0]Témoins. BF : bruit riche en basses fréquences. 

CS2 : disulfure de carbone. Les valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. La ligne en pointillés gris 

représente la variabilité du groupe témoin (SEM).   *  p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001, 

significativement différent de la moyenne du groupe témoins, test de Bonferroni. 
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Tableau R1. Variations des PDA (amplitude, en dB) obtenu pou  tous les g oupes expos s à la fi  de l’expositio   ([T1 

– T0] = [PDA1– PDA0]Exposés – [PDA1–PDA0]Témoins) ou à la fin de la période de récupération  ([T2 – T0] = [PDA2– 

PDA0]Exposés– [PDA2–PDA0]Témoins). P: probabilité entre groupes (exposé vs. control), en rouge quand la différence est 

statistiquement significative (p < 0,05). * Calcul avec le modèle To it . 

 

Va ia io s dels PDA a plitud, e  dB  o ti gut e  tots els g ups exposats al fi al de l’exposi ió 
– – – –

– – – –
o t ol . * Càl ul a  els valo s e su ats a t av s del odel To it .

Le Tableau R1 indique, pour chaque groupe de rats exposés et pour chaque fréquence, les 

pertes auditives à la sortie de l'exposition (T1) et après 4 semaines de récupération (T2). 

 

PDA f2 

(kHz) 
Mesure BF 

CS2cont63ppm 

+ BF 

CS2cont250ppm 

+ BF 

CS2cont500ppm 

+ BF 

3,6 

[T1 – T0] * -10,4 -12,7 -11 -10,8 

p 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

[T2 – T0] 

p 

-5,1 

0,0000 

-5,6 

0,0000 

-5,1 

0,0000 

-5,4 

0,0000 

4,8 

[T1 – T0] -12,6 -10,6 -8,1 -8,8 

p 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

[T2 – T0] 

p 

-3,7 

0,0002 

-3,6 

0,0002 

-4 

0,0001 

-4,2 

0,0001 

6 

[T1 – T0] -8,7 -6,7 -4,6 -5,7 

p 0,0000 0,0000 0,0033 0,0011 

[T2 – T0] 

p 

-2,2 

0,0006 

-1,7 

0,0028 

-2,1 

0,0008 

-2,4 

0,0002 

9,6 

[T1 – T0] -0,5 -1,7 -4 -4,6 

p 0,7518 0,1213 0,0115 0,0007 

[T2 – T0] 

p 

0,9 

0,9710 

0,9 

0,4369 

-0,3 

0,8127 

0,7 

0,6091 

17,52 

[T1 – T0] -0,5 -1,1 0,6 0 

p 0,8939 0,5188 0,6202 0,8719 

[T2 – T0] 

p 

2,5 

0,2772 

0,3 

0,6607 

-0,7 

0,3160 

0 

0,8837 

25,44 

[T1 – T0] -1,2 -2,6 -0,8 0,1 

p 0,2281 0,0634 0,4767 0,9973 

[T2 – T0] 

p 

1 

0,2672 

-1,4 

0,2150 

-0,8 

0,4268 

1,2 

0,3319 
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Figure R22. Microscopie optique de coupes semi-fines de la cochlée observée à la fin de la période de récupération. Exemples 

d’i ages d’a i aux expos s à diff e tes o e t atio s. (A-D) Cochlée. (E-H) Organe de Co ti où l’o  o se ve t ois ellules ili es 
externes et une cellule ciliée interne, avec la membrane tectoriale unie aux stéréocils. (I-J) Corps cellulaires de neurones 

ganglionnaires du ganglion apical. 

5.2.3.2 Analyses histologiques 

 

5.2.3.2.1 Coupes semi-fines de la cochlée (organe de Corti + ganglion spiral) 

Dans toutes les coupes histologiques de tous les animaux examinés (n = 4/groupe), la 

morphologie était similaire à celle décrite dans la littérature de rats adultes témoins (Fig. 

R22). Dans l’organe de Corti, les CCI, les trois rangées de CCE, les cellules de Deiters et les 

cellules de Hensen présentaient des caractéristiques morphologiques normales. Par 

conséquent, la morphologie générale des cochlées était restée intacte, indépendamment de la 

concentration du solvant. 

 

 

5.2.3.2.2 Cochléogramme 

Après une période de récupération de 4 semaines, un comptage des CC en microscopie 

optique a été effectué afin de quantifier le pourcentage de cellules absentes. 
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Figure R23. I age e  i os opie opti ue de l’o ga e de Co ti ave  les ellules ili es a u es à la 
succinate deshydrogénase où l’o  peut app ie  les t ois a g es de ellules ili es exte es et la 
rangée de cellules ciliées internes. (A-B) Animal témoin. (C-D) Animal exposé au bruit plus bruit 

250 ppm de disulfure de carbone. (E-F) Animal exposé au bruit plus bruit 500 ppm de disulfure de 

carbone. Gauche : Tou  api al de l’o ga e de Co ti. D oite : Tou  dia  de l’o ga e de Co ti. 

Les cochléogrammes obtenus à partir des groupes témoins et exposés étaient similaires (Fig. 

R23). Pour tous les groupes, les pertes de CCI et de CCE ne dépassaient jamais 1-2%. 

 

 

 

 

Bien que la perte d’audition, mesurée à l’aide des PDA, fût significative, il n’y avait pas de 

perte cellulaire visible. La Figure R24 illustre le cochléogramme obtenu à partir de la 

moyenne de 4 rats exposés au bruit continu de basse fréquence plus 500 ppm de CS2. Ce 

dernier est comparable aux cochléogrammes obtenus à partir des animaux du groupe témoin 

et des autres groupes co-exposés.  
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Figure R24. Moyenne des cochléogrammes (n = 4) de rats exposés à 500 ppm de CS2 + bruit 4 semaines après 

la fi  de l’expositio . Axe X : la lig e sup ieu e ep se te la dista e  le lo g de la spi ale de l’o ga e 
de Corti, la ligne inférieure représente la carte en fréquences. Axe Y: pourcentage de perte de cellules ciliées. 

CCI : cellules ciliées internes, CCE1 : première rangée de cellules ciliées externes, CCE2 : deuxième rangée de 

cellules ciliées externes, CCE3 : troisième rangée de cellules ciliées externes. La zone grisée indique la zone de 

fréquences mesurées par les produits de distorsion acoustique. Les valeurs correspondent à la moyenne. 
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 Effet sur le système vestibulaire 5.2.4

 

5.2.4.1 Fonction vestibulaire : nystagmus post-rotatoire 

La Figure R25 représente le nombre (A et D), la durée des saccades (B et E) et la pente 

d’amortissement des saccades (C et F) du NPR pour chaque groupe expérimental avant 

exposition (T0), après exposition (T1) et 4 semaines après récupération (T2). 

 

 

 

Figure R25. Nystagmus post-rotatoire. Nombre de saccades (A et D), de la durée des saccades (B et E) et de la pente 

d’a o tisse e t C et F  après une stimulation de 40 s à 90°/s (gauche) ou à 360°/s (droite) mesurés pour chaque 

groupe expérimental à T0, T1 et T2 exprimés en pourcentage par rapport à la ligne de base. Les valeurs 

correspondent à la moyenne ± SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,**** p < 0,0001, significativement 

différents de la moyenne à T0, test de Bonferroni. 
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Après une stimulation à 90°/s, l’ANOVA à deux facteurs a relevé des différences 

significatives pour l’interaction « traitement x temps » pour le nombre de saccades 

[F(6,58) = 2,98 ; p = 0,0133] (Fig. R25A). L’analyse statistique n’a pas montré d’effets 

significatifs pour la durée des saccades [F(6,60) = 2,02; p = 0,0765], et la pente 

d’amortissement du signal F(6,58) = 1,25 ; p = 0,2929]. (Fig. R25B-C). La co-exposition BF-

CS2 à la concentration de 63 ppm n’a pas engendré de modification significative des 

paramètres analysés. Ces mêmes mesures, réalisées chez les animaux témoins, se sont 

révélées très stables tout au long de l’expérimentation.  

Comme décrit dans le chapitre précédent, la co-exposition bruit BF et CS2 à 250 ppm a induit 

une diminution significative du nombre (-23% ; p = 0,0163), de la durée des saccades (-24% ; 

p = 0,0402) à T1, mais n’a pas provoqué de changements au niveau de la pente 

d’amortissement des saccades (p = 0,2467). A T2, le nombre et la durée des saccades ne sont 

pas significativement différents des niveaux de base (nombre de saccades, p = 0,3902 et durée 

des saccades, p = 0,1249). 

La co-exposition bruit BF et CS2 à 500 ppm a induit une diminution significative du nombre 

et de la durée des saccades (-34,5 % ; p = 0,0002, et -33,4 %; p = 0,0033, respectivement) à 

T1. A T2, le nombre de saccades est resté significativement différent de T0 (-24,8 %, p = 

0,0077) ainsi que la durée des saccades (- 29,1 %, p = 0,0113). 

Pour les données obtenues après une stimulation à 360°/s, l’ANOVA à deux facteurs a relevé 

des différences significatives pour l’interaction « traitement x temps » pour les trois 

paramètres analysés : nombre [F(6,62) = 3,5 ; p = 0,0048], durée [F(6,62) = 2,6 ; p = 0,0262], 

et pente d’amortissement des saccades [F(6,62) = 17,92 ; p < 0,0001] (Fig. R25D-F). 

Pour cette stimulation, seul le groupe témoin est resté stable pendant toute l’expérimentation. 

Le groupe co-exposé à 63 ppm de solvant a présenté une diminution significative du nombre 

de saccades (-13% ; p = 0,0277) et de la durée totale (-15% ; p = 0,0076) à T1 par rapport à 

T0, mais avec une récupération totale à T2. 

Enfin, les groupes co-exposés à 250 ppm et à 500 ppm de CS2 ont montré une diminution du 

nombre de saccades (-18 % ; p = 0,0044 et -34 % ; p < 0,0001, respectivement) et de la durée 

totale (-15 % ; p < 0,0185 et -24 % ; p = 0,0001, respectivement), et une augmentation de la 

pente d’amortissement (34 % ; p = 0,0003 et 87 % ; p < 0,0001, respectivement) à T1, avec 

une récupération presque totale après 4 semaines pour les deux groupes, sauf pour le nombre 

des saccades du groupe co-exposé à 500 ppm (p = 0,0321).    
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Figura R26. Tests comportementaux. La fo tio  vesti ulai e est valu e ave  diff e ts tests ap s l’expositio  T1  
et après 4 semaines de récupération (T2). Erreurs des pattes (A), temps de la traversée (B), surface de sustentation 

(C) et test de redressement (D). Les valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. * p < 0,05, significativement 

différents de la moyenne en T2, test de Bonferroni. 

5.2.4.2 Comportement 

Pour le test du Locotronic®, l’interaction « traitement x temps » n’était pas significative ni 

pour les erreurs de marche [F(2,19) = 0,48 ; p = 0,6236] ni pour le temps de la traversée 

[F(2,19) = 3,47 ; p = 0,0518] (Figure R26A-B).  De plus, on ne trouve pas de différence 

significative entre les valeurs à la sortie de l’exposition (T1) ni 4 semaines après récupération 

(T2) pour aucun des groupes testés.   

En revanche, l’analyse statistique du paramètre « surface de sustentation », c’est-à-dire la 

surface du quadrilatère formé par la position des pattes avant la marche montre une 

interaction « traitement x temps » significative [F(2,19) = 7,54 ; p = 0,0039]. Les animaux 

exposés à 500 ppm de CS2 ont présenté une augmentation significative de la surface après 

récupération par rapport à sa valeur après 4 semaines d’exposition (p = 0,026 ; Fig. R26C). 

Enfin, l’analyse statistique n’a pas révélé d’interaction significative « traitement x temps » 

[F(2,18) = 1,99 ; p = 0,1651] pour le test de redressement (Fig. R26D). 
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5.2.4.3 Analyses histologiques 

 

5.2.4.3.1 MEB du vestibule 

Les surfaces des échantillons d’utricules et de saccules ont été observées en microscopie 

électronique à balayage (SEM) après la période de récupération afin de vérifier l’état des 

stéréocils. 

La toxicité de certains solvants ou autres produits chimiques peut se manifester par une perte 

de CC par extrusion, nécrose ou apoptose (Seoane et al., 2001; Seoane and Llorens, 2005). 

Une des caractéristiques pathologiques la plus commune est l’apparition d’ampoules à la 

surface des épithéliums vestibulaires comme conséquence d’un stress des cellules ciliées ou 

comme un artefact de préparation (Goodyear et al., 2008; Shi et al., 2005). Il est connu que la 

fusion des stéréocils et l’extrusion des CC est associée à un faible pronostic de récupération 

fonctionnelle, suggérant ainsi que ces caractéristiques peuvent être le point de non-retour chez 

les rats adultes (Sedo-Cabezon et al., 2015). 

Les observations des échantillons des animaux témoins (Fig. R27A-B) et d’animaux exposés 

à 500 ppm de CS2 plus bruit (Fig. R27C-D), ont montré une densité des faisceaux ciliaires 

similaire à celles décrites dans la littérature pour les rats adultes témoins (Dechesne et al., 

1986; Hunter-Duvar, 1983; Llorens et al., 1993a). Ces observations ont permis de conclure 

que la perte de fonction observée avec les mesures de nystagmus dans le cas de la co-

exposition n’était pas associée à des effets précoces de la perte cellulaire. 
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Figure R27. Microscopie électronique à balayage de vestibules observés à la fin de la période de 

récupération (X250). (A-B) Animal témoin. (C-D) Animal exposé à 500 ppm de disulfure de carbone + 

bruit. Gauche : Utricule. Droite : Saccule. 
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5.3. CHAPITRE III : 

EXPOSITION AU CS2: CONTINU VS. 

INTERMITTENT   
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Figure R28. Evolutio  de la asse o po elle des ats pe da t la p iode d’e positio  E  et la 
p iode de up atio  R  pou  tous les g oupes d’a i au . Les valeurs correspondent à la 

moyenne ± SEM. 

 Santé générale des animaux 5.3.1

Comme pour les expérimentations précédentes, les rats étaient pesés et examinés chaque 

semaine (Morton and Griffiths, 1985) (Annexe 1). Les animaux n’ont présenté aucun signe de 

souffrance ou de faiblesse. Leur apport alimentaire et l’aspect de leur pelage étaient normaux 

quelle que soit l’exposition. 

Pendant l’exposition, les animaux témoins et les animaux exposés au CS2 intermittent ont 

montré une augmentation de poids, comme on peut le voir dans la Figure R28. L’ANOVA à 

deux facteurs a indiqué que l’interaction « traitement » x « temps » était significative 

[F(27,791) = 4,59; p < 0,0001]. Entre T0 et T1 les rats témoins (n = 61), les rats exposés à 1 

pic de solvant (n = 23) et les rats exposés à 2 pics (n = 14) ont présenté une augmentation de 

poids de 9,6 g, 7,6 g et 5,4 g, respectivement. Par contre, les individus exposés de manière 

continue à 250 ppm de CS2 (n = 19) n’ont pas montré d’augmentation de poids pendant 

l’exposition (+0,7 g). Le test de Bonferroni indiquait une différence significative des poids 

des animaux témoins et exposés de manière intermittente au cours de toutes les semaines 

d’exposition par rapport à leur poids initial, alors que le groupe exposé de façon continue n’a 

pas varié son poids pendant le période d’exposition.  

En ce qui concerne la période de récupération, tous les groupes d’animaux, témoins et 

exposés ont présenté un gain de poids (Fig. R28). Il n’y avait pas de différence significative 

entre les groupes sur la moyenne de poids à la fin de la période de récupération 

[F(3, 113) = 1,86 ; p = 0,141].  
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Figure R29. Relation entre la 

concentration atmosphérique 

de CS2 (ppm) et la 

concentration sanguine ou 

cérébrale de CS2 (µg/g). Les 

valeurs correspondent à la 

moyenne ± SEM. Les différences 

statistiques obtenues avec la 

méthode de Bonferroni sont 

représentées avec des lettres. 

Les groupes avec la même 

lettre ne sont pas 

significativement différents, ils 

le so t s’ils o t des lett es 
différentes. 

 Métabolisme 5.3.2

 

5.3.2.1 Concentrations de CS2 sanguine et cérébrale lors de différents modes 

d’exposition au CS2 à 250 ppm  

Les concentrations de CS2 sanguine et cérébrale, mesurées à la fin d’exposition sont 

représentées sur la Figure R29.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.2.1.1 Concentration de CS2 : atmosphérique vs. sanguine 

Une différence significative de la concentration sanguine du CS2 était obtenue entre les 

groupes [F (2,16) = 16,7; p = 0,0002] : 250 ppm continu (6 h) de CS2 (4,9 ± 0,4 µg/g), 15 min 

chaque 30 min à 250 ppm de CS2 (2,6 ± 0,3 µg/g) et 15 min/h à 250 ppm de CS2 

(2,2 ± 0,4 µg/g). Comme attendu, tous les échantillons des rats témoins avaient des 

concentrations sanguines de CS2 en dessous de la limite de détection. Le test de Bonferroni 

indiquait une différence significative entre le groupe exposé de manière continue et les deux 

autres groupes, mais il n’y avait pas de différence significative entre les deux groupes exposés 

de manière intermittente. 
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Figure R30. Comparaison de la concentration sanguine de CS2 (µg/g) avant et 

après le pi  d’e positio  à 250 ppm pendant 15 min. Les valeurs 

correspondent à la moyenne ± SEM (n = 8/groupe). *p < 0,05 

Par ailleurs, les concentrations sanguines de solvant ont été comparées avant et après une 

exposition à 250 ppm pendant 15 min (Fig. R30). Une différence significative a été clairement 

obtenue entre les extractions avant 

le pic d’exposition et après celui-ci 

[F (1,15) = 31,53 ; p = 0,0001]. Par 

conséquent, ceci prouvait que 

45 min après l’exposition de 15 

min à 250 ppm de CS2, la 

concentration de solvant avait 

diminué de manière significative, 

bien qu’il existe encore une 

concentration importante de 

solvant dans le sang.   

 

5.3.2.1.2 Concentrations de CS2 : atmosphérique vs. cérébrale 

La relation entre la concentration atmosphérique et la concentration cérébrale de CS2 mesurée  

à la fin de l’exposition est représentée dans la Figure R29. De même que la concentration 

sanguine du solvant, on observait une différence statistiquement significative entre les 

groupes [F (2,16) = 45,39 ; p < 0,001] : 250 ppm continu de CS2 (1,6 ± 0,1 µg/g), 15 min de 

CS2 chaque 30 min (0,5 ± 0,1µg/g) et 15 min/h de CS2 (0,6 ± 0,1 µg/g). Les échantillons 

témoins avaient des concentrations en dessous de la limite de détection. De même que dans le 

sang, on trouvait une différence significative entre le groupe exposé de manière continue et 

les deux autres groupes, et il n’y avait pas de différence significative entre eux. 

Si on compare la concentration de CS2 dans le sang avec celle du cerveau, on observe une 

présence de solvant plus importante dans le sang. Après absorption, le CS2 est distribué vers 

les différents organes (McKenna and DiStefano, 1977a). 
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Figure R31. Comparaison du métabolisme entre deux groupes avec la même dose finale de solvant (après 6h 

d’e positio , ais ave  diff e ts odes d’e positio  : 63 ppm de manière continue ou 250 ppm pendant 15 min 

chaque heure. (A) Comparaison de la concentration sanguine de CS2 (µg/g). (B) Comparaison de la concentration de 

TTCA urinaire. Les valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. 

5.3.2.2 Comparaison entre 63 ppm continu et 250 ppm intermittent (15min/h) 

Quand on compare l’exposition de 15 min par heure à 250 ppm de CS2 avec l’exposition 

continue à 63 ppm de CS2, qui correspondent à une dose de solvant finale similaire sur  6 

heures, on n’observe aucune différence significative entre les concentrations sanguines de CS2 

[F(1,14) = 1,77 ; p = 0,2065] ni entre les concentrations de TTCA urinaires [F(1,15) = 3,84; p 

= 0,0701]. Néanmoins, les concentrations obtenues pour l’exposition intermittente sont 

toujours un peu inférieures à celles de l’exposition continue, bien que cette différence ne soit 

pas significative (Fig. R31). 
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 Effet sur l’audition 5.3.3

 

5.3.3.1 Fonction auditive : produits de distorsion acoustique 

 

5.3.3.1.1 Fonction auditive après exposition au CS2  à 250 ppm selon différents patterns 

temporels 

L’exposition au bruit continu a provoqué une diminution significative des amplitudes de PDA 

entre 3,6 et 6 kHz. De la même façon, l’exposition au bruit plus 250 ppm de CS2 délivré de 

manière intermittente (1x15 min/h ou 2x15 min/h) a provoqué une diminution significative 

des valeurs des PDA entre 3,6 et 6 kHz à la sortie d’exposition. Enfin, concernant le groupe 

exposé de manière continue à 250 ppm de CS2 et bruit, la gamme de fréquences affectées 

s’élargit jusqu’à 9,6 kHz. 

A la fin d’exposition, les déplacements d’amplitude mesurés à 4,8 et 6 kHz étaient 

légèrement inférieurs quand il n’y avait pas de solvant, et supérieurs à 9,6 kHz pour le groupe 

exposé de manière continue (Tableau R2). À la fin de la co-exposition au solvant en mode 

intermittent (1x15 min/h), les pertes auditives étaient significativement plus faibles que 

l'exposition au bruit seul à 4,8 kHz (p = 0,0447) et 6 kHz (p = 0,0477) (Fig. R32A). Enfin, en 

raison de l'extension des fréquences endommagées à la fin de l'exposition continue à 250 ppm 

CS2, il y avait une différence significative entre ce groupe et le groupe exposé au bruit seul à 

9,6 kHz (p = 0,0310) (Fig. R32A). 

De même, bien qu’il y ait eu une récupération, elle n’était pas suffisante pour arriver aux 

valeurs du groupe témoin, et des différences significatives ont été trouvées entre le groupe 

exposé au bruit seul ou le groupe co-exposé au CS2 de manière continue vs. le groupe témoin 

à 3,6, 4,8 et 6 kHz. En ce qui concerne les deux groupes exposés de manière intermittente au 

CS2, il y avait également une récupération après 4 semaines sans exposition. On a pu observer 

que ces deux groupes ont récupéré, mais pas totalement, sans différence significative avec le 

groupe témoin à 6 kHz (1 pic de 15 min/h : p = 0,7161 et 2 pics de 15 min/h : p = 0,5785). 

Ainsi, bien qu’il n’y ait pas une récupération identique pour tous les groupes, on ne trouvait 

pas de différence significative dans les variations d’amplitude des PDA entre les groupes, 

quelle que soit la fréquence mesurée (Fig. R32B).  
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Figure R32. Variations des PDA des différents groupes exposés. (A) Variations des PDA à la fin de 

l’e positio  : [T1 – T0] = [PDA1– PDA0]Exposés – [PDA1–PDA0]Témoins. (B) Variations des PDA à la fin de la 

récupération : [T2 – T0] = [PDA2– PDA0]Exposés – [PDA2–PDA0]Témoins. BF : bruit riche en basses fréquences. 

CS2 : disulfure de carbone. Les valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. La ligne en pointillés gris 

représente la variabilité du groupe témoin (SEM).   *  p<0,05, significativement différent de la moyenne du 

groupe exposé au bruit, test de Bonferroni. 
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Tableau R2. Variations des PDA (amplitude, en dB) obtenu pou  tous les g oupes e pos s à la fi  de l’e positio   ([T1 

– T0] = [PDA1– PDA0]Exposés – [PDA1–PDA0]Témoins) ou à la fin de la période de récupération  ([T2 – T0] = [PDA2– 

PDA0]Exposés– [PDA2–PDA0]Témoins). P: probabilité entre groupes (exposé vs. control), en rouge quand la différence est 

statistiquement significative (p < 0,05). * Calcul avec le modèle To it . 

 

l fi al de l’e posi ió 
– – – –

– – – –
ats a t av s del odel To it .

Le Tableau R2 indique, pour chaque groupe de rats exposés et pour chaque fréquence, les 

pertes auditives à la sortie de l'exposition et après 4 semaines de récupération. 

PDA f2 

(kHz) 
Mesure BF 

CS2int 1x15min 

250ppm + BF 

CS2int 2x15min 

250ppm + BF 

CS2cont250ppm 

+ BF 

3,6 

[T1 – T0] * 

p 

-10,4 

0,0000 

-10,8 

0,0000 

-8,9 

0,0000 

-11 

0,0000 

[T2 – T0] 

p 

-5,1  

0,0000 

-4,5 

0,0003 

-4,6 

0,007 

-5,1 

0,0000 

4,8 

[T1 – T0] 

p 

-12,6 

0,0000 

-6,9 

0,0000 

-8,8 

0,0000 

-8,1 

0,0000 

[T2 – T0] 

p 

-3,7 

0,0002 

-3,1 

0,0279 

-3,8 

0,0288 

-4 

0,0001 

6 

[T1 – T0] 

p 

-8,7 

0,0000 

-3,8 

0,0041 

-5,2 

0,0000 

-4,6 

0,0033 

[T2 – T0] 

p 

-2,2 

0,0006 

-0,3 

0,9999 

-0,6 

0,9999 

-2,1 

0,0008 

9,6 

[T1 – T0] 

p 

-0,5 

0,7518 

-1,6 

0,7847 

-0,1 

0,9999 

-4 

0,0115 

[T2 – T0] 

p 

0,9 

0,9710 

-0,9 

0,9999 

0,5 

0,9999 

-0,3 

0,8127 

17,52 

[T1 – T0] 

p 

-0,5 

0,8939 

0,2 

0,9999 

-0,7 

0,9999 

0,6 

0,6202 

[T2 – T0] 

p 

2,5 

0,2772 

0,6 

0,9999 

1,1 

0,9999 

-0,7 

0,3160 

25,44 

[T1 – T0] 

p 

-1,2 

0,2281 

0,6 

0,9999 

-0,2 

0,9999 

-0,8 

0,4767 

[T2 – T0] 

p 

1 

0,2672 

1,4 

0,9999 

0,8 

0,9999 

-0,8 

0,4268 

 

 

5.3.3.1.2 Comparaison de la fonction auditive entre 63 ppm continu et 250 ppm 

intermittent 

En comparant la fonction auditive du groupe exposé à 63 ppm continu avec le groupe exposé 

à 250 ppm de CS2 pendant 15 min par heure, on remarque qu’il n’y avait pas de différence 

significative entre les deux groupes ni à la fin de l’exposition ni après la période de 

récupération (Fig. R33). 
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Figure R33. Variations des PDA des groupes exposés à 63 ppm continu de CS2 et bruit et à 15min/h de 

250 ppm de CS2 et bruit. (A) Variations à la fin de l’exposition : [PDA1– PDA0]Exposés – [PDA1–PDA0]Témoins. (B) 

Variations à la fin de la période de récupération : [PDA2– PDA0]Exposés – [PDA2–PDA0]Témoins. BF : Bruit riche 

en basses fréquences. CS2 : disulfure de carbone. Les valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. La ligne en 

pointillés gris représente la variabilité du groupe témoin (SEM). *  p<0,05, significativement différent de la 

moyenne du groupe exposé au bruit, test de Bonferroni. 

De même, bien que les différences ne soient pas significatives, à la fin de l’exposition, on a 

trouvé une perte auditive supérieure pour le groupe exposé de manière continue entre 3,6 à 

6 kHz. Au terme des 4 semaines de récupération, les groupes co-exposés se comportaient 

comme le groupe de rats exposés au BF seul, avec une récupération partielle (Fig. R33B). 
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Figure R34. Microscopie optique de coupes semi-fines de la cochée observ es à la fi  de l’e positio  
(gauche) et à la fin de la période de récupération (droite). (A-B) Animal témoin. (C-D) Animal exposé 

à 15 min/h de 250 ppm de disulfure de carbone + bruit.  

5.3.3.2 Analyses histologiques 

 

5.3.3.2.1 Coupes semi-fines de la cochlée (organe de Corti + ganglion spiral) 

Toutes les cochlées, des animaux co-exposés de manière intermittente et les témoins 

(n = 10/groupe), présentaient une morphologie générale similaire, aussi bien à la fin de 

l’exposition qu’après les 4 semaines de récupération (Fig. R34). 

 

 

De plus, les trois rangées de CCE et la rangée de CCI, les cellules de Deiters et de Hensen 

présentaient des caractéristiques normales et similaires pour tous les groupes à la fin de la 

période d’exposition et après la récupération de 4 semaines (Fig. R35). De même, les corps 

cellulaires des neurones situés dans le ganglion cochléaire avaient un aspect normal et 

identique à ceux des rats témoins à la fin du dernier jour d’exposition ainsi qu’à la fin de la 

récupération (Fig. R36). 
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Figure R35. Microscopie optique de coupes semi-fines de la cochlée à la fin de l’e positio  (gauche) 

et à la fin de la période de récupération (droite) où on observe les organes de Corti avec les trois 

cellules ciliées externes et une cellule ciliée interne, avec la membrane tectoriale unie aux stéréocils. 

(A-B) Animal témoin. (C-D) Animal exposé à 15 min/h de 250 ppm de disulfure de carbone + bruit.  

Figure R36. Microscopie optique de coupes semi-fines de la cochlée à la fin de l’e positio  (gauche) 

et à la fin de la période de récupération (droite) où on observe les corps cellulaires des neurones du 

ganglion spiral apical. (A-B) Animal témoin. (C-D) Animal exposé à 15 min/h de 250 ppm de disulfure 

de carbone + bruit. 
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5.3.3.2.2 Cochléogramme 

A la fin de la période de récupération de 4 semaines, les cellules ciliées ont été comptées en 

microscopie optique afin de déterminer le pourcentage de perte cellulaire.  

De même que pour les expositions précédentes, le cochléogramme moyen des 5 rats témoins 

était similaire à ceux obtenus avec les animaux exposés, quel que soit le traitement (Fig. R37). 

Pour tous les groupes, on a observé quelques rares pertes de cellules le long de l’organe de 

Corti. Comme pour les animaux témoins, la perte de CCI et de CCE de la première rangée n’a 

jamais dépassé 1%, et des pertes entre 1 et 2% ont été mesurées dans la deuxième et la 

troisième rangée de CCE. Rappelons que l’absence de certaines CCE à l’extrême base est due 

à la morphologie cochléaire.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure R37. Moyenne des cochléogrammes (n = 5) de rats témoins 4 se ai es ap s la fi  de l’e positio . 
Axe X : la ligne supérieure représente la distan e  le lo g de la spi ale de l’o ga e de Co ti, la lig e 
inférieure représente la carte en fréquences. Axe Y: pourcentage de perte de cellules ciliées. CCI : cellules 

ciliées internes, CCE1 : première rangée de cellules ciliées externes, CCE2 : deuxième rangée de cellules ciliées 

externes, CCE3 : troisième rangée de cellules ciliées externes. La zone grisée indique la zone de fréquences 

mesurées par les produits de distorsion acoustique. Les valeurs correspondent à la moyenne. 
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Par conséquent, même si la perte auditive induite par l'exposition, soit par le bruit seul, soit en 

combinaison avec le solvant, était significative pour les fréquences les plus faibles, il n'y avait 

pas de perte visible de cellules (Fig. R38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.3.2.3 SEM de la cochlée 

Les épithéliums sensoriels auditifs ont également été observés en microscopie électronique à 

balayage à la fin de la période de récupération afin d’évaluer l’état des stéréocils des cellules 

ciliées de l’organe de Corti (n = 3 / groupe). 

Ces observations histologiques ont confirmé que les échantillons témoins de cette étude 

avaient les mêmes caractéristiques morphologiques que ceux décrits dans la littérature : 

faisceaux ciliaires intacts émergents de la plaque cuticulaire à la surface apicale des cellules 

ciliées, d’abondantes microvillosités à la surface apicale des cellules de support et aucune 

perte significative de cellules ciliées (Fig. R39). 

Figure R38. Moyenne des cochléogrammes (n = 5) de rats exposés à 250 ppm de disulfure de carbone 15 

min/h + bruit 4 se ai es ap s la fi  de l’e positio . A e X : la lig e sup ieu e ep se te la dista e  
le lo g de la spi ale de l’o ga e de Co ti, la lig e inférieure représente la carte en fréquences. Axe Y: 

pourcentage de perte de cellules ciliées. CCI : cellules ciliées internes, CCE1 : première rangée de cellules 

ciliées externes, CCE2 : deuxième rangée de cellules ciliées externes, CCE3 : troisième rangée de cellules 

ciliées externes. La zone grisée indique la zone de fréquences mesurées par les produits de distorsion 

acoustique. Les valeurs correspondent à la moyenne. 
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Figure R39. Microscopie le t o i ue à ala age des o ga es de Co ti d’a i au  t oi s o se v s à 
la fin de la période de récupération. (A-B) 15 kHz : vue générale de l’o ga isatio  des st o ils 
(x2500) (A) et zoom des faisceaux ciliaires intacts d’u e ellule ili e i te e  B . C-D) 12 

kHz : vue g ale de l’o ga isatio  des st o ils  C  et zoom des faisceaux ciliaires intacts 

des deux rangées de cellules ciliées externes (x6000) (D). (E-F) 8 kHz : vue g ale de l’o ga isatio  
des stéréocils (x2000) (E) et zoom des faisceaux ciliaires intacts de deux rangées de cellules ciliées 

externes (x6000) (F).   

 

 

 

Quel que soit le groupe d’animaux analysé, aucune lésion évidente n’a été observée au niveau 

des stéréocils, comme représenté Figure R40 pour le groupe co-exposé au CS2 de façon 

intermittente. Ces images illustrent que ni l’exposition au bruit riche en basses fréquences ni 

la co-exposition avec le CS2 n’ont endommagé les stéréocils. 
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Figure R40. Microscopie le t o i ue à ala age des o ga es de Co ti d’a i au  exposés à 250 ppm 

de disulfure de carbone pendant 15 min/h et au bruit continu à la fin de la période de récupération. 

(A et B) 14 kHz : vue générale de l’o ga isatio  des st o ils  A  et zoo  d’u e ellule ili e 
externe (x6000) (B). (C) 11 kHz : vue g ale de l’o ga isatio  des st o ils . D  8 kHz vue 
g ale de l’o ga e de Co ti . 
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 Effet sur le système vestibulaire 5.3.4

 

5.3.4.1 Fonction vestibulaire 

 

5.3.4.1.1 Fonction vestibulaire après exposition au CS2  à 250 ppm selon différents 

patterns temporels 

 

La Figure R41 illustre le nombre moyen de saccades (A et D), la durée moyenne du signal (B 

et E) et la pente d’amortissement des saccades (C et F), obtenus dans les différents groupes 

expérimentaux : témoins, CS2 250 ppm intermittent (1 × 15 min/h) + BF, CS2 250 ppm 

intermittent (2 × 15 min/h) + BF et CS2 250 ppm continu + BF avant exposition (T0) au terme 

des 4 semaines d’exposition (T1) et de récupération (T2).  

Après une stimulation à 90°/s, l’ANOVA à 2 facteurs montre une interaction « temps-

traitement » significative pour le nombre de saccades [F(6,124) = 3,331 ; p = 0,0045], la durée 

des saccades [F(6,126) = 2,665 ; p= 0,0181] et la pente d’amortissement [F(6,124) = 2,5 ; 

p = 0,0254] (Fig. R41A-C). 

Le groupe témoin et la co-exposition au CS2 250 ppm intermittent (1 × 15 min/h) + BF n’a 

pas induit de diminution d’aucun paramètre à T1, comme à T2, par rapport aux valeurs 

basales (T0). La co-exposition CS2 250 ppm intermittent (2 × 15 min/h) + BF a induit une 

diminution de 22,76 % du nombre de saccades (p = 0,0075) et une diminution de 22,19 % de 

la durée des saccades (p = 0,0289) à T1, mais pas de différence pour la pente d’amortissement 

(p = 0,0779). A T2, on n’observe aucune modification significative du nombre (p = 0,7541) et 

de la durée des saccades (p > 0,9999). Enfin, la co-exposition CS2 250 ppm continu + BF a 

induit une diminution de 33,21 % du nombre de saccades à T1 (p < 0,0001) par rapport à T0, 

une diminution de 34 % de la durée des saccades (p < 0,0001) et une diminution de -62 % de 

la pente d’amortissement (p = 0,0002). A T2, on observe une récupération partielle des trois 

paramètres (nombre de saccades : -13 % par rapport à T0 ; p = 0,0506, durée des 

saccades : -14,48 % ; p = 0,0609 et pente d’amortissement : -17% ; p = 0,5242). 
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Figure R41. Nystagmus post-rotatoire. Nombre de saccades (A et D), de la durée des saccades (B et E) et de la pente 

d’a o tisse e t C et F  après une stimulation de 40 s à 90°/s (gauche) ou à 360°/s (droite) mesurés pour chaque groupe 

expérimental à T0, T1 et T2 exprimés en pourcentage par rapport à la ligne de base. Les valeurs correspondent à la moyenne 

± SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,**** p < 0,0001, significativement différents de la moyenne à T0, test de 

Bonferroni. 

 

La stimulation à 360°/s a provoqué une interaction « temps-traitement » significative pour le 

nombre de saccades [F(6,116) = 5,87 ; p < 0,0001], la durée des saccades [F(6,124) = 5,72 ; 

p < 0,0001]  et la pente d’amortissement [F(6,116) = 9,96 ; p < 0,0001] (Fig. R41D-F). 

De même que pour la vitesse lente, le groupe témoin et le groupe exposé à 1 pic de 250 ppm 

de CS2 présentent des valeurs stables au cours de l’expérimentation. Cependant, le groupe 

co-exposé à CS2 250 ppm intermittent (2 × 15 min/h) + BF et le groupe co-exposé à CS2 250 

ppm continu + BF ont présenté une diminution significative du nombre de saccades (-18% ; 

p = 0,0001, pour les deux groupes), de la durée totale (-24% et -17%, respectivement ; p < 

0,0001) et de la pente d’amortissement (-34% ; p < 0,0001, pour les deux groupes) à T1 par 

rapport à T0. Toutes les mesures présentent une récupération totale à T2.  
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5.3.4.1.2 Comparaison de la fonction vestibulaire entre l’exposition CS2 63 ppm mode 

continu et CS2 250 ppm mode intermittent (1 x 15 min/h) 

A vitesse lente (90°/s), les deux groupes d’animaux co-exposés et le groupe témoin donnent 

des résultats de NPR stables au cours de toute l’expérimentation (Figure R42). Aucune 

différence significative par rapport aux valeurs basales n’a été observée pour aucun des 

groupes  ni après exposition (T1) ni après récupération (T2). 

Après une stimulation à 360°/s, des modifications significatives ont été observées pour le 

groupe d’animaux co-exposés à 63 ppm de façon continue pour le nombre de saccades (-

13% ; p = 0,0206) et la durée totale des saccades (-15% ; p = 0,0099) à la fin d’exposition 

(Fig. R42D-F). En T2, il n’y avait aucune différence significative des paramètres mesurés par 

rapport à leurs valeurs initiales. Les paramètres mesurés du groupe exposé à 250 ppm de 

manière intermittente étaient comparables à ceux du groupe témoin. Ainsi, les animaux co-

exposés ont présenté un comportement différent selon que le solvant fut administré de façon 

continue pendant 6 h ou selon un mode intermittent, à une concentration plus élevée, mais 

pour une dose finale équivalente.  
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Figure R42. Nystagmus post-rotatoire. Nombre de saccades (A et D), de la durée des saccades (B et E) et de la pente 

d’a o tisse e t C et F  après une stimulation de 40 s à 90°/s (gauche) ou à 360°/s (droite) mesurés pour chaque groupe 

expérimental à T0, T1 et T2 exprimés en pourcentage par rapport à la ligne de base. Les valeurs correspondent à la moyenne 

± SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, significativement différents de la moyenne à T0, test de Bonferroni. 

 

 

5.3.4.2 Comportement  

Bien que l’analyse statistique de l'interaction «traitement» x «temps» révèle une différence 

significative pour les deux tests comportementaux réalisés à savoir le Locotronic® et le test 

de redressement : erreurs de marche [F (4,62) = 2,82; p = 0,0324] et le air-rigthing reflex 

[F (4,54) = 3,32 ; p = 0,0168], le test de Bonferroni ne montre pas de différence significative 

entre les trois groupes par rapport aux valeurs à T0 (Figure R43). 
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Figure R44. Microscopie optique de coupes semi-fines du ganglion de Scarpa à la fin de la période de 

récupératio  où l’o  o se ve les o ps ellulaires des neurones du ganglion vestibulaire. (A) Animal 

témoin. (B) Animal exposé à 15min/h de 250 ppm de disulfure de carbone + bruit. 

Figura R43. Tests comportementaux. La fonction vestibulaire est évaluée avec deux tests avant (T0), après 

l’e positio  T  et ap s  se ai es de up atio  T . E eu s des pattes A  et air-righting reflex (B). Les valeurs 

correspondent à la moyenne ± SEM. 

 

 

5.3.4.3 Analyses histologiques 

 

5.3.4.3.1 Ganglion de Scarpa 

Les coupes semi-fines des ganglions vestibulaires inclus dans la résine ont été observées en 

microscopie optique afin d’étudier la morphologie des corps cellulaires des neurones 

ganglionnaires (n = 5/groupe).  

A la fin de la période de récupération, les ganglions des animaux co-exposés au solvant de 

manière intermittente (Fig. R44B) présentaient une morphologie similaire à ceux des animaux 

témoins (Fig. R44A). 
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Figure R45. Mi os opie le t o i ue à ala age des pith liu s se so ials de l’ut i ule à la fin de la période de récupération. (A-C) 

Animal témoin. (D-F) Animal exposé pendant 4 semaines au bruit de basses fréquences. (G-I) Animal exposé pendant 4 semaines au 

bruit de basses fréquences + 250 ppm de disulfure de carbone de manière intermittente. 

5.3.4.3.2 SEM du vestibule 

 

La Figure R45 illustre les résultats de la surface des échantillons d’utricules en SEM après la 

période de récupération. De même, on peut observer dans la Figure R46 les saccules d’un 

animal témoin, d’un animal exposé au bruit seul ou d’un animal co-exposé avec 250 ppm 

continu de solvant. 
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Figure R46. Microscopie électronique à balayage des épithéliums sensorials du saccule à la fin de la période de 

récupération. (A-C) Animal témoin. (D-F) Animal exposé pendant 4 semaines au bruit de basses fréquences. (G-I) Animal 

exposé pendant 4 semaines au bruit de basses fréquences + 250 ppm de disulfure de carbone de manière intermittente. 
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Les observations des utricules (Fig. R45A-C) et saccules (Fig. R46A-C) témoins, présentaient 

des caractéristiques morphologiques similaires à ceux décrits dans la littérature pour les rats 

adultes témoins (Dechesne et al., 1986; Hunter-Duvar, 1983; Llorens et al., 1993). La surface 

des préparations a montré la partie apicale de cellules sensorielles vestibulaires avec des cils 

intacts, et des cellules de support non sensorielles avec d’abondantes microvillosités (Fig. 

R46C). Les échantillons des animaux co-exposés pendant 4 semaines à 250 ppm de CS2 de 

manière intermittente et bruit ne présentaient pas d’anomalies pathologiques et étaient 

comparables aux animaux témoins.  
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5.4. CHAPITRE IV : 

EFFET DU CS2 SUR LE ROM  
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 Santé générale des animaux 5.4.1

Les animaux étaient pesés juste avant l’exposition (d1) et le dernier jour d’exposition (d5). 

Tous les rats témoins (n = 30) et exposés (n = 48) étaient observés, afin d’évaluer leur état de 

santé et de bien-être général, selon le protocole standard défini par Morton and Griffiths 

(1985) (Annexe 1). 

Pendant les 5 jours d’exposition la moyenne des poids des animaux est restée stable, et donc 

aucune différence significative n’a été trouvée sur les poids entre les différents groupes 

expérimentaux (Fig. R47). Ni le temps [F(1,72) = 0,07 ; p = 0,7979] ni le traitement 

[F(5,72) = 0,8 ; p = 0,5552] n’ont eu d’influence sur l’évolution du poids.   
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Figure R47. Evolution du poids des ats e t e le d ut d  et la fi  de l’e positio  d5  des différents 

groupes expérimentaux. Les valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. 
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Figure R48. Variation de la perte d’auditio : [ PDA -PDA1)exposés – (PDA2-PDA1)témoins] en fonction de f2 pour 

trois conditions expérimentales. CS2 : 250 ppm de disulfure de carbone, 15 min par heure, 6 h par jour 

pendant 5 jours (n = 8), BC : bruit continu avec un LEX,8h de 89 dB SPL (n = 8), BC + CS2 : bruit continu + 250 

ppm de disulfure de carbone. Cha ue ou e i di ue la diff e e d’a plitude de PDA o te ues pou  ha ue 
paire de fréquences mesurées. Les valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. *  p < 0,05, *** p < 0,001, 

significativement différent de la moyenne des témoins avec le test de Bonferroni. 

 Fonction auditive 5.4.2

 

5.4.2.1 Exposition au CS2 et/ou bruit (continu ou impulsionnel) 

Le groupe exposé de manière intermittente à 250 ppm de CS2 ([CS2] réelle = 228,8 ± 

16,4 ppm) n’a pas montré de variations significatives dans les amplitudes de PDA en 

comparaison avec les animaux témoins, quelles que soient les fréquences mesurées (Fig. 

R48).  

L’exposition au bruit continu avec un LEX,8h de 89 dB SPL a provoqué des changements 

significatifs à toutes les fréquences mesurées, excepté à 25,44 kHz (Fig. R48). La variation  

maximale, qui est de 17,95 ± 1 dB, a été mesurée à 9,6 kHz, soit une demi-octave au-dessus 

de la fréquence centrale d’exposition (8 kHz). 

La co-exposition au bruit continu et à 250 ppm de CS2 ([CS2] réelle = 242 ± 15,9 ppm)  a 

également donné des pertes significatives entre les animaux exposés et les témoins de 4,8 à 

17,52 kHz (Fig. R48). De même que précédemment, la perte maximale se situe à 9,6 kHz 

(Moyennetémoins = 0,2 ± 0,95 dB, Moyenneexposés = -13,21 ± 1,52 dB). 
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Le bruit impulsionnel (LEX,8h = 84 dB) a provoqué une perte d’audition significative entre les 

rats exposés et témoins à toutes les fréquences mesurées (p < 0,001) (Fig. R49). La perte 

auditive maximale est d’environ 9 dB à 17,5 kHz (Moyennetémoins = 0,05 ± 0,56 dB, 

Moyenneexposés = -9,35 ± 0,83 dB) et de plus de 6 dB à 9,6 et 25,44 kHz.  

La co-exposition à 250 ppm de CS2 ([CS2] réelle = 234,9 ± 19,1 ppm) associée avec le bruit 

impulsionnel a potentialisé significativement l’effet traumatisant du bruit avec des 

différences de pertes auditives entre les animaux exposés et témoins significatives (p < 0,001) 

à toutes les fréquences (Fig. R49). Comme pour l’exposition au bruit impulsionnel seul, 

l’amplitude maximale se situe à 17,5 kHz (Moyennetémoins = 0,05 ± 0,85 dB, 

Moyenneexposés = -16,9 ± 1,27 dB). 

 

 

 

 

 

 

Figure R49. Variation de la perte auditive : [(PDA2-PDA1)exposés – (PDA2-PDA1)témoins] en fonction de f2 pour 

trois conditions expérimentales. CS2 : 250 ppm de disulfure de carbone, 15 min par heure, 6 h par jour 

pendant 5 jours (n = 8), BI : bruit impulsionnel avec un LEX,8h de 84 dB SPL (n = 8), BI + CS2 : bruit impulsionnel 

+ 250 ppm de disulfure de carbone. Chaque courbe indique la différence d’amplitudes de PDA obtenue pour 

chaque paire de fréquences mesurées. Les valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. *** p < 0,001, 

significativement différente de la moyenne des témoins avec le test de Bonferroni. 



Résultats 

 

         157 

 

5.4.2.2 Comparaison entre les différentes conditions expérimentales 

La variation de la fonction auditive a été analysée pour tous les groupes en comparant la perte 

auditive générale, c’est-à-dire la somme de la perte auditive à toutes les fréquences mesurées.  

 

 

 

 

L’analyse indique qu’il n’y a pas de différence significative entre la perte auditive provoquée 

par le bruit continu (-27,3 ± 5,5 dB) et celle produite par le bruit impulsionnel (32,8 ± 2,6 dB) 

[F(1,15) = 0,84 ; p = 0,3751] (Fig. R50). Bien que le LEX,8h soit plus faible pour le bruit 

impulsionnel que pour le bruit continu, ce résultat était attendu puisque l’intensité des deux 

bruits avait été préalablement choisie pour induire une perte auditive similaire dans les deux 

groupes exposés au bruit seul. 

L’exposition au CS2 seul n’a provoqué aucune variation significative dans les amplitudes des 

PDA (0,5 ± 0,8 dB), ce qui suggère qu’il ne provoque pas de toxicité au niveau cochléaire 

(Fig. R50). Par conséquent, une différence significative a été trouvée entre le groupe exposé 

au CS2 seul et les autres groupes exposés au bruit seul ou en co-exposition [F(1,39) = 25,87 ; 

p < 0,0001]. 

Figure R50. Histogramme avec la somme des pertes auditives à toutes les fréquences pour les différentes 

conditions expérimentales. Perte auditive = [(PDA2-PDA1)exposés – (PDA2-PDA1)témoins]. CS2: 250 ppm de 

disulfure de carbone, 15 min par heure, 6h par jour pendant 5 jours, BC : bruit continu avec un LEX,8h de 89 dB 

SPL, BI : bruit impulsionnel avec un LEX,8h de 84 dB SPL. Axe Y: somme de la variation des amplitudes des PDA 

à 3,6, 4,8, 6, 9,6, 17,5 et 25,4 kHz mesurés avec une intensité de primaires de 60 dB. Les différences 

statistiques obtenues par le test de Bonferroni sont représentées par des lettres. Les groupes avec la même 

lettre ne sont pas significativement différents. 
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L’analyse post-hoc indique une différence significative entre les amplitudes de PDA obtenus 

avec la co-exposition au bruit impulsionnel plus 250 ppm de CS2 et les autres groupes (Fig. 

R50). La combinaison de l’exposition au CS2 et au bruit impulsionnel a augmenté 

significativement les différences d’amplitude de PDA (-59,8 ± 6,1 dB) par rapport à 

l’exposition au bruit impulsionnel [F(1,15) = 16,57 ; p = 0,0011]. Pour finir, bien qu’il n’y ait 

pas de différence significative entre le bruit continu et le bruit continu plus CS2 [F(1,15) = 1,2 

; p = 0,2928], les données de la Figure R50 indiquent une diminution de la perte auditive 

quand le solvant est ajouté. D’une façon logique, en présence de bruit, c’est entre les deux 

groupes d’animaux co-exposés que l’on trouve la plus grande différence statistiquement 

significative [F(1,15) = 32,7 ; p = 0,0001]. 
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Figure R51. Microscopie le t o i ue à ala age de l’o ga e de Co ti d’a i au  t oi s o se v s à 
la fi  de la p iode d’e positio . A  Vue g ale de l’o ga isatio  des ellules ili es et leu s 
stéréocils (x2500). (B) Zoom des faisceaux ciliaires intacts et des microvillosités des cellules de 

soutien de la première et la deuxième rangée de cellules ciliées externes observées à environ 9 kHz 

(x7000). (C) Cellule ciliée externe (x15000). (D) Cellule ciliée interne (x13000).  

 Analyses histologiques 5.4.3

 

5.4.3.1 Microscopie électronique à balayage : état des stéréocils de la cochlée 

A la fin des 5 jours d’exposition, les caractéristiques ultra-structurelles de l’organe de 

Corti ont été examinées en microscopie électronique à balayage. 

Ces observations histologiques de l’épithélium sensoriel ont confirmé que les spécimens 

témoins de cette étude (n = 9) avaient les mêmes caractéristiques morphologiques que les rats 

adultes normaux décrits dans la littérature (Robles and Ruggero, 2001). Parmi ces 

caractéristiques, on peut noter : des faisceaux ciliaires intacts émergeant de la plaque 

cuticulaire à la surface apicale des cellules ciliées, d’abondantes microvillosités à la superficie 

apicale des cellules de soutien et pas de perte significative de cellules ciliées (Fig. R51). 
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Figura R52. Mi os opie le t o i ue à ala age des o ga es de Co ti d’a i au  exposés avec ou 

sa s disulfu e de a o e o se v s à la fi  de la p iode d’e positio . A  E positio  au uit o ti u 
seul : vue de l’o ga isatio  des ellules ili es et de leu s st o ils o se v s à e vi o   kHz 
(x2500). (B) Exposition au bruit conti u + disulfu e de a o e : vue de l’o ga isatio  des ellules 
ciliées et de leurs stéréocils observés à environ 10 kHz (x1000). 

L’exposition au bruit et/ou certains solvants (n = 3/groupe) peut provoquer des dommages 

mécaniques sur les stéréocils, et notamment les bruits impulsionnels (Zhao et al., 1996; 

Husbands et al., 1999), dont les dégâts sont visibles immédiatement après l’exposition et qui 

peuvent être réversibles, ou non, en fonction de l’importance des dommages (Wang et al., 

2002). Une exposition au bruit et/ou aux solvants conduit également à la perte de cellules 

ciliées causée par la mort cellulaire. 

L’exposition au bruit continu, que ce soit seul ou avec le solvant, n’a causé aucun dommage 

au niveau des stéréocils ni aucune perte évidente de cellules ciliées (Fig. R52). Ces 

échantillons étaient comparables aux échantillons témoins. 

 

 

 

Par contre, chez les rats exposés au bruit impulsionnel, des stéréocils cassés ont été 

observés, voire même arrachés au niveau de la plaque cuticulaire de la troisième rangée de 

CCE (Fig. R53A-B). Les stéréocils malmenés se trouvent dans les régions qui correspondent 

aux fréquences les plus endommagées, dans la zone qui discrimine approximativement les 

fréquences de 4 à 20 kHz. Malgré tout, aucune perte de cellules ciliées n’a été observée. La 

récupération était donc trop courte pour que les cellules endommagées soient phagocytées. 

Des observations similaires ont eu lieu dans le groupe exposé au bruit impulsionnel plus 

CS2, sur les stéréocils de la troisième rangée de CCE (Fig. R53C-D). 
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Tableau R3. Pourcentage de perte cellulaire dans chacune des 

a g es de ellules de l’o ga e de Co ti et pou  ha ue 
groupe exposé et le groupe témoin. CS2 : 250 ppm de disulfure 

de carbone (15 min/h), BC : bruit continu, BI : bruit  

impulsionnel. CCI : cellules ciliées internes, CCE1 : première 

rangée de cellules ciliées externes, CCE2 : deuxième rangée de 

cellules ciliées externes, CCE3 : troisième rangée de cellules 

ciliées externes.  

Figure R53. Microscopie électronique à ala age de l’o gane de Co ti d’animaux exposés au bruit 

impulsionnel avec ou sans disulfure de carbone à la fi  de la p iode d’e positio . (A et B) Exposition 

au bruit impulsionnel seul : A  Vue g ale de l’o ga isatio  des ellules ili es et leu s st o ils 
(x2000) et (B) zoom des faisceaux de stéréocils endommagés à la troisième rangée de cellules ciliées 

externes observés à environ 8 kHz (x6000). (C et D) Exposition au bruit impulsionnel et au disulfure de 

carbone : (C) Vue générale des cellules ciliées et de leurs stéréocils (x2500) et (D) zoom des faisceaux 

de cils endommagés de la troisième rangée de cellules ciliées externes observés à environ 9 kHz 

(x6500). 

 

 

5.4.3.2 Cochléogramme 

Après une période de récupération de 10 

semaines, un comptage de cellules ciliées 

en microscopie optique a été effectué afin 

d’exprimer le pourcentage de perte 

cellulaire. 

Dans le groupe témoin (n = 10), la perte 

moyenne de CCI et CCE de la première 

rangée ne dépasse jamais 1%, et les pertes de 

cellules pour les deuxième et troisième 

rangées se situent entre 1 et 3% (Tableau R3).  

Groupe % CCI % CCE  % CCE  % CCE  

BC ,  ,  ,  ,  

BC + CS  ,  ,  ,  ,  

BI ,  ,  ,  ,  

BI + CS  ,  ,  ,  ,  

CS  5  i t ,  ,  ,  ,  

Té oi s ,  ,  ,  ,  



Effets sur l’audition et l’équilibre d’une co-exposition à un bruit riche en basses fréquences et au CS2  

 

162 

 

Figure R54. Moyenne des cochléogrammes (n = 5  de ats t oi s  se ai es ap s la fi  de l’e positio . 
Axe X : la ligne supérieure représente la distance (mm) le lo g de la spi ale de l’o ga e de Corti, la ligne 

inférieure représente la carte en fréquences. Axe Y: pourcentage de perte de cellules ciliées. CCI : cellules 

ciliées internes, CCE1 : première rangée de cellules ciliées externes, CCE2 : deuxième rangée de cellules ciliées 

externes, CCE3 : troisième rangée de cellules ciliées externes. La zone grisée indique la zone de fréquences 

mesurées par les produits de distorsion acoustique. Les valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. 

Le cochléogramme obtenu avec la moyenne de 5 rats témoins est représenté par la Figure 

R54, où l’on peut remarquer la présence de presque toutes les cellules ciliées. Comme évoqué 

précédemment, l’absence de certaines CCE à la base de la cochlée est normale. 

 

  

 

Comme mentionné plus haut, l’exposition au bruit et/ou à certains solvants produit différents 

dommages sur les cellules ciliées qui peuvent conduire à la mort et, par conséquent, à la perte 

de ces cellules. 

Le cochléogramme obtenu avec la moyenne de 5 rats exposés au CS2 seul (Fig. R55) est 

similaire à celui obtenu pour les rats témoins (Fig. R54). On ne trouve pas de différence 

significative dans la perte de CCI ni de CCE entre les groupes témoins et le groupe exposé au 

solvant. Le pourcentage de perte de chacune des rangées est très similaire à celui obtenu pour 

les témoins (Tableau R3). 

 

 



Résultats 

 

         163 

 

 

 

 

 

L’exposition au bruit continu, seul (Fig. R56) ou avec le CS2 (Fig. R57), a donné des 

résultats de cochléogrammes similaires à ceux du groupe témoin. Pour les deux groupes, on a 

également trouvé une perte moyenne inférieure à 1% pour les CCI et les CCE de la première 

rangée, et une perte entre 1 et 3,4% pour la deuxième et la troisième rangée de CCE 

(Tableau R3). Bien que la perte auditive induite par le bruit continu, avec ou sans CS2, soit 

significative, on n’observe aucune perte cellulaire sur les cochléogrammes après la période de 

récupération. Il n’y a pas de différence significative sur aucune des 4 rangées de cellules 

ciliées entre les groupes témoins et les groupes exposés au bruit continu, avec ou sans solvant. 

Figure R55. Moyenne des cochléogrammes (n = 5) de rats exposés au disulfure de carbone, 10 semaines après la 

p iode d’e positio . Axe X : la ligne supérieure représente la distance (mm) le long de la spirale de l’o ga e de Co ti, 
la ligne inférieure représente la carte en fréquences. Axe Y : pourcentage de perte de cellules ciliées. CCI : cellules 

ciliées internes, CCE1 : première rangée de cellules ciliées externes, CCE2 : deuxième rangée de cellules ciliées 

externes, CCE3 : troisième rangée de cellules ciliées externes. La zone grise indique la zone de fréquences mesurées 

par les produits de distorsion acoustique. Les valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. 
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Figure R56. Moyenne des cochléogrammes (n = 5) de rats exposés au bruit continu 10 semaines après la période 

d’e positio . Axe X : la ligne supérieure représente la distance (mm) le long de la spirale de l’o ga e de Co ti, la ligne 

inférieure représente la carte en fréquences. Axe Y : pourcentage de perte de cellules ciliées. CCI : cellules ciliées 

internes, CCE1 : première rangée de cellules ciliées externes, CCE2 : deuxième rangée de cellules ciliées externes, 

CCE3 : troisième rangée de cellules ciliées externes. La zone grise indique la zone de fréquences mesurées par les 

produits de distorsion acoustique. Les valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure R57. Moyenne des cochléogrammes (n = 5) de rats co-exposés au bruit continu et au disulfure de carbone, 

 se ai es ap s la p iode d’e positio . Axe X : la ligne supérieure représente la distance (mm) le long de la 

spirale de l’o ga e de Co ti, la ligne inférieure représente la carte en fréquences. Axe Y : pourcentage de perte de 

cellules ciliées. CCI : cellules ciliées internes, CCE1 : première rangée de cellules ciliées externes, CCE2 : deuxième 

rangée de cellules ciliées externes, CCE3 : troisième rangée de cellules ciliées externes. La zone grise indique la 

zone de fréquences mesurées par les produits de distorsion acoustique. Les valeurs correspondent à la moyenne 

± SEM. 



Résultats 

 

         165 

 

Figure R58. Moyenne des cochléogrammes (n = 5) de rats exposés au bruit implusionnel avec un LEX,8h de 84 dB SPL 6h/jour pendant 5 

jours consécutifs,  se ai es ap s la p iode d’e positio . Axe X : la ligne supérieure représente la distance (mm) le long de la 

spirale de l’o ga e de Co ti, la ligne inférieure représente la carte en fréquences. Axe Y: pourcentage de perte de cellules ciliées. CCI : 

cellules ciliées internes, CCE1: première rangée de cellules ciliées externes, CCE2 : deuxième rangée de cellules ciliées externes, CCE3 : 

troisième rangée de cellules ciliées externes. La zone grise indique la zone de fréquences mesurées par les produits de distorsion 

acoustique. Les valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. 

 

De la même façon, le bruit impulsionnel a donné des pourcentages de perte cellulaire 

similaires à ceux obtenus avec l’exposition au bruit continu, et, par conséquent, similaires au 

groupe témoins (Tableau R3). On ne trouve donc pas de différence significative dans la perte 

cellulaire de l’organe de Corti entre les animaux témoins et les animaux exposés au bruit 

impulsionnel. De même que pour le bruit continu, le bruit impulsionnel n’altère pas de 

manière visible le cochléogramme, bien que les deux groupes présentent une perte auditive 

significative, mesurée par les PDA (Fig. R58). La période de récupération était donc trop 

courte pour que les cellules de Deiters aient le temps de phagocyter les CCE dont les 

stéréocils ont été endommagés. 

 

En revanche, la combinaison de CS2 avec le bruit impulsionnel a provoqué une perte de 

CCE statistiquement significative au niveau de la troisième rangée [F(1,9) = 26,71 ; 

p < 0,001] et de la deuxième rangée [F(1,9) = 22,39 ; p = 0,0015] entre le groupe exposé 

(n = 5) et son propre groupe témoin (n = 5) (Tableau R3). Cependant, l’augmentation de la 

perte cellulaire commence à se voir à la première rangée de CCE, même si ce changement 

n’est pas significatif. Comme illustré sur la Figure R60, une grande proportion (28 %) de la 

perte de CCE de la troisième rangée est située dans la région correspondante aux fréquences 

entre 8 et 13 kHz. 
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Figure R59. Image en i os opie opti ue de l’o ga e de Co ti avec les cellules ciliées marquées à la succinate 

d sh d og ase où l’o  peut app ie  les trois rangées de cellules ciliées externes et la rangée de cellules 

ciliées internes. (A) Rat témoin. (B) Rat exposé au bruit impulsionnel plus 250 ppm de disulfure de carbone 

pendant 15 min/h, 6 h/jour pendant 5 jours consécutifs.  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure R60. Moyenne des cochléogrammes (n = 5) de rats co-exposés au bruit implusionnel et au disulfure de 

carbone  se ai es ap s la p iode d’e positio . Axe X : la ligne supérieure représente la distance (mm) le 

long de la spirale de l’o ga e de Co ti, la ligne inférieure représente la carte en fréquences. Axe Y: 

pourcentage de perte de cellules ciliées. CCI : cellules ciliées internes, CCE1: première rangée de cellules 

ciliées externes, CCE2 : deuxième rangée de cellules ciliées externes, CCE3 : troisième rangée de cellules 

ciliées externes. La zone grise indique la zone de fréquences mesurées par les produits de distorsion 

acoustique. Les valeurs correspondent à la moyenne ± SEM. 
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 Effet de la co-exposition au bruit riche en basses fréquences et 6.1

au CS2 

Les résultats de ces études ont montré que le bruit BF [0,5-2 kHz] génère des pertes dans une 

gamme de fréquences s’étendant de 3,6 à 6 kHz. Selon la littérature, un bruit de moyenne 

fréquence génère une perte auditive localisée jusqu’à une demi-octave au-dessus de la 

fréquence centrale du spectre du bruit d’exposition (Campo et al., 2011; McFadden, 1986). La 

perte obtenue avec le bruit riche en basses fréquences s’est située à plus d’une octave au-

dessus du spectre généré, ce qui élargit la gamme de fréquences endommagées. Après une 

période de récupération, l’amplitude de la perte était approximativement de 5 dB. Ainsi, une 

récupération partielle des performances du récepteur périphérique s’est opérée durant la phase 

silencieuse qui a suivi la période d’exposition sonore. De manière surprenante, cette perte 

d’audition n’était pas associée à des dommages histologiques visibles. A la fin de la période 

d’exposition, aucun signe d’excitotoxicité ni de pertes de cellules ciliées n’ont été observés. 

Les stéréocils avaient un aspect normal et aucune altération des neurofilaments au niveau des 

terminaisons afférentes associées aux cellules ciliées internes n’a été observée. Enfin, la 

densité des corps cellulaires dans le ganglion spiral et leurs caractéristiques morphologiques 

étaient comparables à ceux des rats témoins.  

Rappelons que les produits de distorsion acoustique (PDA) reflètent l’activité motrice des 

CCE (Avan et al., 2001). Différentes hypothèses pourraient expliquer les effets mesurés avec 

les PDA alors qu’aucune altération histologique n’a pu être observée. On peut supposer 

d’abord qu’un découplage mécanique des stéréocils avec la membrane tectoriale (Zwislocki, 

1984) se serait opéré suite à l’exposition au bruit de BF ou qu’une modification de la raideur 

des stéréocils au niveau du plateau cuticulaire ait pu  affecter le processus de transduction 

mécanosensorielle au niveau des CCE (Liberman and Dodds, 1987). Par ailleurs, on peut 

supposer qu’un traumatisme de la boucle de contrôle efférent ait pu être à l’origine d’une 

réorganisation synaptique sous les cellules ciliées de l’organe de Corti (Liberman and 

Kujawa, 2017). En s’appuyant sur ces deux hypothèses, on peut expliquer pourquoi le nombre 

de noyaux cellulaires et de fibres sont restés intacts alors que l’on a mesuré une perte auditive 

de 5 dB. On ne peut également é écarter la possibilité d’une lésion anatomique subtile qui 

n’ait pas été  détectée avec les outils utilisés dans cette étude.  
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Les résultats issus de la co-exposition ont montré que le solvant a élargi la gamme de 

fréquences impactées par le bruit jusqu’à 9,6 kHz. Ce phénomène mesuré était temporaire 

puisqu’au terme des 4 semaines de récupération, les pertes mesurées après la co-exposition 

étaient similaires à celles mesurées avec le bruit seul ; la gamme de fréquences endommagées 

n’allait pas au-delà de 6 kHz. Des pertes temporaires de l’audition, mesurées à l’aide de 

potentiels évoqués auditifs, après exposition à du CS2 avaient été décrites dans la littérature 

chez l’Homme et chez le rat (Hirata et al., 1992a, 1992b). Puisque le CS2 ne s’est pas révélé 

cochléotoxique (rappelons qu’aucun changement morphologique a été observée dans la  

cochlée), il est donc raisonnable de supposer que la perte auditive mesurée serait d’origine 

rétrocochléaire (Hodgkinson and Prasher, 2006; Vyskocil et al., 2012). L’élargissement de la 

gamme de fréquences jusqu’à 9,6 kHz pourrait être le résultat d’une action centrale du CS2, 

qui agirait sur les voies efférentes contrôlant les cellules ciliées. 

Par ailleurs, les résultats de cette étude ont également montré qu’une co-exposition bruit plus 

CS2 engendre des pertes auditives entre 3,6 et 6 kHz, pertes dont les amplitudes étaient plus 

faibles que celles mesurées suite à une exposition au bruit seul. Ce phénomène était 

temporaire et avait déjà été décrit dans la littérature pour d’autres solvants, comme le styrène 

inhalé lorsque les concentrations sont modérées (Campo et al., 2014). Le CS2 aurait 

probablement une action pharmacologique qui, à l’instar du styrène, diminuerait le seuil de 

déclenchement du ROM. Cet effet possible sera abordé un peu plus loin dans la discussion.   

La toxicité du CS2 seul, ou associé à un bruit riche en basses fréquences, sur le système 

vestibulaire a été évaluée en mesurant le nystagmus post-rotatoire (NPR). L’évaluation 

physiologique du réflexe vestibulaire tient un rôle important dans l’étude de la toxicité 

sensorielle. Les données physiologiques issues des études réalisées chez l’animal peuvent 

souvent être comparées aux données humaines obtenues avec la même méthode analytique, en 

établissant des liens entre les déficits des systèmes sensoriels humains et les observations 

histologiques et moléculaires, qui, de façon logique, peuvent se retrouver chez l’animal. Dans 

le cas du système vestibulaire, la comparaison entre l’animal et l’être humain est facilitée par 

leur conservation au cours de l’évolution (Day and Fitzpatrick, 2005). Cependant, comme 

l’explique Llorens et al. (2018) dans leurs travaux, l’étude du système vestibulaire en lui-

même présente certaines difficultés, ce qui rend son évaluation fonctionnelle difficile.  
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L’analyse du RVO (Réflexe Vestibulo-Oculaire) montre qu’une concentration de 250 ppm de 

CS2 peut affecter l’équilibre en diminuant la durée et le nombre de saccades. Quand la 

rotation de l’animal s’arrête, subsiste l’effet de la rotation de l’endolymphe sur la cupule 

pendant quelques instants. Si la durée du nystagmus est inférieure à celle mesurée avant 

exposition et si le nombre de saccades diminue après exposition, ceci signifie que le seuil de 

stimulation des cellules ciliées des crêtes est augmenté. Ces effets observés au niveau du NPR 

sont temporaires car, 4 semaines après la fin de l’exposition, les valeurs de durée et du 

nombre de saccades ne présentent plus de différences significatives par rapport aux valeurs 

initiales. On trouve des mécanismes de compensation centraux efficaces qui permettent aux 

neurones des noyaux vestibulaires de retrouver des valeurs basales (Darlington et al., 2002; 

Straka et al., 2005).  

Comme reporté dans de précédentes études, le RVO se trouve affecté par différents types de 

solvants ou médicaments, ce qui confirme que le système vestibulaire et les autres structures 

impliquées dans ce réflexe sont des cibles potentielles pour ces composés (Morrow et al., 

2007; Weerts et al., 2012). En général, les hydrocarbures halogénés saturés ont un effet 

dépresseur sur le RVO, tandis que les composés insaturés ou les composés benzéniques 

provoquent une excitation (Odkvist et al., 1985). Par exemple, on peut citer les études sur le 

styrène, le toluène, le trichloréthylène et le trichloéthane chez le rat (Larsby et al., 1986; 

Niklasson et al., 1993; Tham et al., 1982), et les travaux exposant des rats aux métaux comme 

le plomb et l’aluminium (Mameli et al., 2001, 2006), ou à différents médicaments comme la 

phénytoïne ou le cisplatine (Mameli et al., 1986; Takimoto et al., 2016). 

De plus, l’effet temporaire mesuré par le NPR et induit par le CS2 est exacerbé en présence de  

bruit BF. Des études physiologiques chez l’Homme et chez l’animal ont montré que les bruits 

BF ont la capacité de stimuler le système vestibulaire (Cazals et al., 1982; Halmagyi, 2005). 

Ainsi, l’exposition au bruit ne produit pas uniquement des pertes auditives, mais perturbe 

également le système vestibulaire périphérique. La proximité anatomique du labyrinthe 

vestibulaire avec le système auditif, l’analogie entre les cellules ciliées des deux systèmes, 

l’artère commune et la présence des mêmes liquides intralabyrinthiques soutiennent 

l’hypothèse qu’un dommage vestibulaire puisse être associé à une  perte auditive après 

exposition au bruit.  

 

Comme dans la cochlée, la vulnérabilité du vestibule à l’exposition sonore dépend de 

différents facteurs comme le temps, l’intensité, la durée, la fréquence d’exposition mais 

également l’état physiologique de l’oreille interne (Perez et al., 2002; Tamura et al., 2012). Il 
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a été montré que l’épithélium le plus exposé au bruit est le saccule (Cassandro et al., 2003; 

Cazals et al., 1983; McCabe and Lawrence, 1958), surtout lorsque les bruits sont riches en 

basses fréquences (Jones et al., 2010; Stewart et al., 2017). Néanmoins, certains travaux 

récents ont montré que les cinq organes vestibulaires peuvent être affectés par les bruits de 

basses fréquences mais à des degrés différents (Stewart et al., 2016; Zhu et al., 2014, 2011). 

Il est connu que le bruit continu est capable d’induire un dommage métabolique suite à la 

génération d’espèces réactives à l’oxygène, en lien avec le mécanisme ischémique. Par 

exemple, une diminution du nombre de cellules ciliées vestibulaires a été observée chez les 

souris exposées à un bruit riche en basses fréquences, provoquant une altération de l’équilibre 

(Tamura et al., 2012).  

Cependant, dans notre cas, on n’observe pas de modification morphologique au niveau 

périphérique. Sachant que le bruit n’impacte pas directement le SNC, les modifications du 

NPR obtenus chez nos rats ne peuvent s’expliquer que par une action réversible sur la cochlée 

et le vestibule. Par exemple, on peut penser que le bruit provoque des changements sur le 

volume de l’endolymphe et affecte par là-même le système vestibulaire de manière transitoire. 

En effet, il a été démontré que les bruits de basses fréquences causent une augmentation 

transitoire du volume du liquide endolymphatique (Flock and Flock, 2000; Salt 2004). Ce 

volume revient rapidement à sa valeur initiale grâce aux mécanismes homéostatiques (Salt 

2004). Cependant, le mécanisme sous-jacent à ce changement de volume n’est pas encore 

bien établi (Salt and Hullar, 2010).  

 

Les résultats issus des tests comportementaux (tests de suspension par la queue et de 

redressement), réalisés lors de  la co-exposition CS2 et bruit BF, ne montrent pas de 

changement significatif. Les animaux avec des déficits vestibulaires évidents, surtout au 

niveau périphérique, présentent des anomalies des réflexes vestibulaires. Aussi bien le air-

righting reflex que le test tail-lift reflex (Llorens et al., 1993b, Ossenkopp et al., 1990), 

dépendent de la fonctionnalité du système vestibulaire. Au contraire, des changements 

significatifs en fin d’exposition ont été observés à l’aide du test Locotronic® évaluant les 

erreurs de marche avec les animaux co-exposés.. Les différences mesurées entre les divers 

tests pourraient s’expliquer par le fait que la marche dépend aussi bien du système 

vestibulaire que du système locomoteur. En effet, les données de la littérature montrent que 

les tests évaluant la fonction motrice sont sensibles, mais pas spécifiques, aux dommages du 

système vestibulaire (Boadas-Vaello et al., 2005, 2017).  
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Les données issues de cette étude ne nous permettent pas de déterminer avec certitude les 

mécanismes à l’origine des perturbations du NPR. L’absence de modifications au niveau des 

tests de comportement (tests de suspension et de redressement) chez les animaux co-exposés 

comme l’absence de modification histologique au niveau des récepteurs sensoriels 

périphériques, suggèrent que seules des perturbations au niveau central s’opèrent. Nous avons 

fait le même constat au cours de cette étude pour les données relatives au système auditif. 

D’ailleurs, la littérature étudiant chez l’Homme l’impact de solvants sur le système 

vestibulaire tire les mêmes conclusions (Kowalska et al., 2000; Sulkowski, 1992). 

Les analyses effectuées au niveau du cervelet des animaux co-exposés à 250 ppm de CS2 et au 

bruit montrent une surexpression modérée de 2 gènes, le Cideb et le Trpm1, et une tendance à 

la diminution du Cdkn1a, sur un total de 86 gènes de neurotoxicité explorés. 

Or, le Trmp1 est un gène qui code pour un canal cationique perméable au calcium. Les canaux 

TRPM jouent un rôle important dans la régulation de l’homéostasie ionique car ils contrôlent 

le flux du Ca
2+

, et déterminent le potentiel membranaire de la cellule. Le TRMP1 est un canal 

qui s’active spontanément, diminue la sortie du Ca
2+

 intracellulaire et augmente son entrée 

(Fleig and Penner, 2004, Kraft and Harteneck, 2005), ce qui fait que, quand ce canal est 

surexprimé, il y une augmentation considérable du calcium intracellulaire et par conséquence 

une augmentation du seuil d’excitation. Son expression est sur-représentée dans le cerveau, 

aussi bien chez l’Homme que chez la souris (Fonfria et al., 2006; Jang et al., 2012).  

Quant à la famille de gènes Cideb, elle code des protéines qui ont la capacité d’activer 

l’apoptose chez les mammifères. La protéine CIDEB joue un rôle important dans le 

métabolisme énergétique et le maintien de l’homéostasie lipidique ; le tissu présentant le 

niveau d’expression du gène Cideb le plus élevé est le foie (Xu et al., 2012; Yonezawa et al., 

2010). Le gène Cideb est exprimé également lors du processus d’apoptose neuronale qui se 

produit lors d’un dommage sur un nerf (Wang et al., 2006). 

La surexpression de ces deux gènes de neurotoxicité pourrait évoquer au niveau cérébelleux 

les prémices d’une souffrance neuronale mais cette hypothèse reste à démontrer. En effet, les 

effets mesurés sont mineurs et représentent un très faible pourcentage si l’on considère que 86 

gènes ont été analysés. 
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Les résultats obtenus ne nous permettent pas de conclure à la présence de signes majeurs de 

neurotoxicité après une co-exposition à 250 ppm de CS2 pendant 4 semaines. Les données 

obtenues dans cette étude ne nous ont pas permis d’identifier la cible ni le mécanisme 

d’action du solvant neurotoxique sur le système vestibulaire. 

On sait que les solvants peuvent provoquer des dysfonctionnements au niveau du SNC, en 

agissant notamment sur le cervelet (Lockitch, 1993; Odkvist et al., 1985). Le système 

neuronal appelé système de «  stockage de la vitesse » ou plus communément « velocity 

storage » intervient dans le signal de NPR, ce qui explique que le mouvement des yeux 

persiste après l’arrêt de la stimulation des organes périphériques. Ce velocity storage et 

d’autres éléments du RVO peuvent être modifiés et contrôlés par des stimulations inhibitrices 

d’origine GABAergiques provenant du cervelet, via les cellules de Purkinje (Baumann et al., 

2015; Highstein et al., 2005; Precht, 1979). La perturbation de la neurotransmission peut donc 

provoquer des changements importants au niveau de la fonction vestibulaire. 

La diminution mesurée au niveau des paramètres du NPR pourrait s’expliquer par une 

modification neurochimique temporaire des voies centrales contrôlant le RVO comme l’ont 

suggéré Mameli et al., en 2006, après traitement d’animaux au chlorure d’aluminium.   

 

Dans nos conditions expérimentales, on peut affirmer que le CS2 n’est pas un agent 

ototoxique mais, en raison de son effet sur le SNC, il a la capacité d’altérer les systèmes 

auditif et vestibulaire. Ces résultats vont dans le même sens que les résultats obtenus par 

Clerici and Fechter, 1991, qui n’ont pas constaté d’effets sur le seuil acoustique des rats 

exposés pendant 12 semaines à 500 ppm de CS2 seul. L’ensemble de nos résultats et ceux de 

la littérature suggèrent donc que la toxicité du CS2 au niveau auditif se produit seulement 

quand il est co-exposé avec le bruit. Ainsi, le solvant CS2 peut aggraver les effets temporaires 

du bruit sur le système auditif et peut altérer le système vestibulaire en diminuant les 

paramètres du NPR. Mais l’exposition au CS2, réalisée au cours de cette étude, était une 

exposition subaiguë avec une concentration modérée. On en peut pas exclure la possibilité 

que les effets auraient pu être permanents si les expositions avaient été chroniques.  

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Morata, en 1989, qui a montré une perte 

auditive et des problèmes d’équilibre plus marqués chez les salariés lors de co-expositions 

professionnelles au solvant (environ 30 ppm) et au bruit (86-89 dBA) que lors d’exposition au 

bruit seul. Ceci renforce la nécessité de considérer les effets d’une co-exposition bruit plus 

agent chimique dans les études de toxicité sur l’oreille interne.  
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 Effet du CS2 en fonction de la concentration testée 6.2

Dans cette étude, nous avons étudié le métabolisme des animaux exposés au CS2 dans les 

différentes conditions expérimentales.  

Nous avons déterminé, après 4 semaines d’exposition, la concentration sanguine du CS2 total 

(fractions libre et liée aux protéines). Comme attendu, les résultats de dosage du CS2 sanguin 

montrent une corrélation entre les concentrations sanguines et les concentrations 

atmosphériques.  

L’acide 2-thioxo-1,3-thiazolidine-4-carboxylique (TTCA), principal métabolite urinaire est 

considéré comme un bon indicateur biologique d’exposition professionnelle au CS2 

(Campbell et al., 1985; Thienpont et al., 1990; Drexler et al., 1995). Les résultats du dosage 

du TTCA urinaire n’ont pas montré de relation linéaire entre la concentration de CS2 

atmosphérique et la concentration de TTCA urinaire. En effet, les concentrations urinaires ont 

augmenté de 115 % lorsque les concentrations de CS2 variaient de 63 ppm à 250 ppm (× 4) : 

l’augmentation de TTCA n’a été que de 12 % quand les concentrations atmosphériques 

variaient de 250 ppm à 500 ppm (× 2).  

Ces résultats suggèrent, conformément à la littérature, qu’une saturation des voies 

métaboliques se produit lorsque les concentrations de CS2 sont élevées (Kivistö et al., 1995; 

Moorman et al., 1998). 

Lors de co-expositions bruit et  CS2, les pertes auditives étaient plus faibles que celles 

mesurées avec le bruit seul. Cet effet était mesuré à toutes les concentrations de solvant 

utilisées, de 63 ppm à 500 ppm.  

Un élargissement de la gamme des fréquences affectées, a également été mesuré en fonction 

des doses de CS2. La co-exposition à 63 ppm de CS2 a généré un déficit non significatif de 

2 dB à 9,6 kHz, tandis  qu’un déficit de 5 dB a été mesuré à la concentration de 250 ppm.  

Ainsi, nos résultats montrent un traumatisme auditif dépendant de la dose, engendré par la 

co-exposition CS2 et bruit, en accord avec les résultats de Chang et al., en 2003, qui ont 

étudiés les effets d’expositions professionnelles chez l’homme. Ces phénomènes sont 

temporaires. 

Etant donné que nous n’avons pas observé de changement morphologique au niveau de la 

cochlée, même pour la concentration de 500 ppm, il est probable que ce dommage résulte 

d’une action centrale du CS2 sur les voies efférentes contrôlant les cellules ciliées et le ROM. 

 



Discussion 

 

         177 

 

Lors de cette dernière expérience, il a été également confirmé que le CS2 affecte l'équilibre en 

diminuant le nombre, la durée et la pente d'amortissement des saccades du NPR. Ainsi, à 

partir d'une exposition de 63 ppm, le solvant est capable de perturber la fonction vestibulaire, 

mais il n'est pas suffisant pour provoquer des changements du comportement des animaux 

exposés ni des altérations morphologiques des récepteurs périphériques évidentes (Frantík, 

1970; Moser et al., 1998, Opacka et al., 1984). Ces effets mesurés avec le NPR sont 

temporaires à 63 et 250 ppm. Ce résultat  corrobore ceux obtenus précédemment, et qui 

mettent en avant une possible modification neurochimique des voies centrales du réflexe. 

En ce qui concerne l’effet permanent constaté à la concentration de 500 ppm, nous pouvons 

supposer, que des premiers signes de lésions neuronales apparaissent lors d’une 

administration subaiguë de CS2 à la concentration de 500 ppm comme décrit dans la 

littérature lors d’expositions chroniques (Graham et al., 1995). Malheureusement, ces 

analyses pathologiques n’ont pas pu être réalisées. 

La co-exposition du bruit avec différentes doses de CS2 perturbe le système auditif comme le 

système vestibulaire. Pour le système auditif, ces changements commencent à être 

significatifs à partir de 250 ppm, tandis que pour le système vestibulaire, il y a des 

modifications dès 63 ppm. Cette différence de concentration  pourrait s’expliquer par la 

sensibilité des mesures fonctionnelles utilisées pour évaluer chacun des deux systèmes. 
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 Exposition au CS2 : continu vs. intermittent 6.3

Le CS2 est rapidement absorbé par inhalation puis est distribué dans toutes les parties du 

corps et particulièrement dans les tissus riches en lipides comme le cerveau et le foie, du fait 

de sa grande liposolubilité. Quatre-vingt à 90 % du CS2 est métabolisé au niveau hépatique, 

les métabolites du CS2 étant excrétés  dans l’urine. 

Les résultats des dosages de la concentration de CS2 sanguine et cérébrale ont montré qu’il 

existe une relation avec les concentrations atmosphériques. Les concentrations n’étaient pas 

significativement différentes entre les deux groupes exposés de manière intermittente, mais 

elles l’étaient entre le groupe exposé de manière continue et les deux autres groupes. Quinze 

minutes d’air frais étaient suffisants pour revenir aux valeurs sanguines de base de CS2, 

puisqu’il n’y a pas de différence entre les animaux qui respirent 15 min d’air entre deux pics 

de solvant et ceux qui respirent 45 min d’air pur. Comme relaté dans la littérature, après arrêt 

de l’exposition au CS2, 40% sont éliminés pendant les 6 premières minutes et l’élimination 

complète est effectuée entre 5-7 h (McKenna and DiStefano, 1977a).  

La cinétique d’élimination rapide du CS2 a été confirmée lors de l’expérimentation qui 

consistait à prélever le sang avant et après le pic de 15 min. Quarante-cinq minutes après une 

exposition de 15 min à 250 ppm de CS2 a suffi pour que la concentration de solvant diminue 

de manière significative.  

De plus, les résultats de dosage du CS2 dans le sang et le cerveau ont montré une 

concentration sanguine de CS2 supérieure à celle mesurée dans le cerveau. Ceci  s’explique 

par le fait que les prélèvements étaient effectués immédiatement à la fin de l’exposition et on 

sait que la concentration de CS2 qui se lie aux tissus continue d’augmenter après la fin de 

l’exposition (McKenna and DiStefano, 1977a). 

Si on compare l’exposition de 15 min/h à 250 ppm de CS2 avec l’exposition continue à 

63 ppm de CS2 (lesquelles correspondent à une dose finale équivalente en CS2), on constate 

qu’il n’y a pas de différence dans les concentrations de CS2 sanguines ni dans les 

concentrations de TTCA urinaires. Par conséquent, le profil d’exposition n’influe pas sur le 

métabolisme et la charge de solvant des animaux exposés; le degré de rétention ne dépend 

donc pas de la concentration du toxique (McKenna and DiStefano, 1977a). 
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En ce qui concerne les effets de la co-exposition sur le système auditif, on constate que le CS2, 

administré de manière intermittente, n’élargit pas la perte auditive vers les hautes fréquences, 

comme lors d’une administration continue à 250 ppm. Des expositions de 15 min par heure ou 

de 15 min toutes les 30 min ne sont donc pas suffisantes pour que le CS2 provoque 

l’élargissement de la gamme de fréquences affectées. 

A l’inverse, la perte auditive des animaux co-exposés en sortie d’exposition était inférieure à 

celle des animaux exposés au bruit seul, comme déjà mentionné. Néanmoins, cet effet était 

plus marqué quand les expositions au CS2 étaient intermittentes, provoquant une différence 

statistiquement significative entre les animaux exposés au bruit seul et ceux co-exposés à 15 

min/h de CS2 à 4,8 et 6 kHz. Comme cela a déjà été montré, ce phénomène est temporaire et 

connu pour d’autres solvants comme le styrène administré à des concentrations modérées 

(Campo et al., 2014). Ainsi, cette différence significative trouvée dans le groupe exposé à la 

dose la plus faible de solvant renforce la théorie d’un effet neuropharmacologique du CS2. 

Après les 4 semaines de récupération, on ne trouve pas de différence significative entre les 4 

groupes d’animaux exposés. Cependant, pour les deux groupes co-exposés de manière 

intermittente, il y a une récupération totale de la perte auditive à 6 kHz mesurée en sortie 

d’exposition, sans différence significative par rapport au groupe témoin. En effet, les deux 

groupes présentaient une perte inférieure à celle du groupe exposé au bruit seul et au groupe 

exposé de manière continue, ce qui fait que même si les 4 groupes ont eu une récupération 

similaire, les animaux co-exposés de manière intermittente rejoignaient les valeurs des 

animaux témoins. 

Aucun des groupes exposés n’a présenté de changement morphologique de la cochlée et du 

ganglion spiral, ni en sortie d’exposition ni à la fin de la récupération. Ces constats renforcent 

l’hypothèse d’un effet central du solvant. 

Enfin, on trouve un net effet dose sur le système vestibulaire, comme évoqué précédemment. 

A partir d’une dose de 15 min de CS2 toutes les 30 min, la fonction vestibulaire se trouve 

perturbée de manière significative. Ces effets mesurés au niveau du NPR sont temporaires 

puisque 4 semaines après la fin de l’exposition, ils disparaissaient. De même, on ne trouve 

aucun changement dans le comportement des animaux exposés et aucune altération 

morphologique des récepteurs périphériques. 

 

Par ailleurs, cette expérience a cherché à déterminer si une exposition intermittente au CS2 

provoquait des effets plus importants au niveau des deux systèmes qu’une exposition continue 
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avec une dose finale équivalente. La perte auditive et les modifications des paramètres du 

NPR des rats co-exposés au bruit riche en basses fréquences + 250 ppm de CS2 de manière 

intermittente (1 x 15 min/h) ont été comparés à ceux de rats co-exposés au bruit + 63 ppm de 

CS2 de manière continue. 

Dans les deux groupes, on a retrouvé des pertes auditives entre 3,6 et 6 kHz. Il n’y avait donc 

pas de différence significative aux fréquences mesurées, ni en sortie d’exposition ni après la 

période de récupération. Par conséquent, le mode d'exposition n'a pas influencé l'effet du 

solvant sur le système auditif, ce qui fait que la dose finale administrée est le principal facteur 

à prendre en compte. 

En ce qui concerne le système vestibulaire, on a trouvé une légère différence significative 

entre les deux groupes puisque les animaux exposés de manière continue présentaient certains 

changements à la fin des 4 semaines d’exposition, tandis que le groupe intermittent ne 

présentait  aucune modification. Dans ce cas, le mode d’exposition au solvant a eu une 

influence sur le système vestibulaire. 
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 Effet du CS2 sur le réflexe de l’oreille moyenne 6.4

Les premiers résultats de cette étude indiquent que les bruits impulsionnels sont plus 

préjudiciables pour l’audition que les bruits continus. Ces données confirment les résultats 

obtenus au laboratoire lors de précédentes études (Campo et al., 2014; Lataye and Campo, 

1996; Venet et al., 2015) et par d’autres équipes (Henderson and Hamernik, 1986). Ces 

données démontrent que l’hypothèse stipulant qu’une même énergie acoustique engendre les 

mêmes dégâts cochléaire ne s’applique pas aux bruits impulsionnels. En effet, si l’on compare 

les effets cochléaires d’un bruit continu (LEX,8h = 89 dB SPL) avec ceux d’un bruit 

impulsionnel (LEX,8h = 84 dB SPL) ayant le même spectre (8 kHz BBO), ces derniers 

provoquent des effets plus préjudiciables sur la cochlée en dépit des 5 dB de différence entre 

les deux LEX,8h. 

Ces effets sont confirmés par les analyses histologiques. Les stéréocils de la troisième rangée 

de CCE des rats exposés au bruit impulsionnel sont endommagés contrairement à ceux des 

rats exposés au bruit continu. Des stéréocils cassés et arrachés ont été observés dans les 

organes de Corti d’animaux exposés au bruit impulsionnel, bien que le LEX,8h était modéré et 

la période d’exposition relativement courte. Ceci démontre donc, qu’au-delà de l’intensité, la 

structure temporelle du bruit peut affecter l’efficacité des mécanismes de protection naturels 

comme le ROM. Alors que l’impact d’un bruit continu peut être atténué par le ROM, celui 

d’un bruit impulsionnel ne l’est pas (Dunn et al, 1991; Lataye and Campo, 1996). De fait, 

l’énergie acoustique de ce type de bruit est dispersée dans la cochlée avant même que le ROM 

ne soit activé (Borg et al, 1984; Stevin, 1986). Par conséquent, le ROM apparaît comme un 

phénomène clé pour la prévention car il réduit considérablement l’énergie acoustique 

absorbée par l’oreille interne (Campo et al., 2014). 

De plus, l’exposition aux solvants peut modifier le fonctionnement du ROM, et donc l’impact 

de l’exposition combinée d’un solvant plus bruit peut être différent de celui d’une exposition 

au bruit seul (Wathier et al., 2016). Dans ce projet, nous avons testé les effets d’un solvant 

très lipophile, le CS2, connu pour ses effets neurotoxiques. Dans les expériences réalisées, 

nous n’avons pas observé d’effet cochléotoxique dû au CS2 seul, ni de pertes de cellules 

évidentes. Nous avons également montré que les CCE fonctionnaient correctement après cette 

exposition puisque les amplitudes des PDA étaient similaires à celles mesurées avant 

exposition. Cependant, bien que dans les conditions de cette étude le CS2 ne se soit pas révélé 

cochléotoxique, il pourrait avoir la capacité de modifier le fonctionnement du ROM. 
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En effet, la comparaison des résultats obtenus après la co-exposition au bruit continu et au 

bruit impulsionnel a mis en évidence la capacité du CS2 à modifier le fonctionnement du 

réflexe, de la même façon que d’autres solvants aromatiques, comme le styrène, lorsqu’ils 

sont associés avec le bruit (Venet et al., 2015). Dans cette étude, nous avons constaté un effet 

synergique des dommages sur la cochlée quand les animaux sont exposés au CS2 et au bruit 

impulsionnel et, au contraire, une tendance à la diminution des lésions cochléaires avec 

l’addition de  CS2 au bruit continu. Comme le styrène, le CS2 peut avoir un effet 

neuropharmacologique, en diminuant le seuil d’activation du ROM. Cet effet pourrait être 

causé par des changements dans la polarisation de la membrane plasmique (Magnusson et al., 

1998). En effet, il a été démontré que le toluène modifie le fonctionnement des canaux 

dépendants du Ca
2+

 qui interviennent dans le ROM (Maguin et al., 2009). Ce type de 

modifications pourrait être la raison pour laquelle le seuil du ROM est diminué en présence de 

solvants aromatiques et pourraient expliquer pourquoi la co-exposition au bruit et solvants 

altère l’impact des bruits continus de courte durée sur l’audition. En prenant en compte la 

durée de l’exposition et l’intensité du bruit continu utilisées dans cette étude, le CS2 pourrait 

diminuer le seuil d’activation du ROM, et par conséquent, augmenter l’amplitude de ce 

réflexe. Il réduit ainsi l’effet cochléotraumatisant causé par le bruit continu de courte durée. 

En revanche, la co-exposition au CS2 augmente clairement la vulnérabilité de l’organe de 

Corti au bruit impulsionnel. Ceci suggère une augmentation de la toxicité cochléaire du bruit 

en présence de CS2 qui se manifeste uniquement avec le bruit impulsionnel, ce qui exclut 

l’activité protectrice du ROM. Cet effet est démontré par la perte de CCE au niveau de la 

troisième rangée, aux fréquences situées entre 8 et 13 kHz, ce qui correspond à une demi-

octave au-dessus de la fréquence centrale du spectre du bruit généré. Comme démontré par 

Venet et al., en 2015, le solvant a la capacité de potentialiser les dommages sur les cellules 

qui sont spécifiquement stimulées par le bruit (une demi-octave au-dessus de la fréquence 

centrale du spectre du bruit généré). A l’inverse, un bruit impulsionnel seul casse les 

stéréocils sans induire une perte de cellules dans les 8 semaines. Quels que soient les 

mécanismes qui pourraient expliquer les effets synergiques des co-expositions, les résultats 

obtenus dans cette étude indiquent qu’une faible concentration de CS2 potentialise les 

dommages cochléaires causés par le bruit impulsionnel, tandis qu’il semble réduire les 

dommages causés par le bruit continu de courte durée, même si les résultats ne montrent pas 

de différence statistiquement significative entre les données issues du bruit continu seul et 

celles issues de la co-exposition. Ainsi, le CS2 semble avoir deux effets différents, d’une part 

il modifie le ROM, en diminuant son seuil d’activation par une action neuropharmacologique 
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sur le SNC, d’autre part il potentialise les effets délétères induits par le bruit impulsionnel sur 

les cellules ciliées.  
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 Valeurs limites d’exposition professionnelle  6.5

Les valeurs limites d’exposition professionnelle (VLEP) sont les valeurs de référence pour le 

contrôle des risques inhérents à l’exposition aux agents chimiques présents sur le lieu de 

travail, et, par conséquent, pour protéger la santé des travailleurs (INSHT, 2017).  

On trouve deux types de VLEP. D’un côté, la valeur limite d’exposition professionnelle 

journalière (VLEP8h) qui est la valeur de référence pour l’exposition journalière, elle 

représente les conditions pour lesquelles, en se basant sur les connaissances actuelles, la 

majorité des travailleurs peuvent être exposés 8 heures par jour et 40 heures par semaine 

pendant toute la durée de leur vie professionnelle, sans souffrir d’effets néfastes pour la santé. 

L’autre valeur est la valeur limite d’exposition professionnelle à court terme (VLEPCT) qui 

représente la concentration maximale d’un composé chimique par période de 15 min. 

Les VLEP sont établies pour des agents chimiques spécifiques et pas pour les mélanges. 

Cependant, quand plusieurs agents qui exercent la même action sur les mêmes organes et 

systèmes sont présents dans l’environnement, il s’agit d’un effet combiné qui nécessite une 

attention particulière. 

La VLEP8h pour le CS2 définie par l’Occupational Safety and Health Administration (OSHA) 

pour les Etats-Unis et celle définie par l’European Agency for Safety and Health at Work, sont 

basses : 20 et 5 ppm respectivement. Cependant, les VLEPCT pour le CS2 sont supérieures, 30 

ppm pour les Etats Unis pour une exposition de 30 min, tandis que la limite maximale fixée 

en Europe est de 25 ppm pour 15 min. 

C’est pour cette raison que, en termes de prévention, on peut dire que les effets mesurés au 

niveau auditif sont significatifs à partir d’une concentration équivalente à 40 fois la VLEP8h 

(250 ppm sur 6 h = 40 x 5 ppm sur 8 h), et les effets observés sur le système vestibulaire se 

manifestent à partir d’une concentration équivalente à 10 fois la VLEP8h (63 ppm sur 6 h = 10 

x 5 ppm sur 8 h). De même, il suffit d’une exposition de 250 ppm de CS2, pendant 15 min par 

heure (10 fois la VLEPCT), pour obtenir des pertes auditives différentes de celles mesurées 

avec le bruit seul, alors que le système vestibulaire est affecté à partir d’une dose supérieure 

(2 x 15 min/h). Les résultats obtenus au cours de ces différentes expérimentations nous amène 

à remettre en question la pertinence des valeurs limites d’exposition professionnelle pour le 

CS2 en cas de co-exposition avec le bruit. 
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1. Le bruit riche en basses fréquences génère une perte auditive une octave au-dessus de 

la fréquence de stimulation acoustique. Cette perte est partiellement réversible, et elle 

n’est pas associée à des dommages histologiques de la cochlée. 

 

2. Dans les conditions expérimentales utilisées dans cette étude, le CS2 n’apparaît pas 

ototoxique chez le rat. L’inhalation du CS2 seule ne génère pas de lésions visibles au 

niveau des systèmes périphériques auditif et vestibulaire.  

 

3. Nous faisons l’hypothèse que CS2 a la capacité d’altérer les fonctions des systèmes 

auditif et vestibulaire par une action neuropharmacologique.  

 

4. Le CS2 peut exacerber les effets temporaires du bruit sur le système auditif 

(élargissement de la gamme de fréquences altérées vers les hautes fréquences) et sur le 

système vestibulaire (diminution du nombre et de la durée du nystagmus post-rotatoire 

plus importante chez les animaux co-exposés que chez les animaux exposés à un 

paramètre seulement). 

 

5. La co-exposition bruit et CS2 peut altérer la fonctionnalité des systèmes auditif et 

vestibulaire sans altérer le comportement moteur des animaux ni la morphologie de 

l’oreille interne. 

 

6. Les perturbations observées au niveau des systèmes auditif et vestibulaire 

n’apparaissent pas aux mêmes concentrations de CS2, lorsque celles-ci sont associées 

à un bruit BF. 

 

7. Le mode d’exposition au solvant (continu vs. intermittent) n’a pas d’influence sur 

l’effet qui est généré au niveau du système auditif. La dose finale administrée est le 

principal facteur à prendre en compte. En ce qui concerne le système vestibulaire, le 

mode d’exposition au CS2 peut avoir une influence sur l’effet observé au niveau 

vestibulaire. 

 

8. Une concentration de 500 ppm de CS2 en présence de bruit BF provoque un 

dysfonctionnement permanent du système vestibulaire mais pas du système auditif. À 
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des concentrations plus faibles, les effets observés au niveau des deux systèmes sont 

temporaires. 

 

9. Le modèle établi dans ce projet permettra, dans de futures études, d'obtenir beaucoup 

plus d'informations sur l'ototoxicité de différents composés en co-exposition avec le 

bruit, en étudiant la toxicité par des mesures fonctionnelles du système auditif (PDA) 

et du système vestibulaire (NPR), ainsi que par différents tests comportementaux et 

l'étude de la morphologie de l'oreille interne. 
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 Annexe 1: Protocole de surveillance des animaux 9.1

Dans toutes les procédures expérimentales, et en particulier celles avec une sévérité moyenne 

ou élevée, un protocole de surveillance de la santé générale des animaux doit être inclus. 

L'un des protocoles les plus utiles est celui proposé par Morton et Griffths, 1985. Ce protocole 

de surveillance permet de décrire la douleur causée par une procédure. 

 

Le protocole de surveillance des animaux était le suivant: 

Feuille d’observation des animaux après administration d’un toxique 
Toxique étudié : Disulfure de carbone (CS2) Voie d’administration : Voie inhalatoire 

Protocole d’exposition :  Dose :  
Date d’exposition :   
 
Evaluation des effets : Effet prononcé: +; Absence d’effet : -; effet modéré : +/- ; (seuls 4 rats/8 

pourront être observés dans une cage d’exposition) 

 
Nom de l’observateur et date observation :  

 

 Dose 

 Au cours de l’exposition 1h après la fin d’exposition 

Rat                 

Poils hérissés                 

Yeux mi-clos                 

Troubles 
respiratoires  

et durée cas 
échéant 

                

Signes 
d’agitation 

                

Tremblements                 

Troubles de 

l’équilibre 

                

Mouvements 

de tête 

                

Commentaires 

  

                

 

Points limites procédure exposition du projet MCN-08 :  

Points limites en cours d’exposition Points limites après sortie des cages (1 h après environ) 

- Dyspnée pendant au moins 

plusieurs minutes 
- Convulsions 

- Perte de poids de 20 % après 4 semaines 

d’exposition/groupe témoins 
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A B S T R A C T

Occupational noise can damage workers’ hearing, and the phenomenon is even more dangerous when

noise is associated with an ototoxic solvent. Aromatic solvents are known to provoke chemical-induced

hearing loss, but little is known about the effects on hearing of carbon disulfide (CS2) when combined

with noise. Co-exposure to CS2 and noise may have a harmful effect on hearing, but the mechanisms

involved are not well understood. For instance, CS2 is not thought to have a cochleotoxic effect, but rather

it is thought to cause retrocochlear hearing impairment. In other words, CS2 could have a distal

neuropathic effect on the auditory pathway. However, a possible pharmacological effect of CS2 on the

central nervous system (CNS) has never been mentioned in the literature. The aim of this study was to

assess, in rats, the effects of a noise (continuous vs. impulse), associated with a low concentration of CS2
[(short-term threshold limit value) x 10 as a safety factor] on the peripheral auditory receptor. The noise,

whatever its nature, was an octave band noise centered at 8 kHz, and the 250-ppm CS2 exposure lasted

15 min per hour, 6 h per day, for 5 consecutive days. The impact of the different experimental conditions

on hearing loss was assessed using distortion product oto-acoustic emissions and histological analyses.

Although the LEX,8 h (8-h time-weighted average exposure) for the impulse noise was lower (84 dB SPL)

than that for the continuous noise (89 dB SPL), it appeared more damaging to the organ of Corti, in

particular to the outer hair cells. CS2 exposure alone did not have any effect on the organ of Corti, but co-

exposure to continuous noise with CS2 was less damaging than exposure to continuous noise alone. In

contrast, the cochleo-traumatic effects of impulse noise were significantly enhanced by co-exposure to

CS2.

Therefore, CS2 can clearly modulate the middle-ear reflex function. In fact, CS2 may have two distinct

effects: firstly, it has a pharmacological effect on the CNS, modifying the trigger of the acoustic reflex; and

secondly, it can make the organ of Corti more susceptible to impulse noise. The pharmacological effects

on the CNS and the effects of CS2 on the organ of Corti are discussed to try to explain the overall effect of

the solvent on hearing. Once again, the results reported in this article show that the temporal structure

(continuous vs. impulse) of noise should be taken into consideration as a key parameter when

establishing hearing conservation regulations.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Despite preventive regulations, noise-induced hearing loss

(NIHL) remains a major occupational health hazard. Noise

exposure in workplaces can be either due to continuous noise

or to impulse noises. Impulse noises are characterized by high

intensities over a short duration, and the stereociliae at the top of

the hair cells are known to be particularly vulnerable to acoustic

Abbreviations: CNS, central nervous system; dB (A), decibel weighted A; dB SPL,

decibel sound pressure level; DPOAEs, distortion product oto-acoustic emissions;

FFT, fast fourier transform; LEX,8 h, equivalent continuous noise level calculated

over 8 h; MER, middle-ear reflex; NIHL, noise-induced hearing loss; IHC, inner hair

cells; IS, internal standard; OHC, outer hair cells; SD, standard deviation; SDH,

succinate dehydrogenase; SEM, scanning electron microscopy; STEL, short term

exposure limit; TWA, time-weighted averages.
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injury from this type of noise (Hamernik et al.,1989). Impulse noise

can provoke functional disruption of intercellular junctions in the

sensory epithelium (Zheng and Hu, 2012). As far as the continuous

noises are concerned, recent research has showed a possible

disruption of the synaptic communication (Liberman and Kujawa,

2017; Kobel et al., 2017; Moser et al., 2013). However, the

authorities do not distinguish between noise types when

formulating recommendations to protect workers against NIHL.

Both European and American frameworks and guidance docu-

ments for hearing conservation in workers require noise exposure

to remain within certain limits: LEX,8h and peak values (Directive

2003/10/EC; http://www.worksafebc.com). The strategy used to

assess noise-related danger relies on the equal energy principle

over an 8-h workday (LEX,8h), which presumes that hearing damage

is mainly a function of the total acoustic energy received, not the

pattern in which it arrives. Based on this assumption, the theory of

conservation of acoustic energy (the 3-dB exchange rate in the

European Union and the 5-dB exchange rate in the USA) should

result in a constant hearing hazard whatever the type of noise. The

maximum permissible noise exposure levels over an 8-h work shift

are LEX,8h = 87 dB(A) in the European Union, and 90 dB(A) in the

USA, and occupational exposure to noise must therefore be

maintained below these limits. For impulse noise, peak value limits

is 140 dB(C) in the European Union.

While noise remains the predominant occupational hazard to

hearing, there is growing evidence that a number of chemicals

used in industry, such as organic solvents, may also affect hearing,

or exacerbate the effects of occupational noise (Chen and

Henderson, 2009; Campo et al., 2013). The toxicological effects

of co-exposure to noise and chemicals are complex, but highly

relevant when it comes to assessing worker risk. Co-exposures to

noise and carbon disulfide (CS2) are present in various industry

sectors, but the most important use remains in the manufacturing

of rayon and cellophane (Hodgkinson and Prasher, 2006). It can be

use also as a solvent in chemical industry. Surprisingly, relatively

little has been published on research into how CS2 affects hearing

in workers (Morata, 1989; Chang et al., 2003) or in animals (Clerici

and Fechter, 1991). As CS2 has neurotoxic effects, the threshold

limit values – time-weighted averages (TWA) defined by Occupa-

tional Safety and Health Administration (OSHA) and the European

agency for safety and health at work – are low: 20 and 5 ppm,

respectively. However, the short-term exposure limits (STEL) are

higher, 30 ppm is the ceiling value for 30 min exposure in the USA,

whereas exposure is limited to a maximum of 25 ppm for 15 min in

Europe. Based on these limits, the carbon disulfide concentration

tested in the study presented in this paper (250 ppm) was chosen

as it is 10 times (safety factor) higher than the European STEL value.

One concern of this investigation was to evaluate the relevance

of the STEL values recommended in Europe and in the USA, taking a

moderate safety factor into account. We also addressed the

relevance of the TWA value in case of combined exposure to noise

in factories. We continue to believe that it is important to take the

type of noise into consideration when assessing risks to human

hearing and that co-exposure to solvents should also be considered

in this occupational context.

Several studies in rats have shown that solvents can have a

pharmacological effect on olivocochlear nuclei. These effects

explain, at least partially, the synergistic effects on hearing of

combined exposure to noise and solvent (Campo et al., 2007;

Wathier et al., 2016; Venet et al., 2011, 2015). For the study

described in this paper, carried out in rats, two types of noise with

similar spectra but different temporal structures (continuous vs.

impulse) were tested to compare their impact on hearing when

associated with CS2. Impulse noise does not always trigger the

middle-ear reflex (MER), and even when it does, the delay before

its activation allows acoustic energy to penetrate into the cochlea.

In contrast, the acoustic energy of continuous noise is significantly

decreased by the protective effect of the MER (Venet et al., 2015).

Therefore, the main goal of the current study was to test whether

exposure to either type of noise in combination with CS2 had

different effects due to perturbation of the MER in a rat’s model.

In summary, the goals of this study were first, to assess the

relevance of the TWA values for CS2 recommended in Europe and

the USA, and second, to test whether CS2 can modify the

neuropharmacology of the MER and further weaken the resistance

of the organ of Corti to noises.

2. Materials and methods

2.1. Animals

Adult female Long Evans (n = 78) rats weighing approximately

250 g were used in experiments. Animals were purchased from

Janvier breeders (Le Genest St Isle, St Berthevin, 53941, France).

Two rats were housed in each cage (1032 cm2
� 20 cm high)

with irradiated cellulose BCell8 bedding (ANIBED, Pontvallain,

France). All animals were 16-weeks-old before starting experi-

ments. Food and tap water were available ad libitum, except

during exposure periods. Animals were maintained on a 12 h/12 h

day/night cycle during experiments. Room temperature and

relative humidity in the animal facility were 22 � 2 �C and

55 �10%, respectively. The background noise level in the animal

facilities was around 42 dB.

Fig. 1. Experimental protocol. The animals were exposed during 5 consecutive days for 6 h/day. Carbon disulfide (CS2) exposure: each bar represents a period of 15 min

exposure at 250 ppm. Continuous noise exposure: each gray rectangle represents a period of 6 h continuous noise with a LEX,d of 89 dB SPL. Impulse noise exposure: dotted line

represents the temporal structure of the impulse noise emission. Each 7 ms pulse was separated by 15 s and this sequence was repeated during 6 h. Hearing loss was measured

using the cubic distortion product oto-acoustic emissions (DPOAEs) before (DPOAEs1) and after the 5 days of exposure (DPOAEs2). Scanning electron micrographs (SEM): rats

were sacrificed at the end of the exposures. Succinate dehydrogenase (SDH): animals were sacrificed 10 weeks after the end of the exposures.
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The animal facilities are fully accredited (C54-547-10), and

while conducting the research described in this article, inves-

tigators adhered to the Guide for Care and Use of Laboratory

Animals promulgated by the European parliament and council

(Directive, 2010/63/EU, 22 September 2010Directive, 2010Direc-

tive, 2010/63/EU, 22 September 2010). The study protocol used

here was approved by the Lorraine-region ethics committee for

animal experimentation (CELMEA).

2.2. Protocol

A schematic representation of the experimental design is

shown in Fig. 1.

Animals were exposed either to noise (impulse vs. continuous)

and/or to CS2. As a result, there were different groups: impulse

noise, continuous noise, solvent alone, solvent + impulse noise,

and, finally, solvent + continuous noise. The number of controls and

exposed animals for each experiment are described in Table 1. The

rats were exposed during 6 h per day, for 5 consecutive days.

The noise spectrum was an octave band noise (OBN) centered at

8 kHz. The LEX,8h for the continuous and impulse noises were 89

and 84 dB SPL, respectively. For the impulse noise, the duration of

each peak lasted 7 ms and was followed by a 15-s background noise

before the next peak. The solvent exposure conditions were

defined as follows: 250 ppm for 15 min per hour, 6 h per day, 5

consecutive days. The same conditions were applied for combined

exposures. Rats’ hearing was tested with cubic distortion product

oto-acoustic emissions (DPOAEs). Hearing was tested before and

after the 5 days of exposure. Twenty five animals were sacrificed at

the end of the exposure for scanning electronic microscopy (SEM)

analyses; the other animals were allowed to recover for 10 weeks

in the animal facility before performing succinate dehydrogenase

(SDH) analyses.

2.3. Anesthesia

DPOAEs were measured in animals under light anesthesia

induced by a single injection of a mixture of ketamine/xylazine

(45/5 mg/kg). Body temperature was continuously monitored

throughout the procedure using a rectal probe connected to a

system maintaining a body temperature between 34 and 36 �C.

2.4. Hearing tests

DPOAEs are low-level sounds generated by the cochlea and

emitted by the tympanic membrane. The DPOAE procedure was

performed inside a sound-attenuated booth. The custom-designed

DPOAE probe consisted of two transducers generating f1& f2

frequencies and a microphone measuring the acoustic pressure

within the outer ear canal (Shaffer et al., 2003; Venet et al., 2011).

The primary tones were produced by frequency synthesizers

(Pulse, B&K 3110) and emitted by two miniature speakers

(Microphone, B&K type 4191). The difference between the two

tones (L1–L2) was equal to 14 dB. Calibration was performed with a

1/8-inch microphone (B&K type 4138) placed in a specifically

designed cavity with a volume equivalent to the rat’s outer ear

canal. This calibration ensured that f1 and f2 were always emitted

at the target intensities. The response was measured using an FFT

(Fast Fourier Transform) analyzer (B&K PULSE 3110). DPOAE

amplitude was determined by averaging a linear spectrum over 4 s

(N = 382); each FFT epoch lasted 31.25 ms, with a 66.7% overlap. The

f1 to f2 ratio was maintained at 1.2, a ratio that has been reported to

be suitable for studies with rats (Henley et al., 1990). Six couples of

primary tones (f1-f2) were delivered to the left ear: (3–3.6), (4–

4.8), (5–6), (8–9.6), (14.6–17.5), and (21.2–25.4) kHz. To simplify

the presentation of results, hereafter each pair of primaries will be

indicated only by the f2. These six couples of frequencies were

chosen to surround the extent of the hearing loss induced by an

octave band noise centered at 8 kHz. At this intensity, the hearing

loss was expected to be half an octave above the central frequency

of the noise.

Hearing was tested just prior to the 5-day exposure (DPOAEs 1)

and at the end of exposure (DPOAEs 2). The hearing loss was

determined by calculating the difference between the two

measurements (DPOAEs 2–DPOAEs 1) for the control and exposed

rats.

2.5. Carbon disulfide exposure

During the exposure period, all rats (controls, noise-, CS2- or

noise + CS2-exposed) were housed in individual cells within an

inhalation chamber designed to sustain dynamic and adjustable

airflow (5–6 m3.h�1). The chambers were maintained at a negative

pressure of no more than 3 mm H2O. Input air was filtered and

conditioned to a temperature of 22 � 1 �C and relative humidity of

55 �10%.

CS2 vapor was generated using a thermoregulated glass

streamer. The solvent was delivered by a pump and instantaneous-

ly vaporized upon contact with the heated surface. The vapor was

transported through the streamer along with an additional airflow,

into the main air inlet pipe of the exposure chambers. Rats were

exposed to 250-ppm CS2, 15 min per hour for 6 h per day, over 5

consecutive days. Controls (n = 30) were always ventilated with

fresh air.

Effective exposure levels were determined for half of the 15-

min exposures by collecting samples of the chamber’s atmosphere

using glass tubes packed with Carboxen 1000 40/60 mesh

(Supelco). CS2 was desorbed from the adsorbent using methylene

chloride. 2-butanone was added as an internal standard (IS) and

samples were analyzed on a gas chromatograph/mass spectrome-

ter (GCMS-QP2010 Ultra; Shimadzu). CS2 samples were assayed on

a 30 m � 0.25 mm (1 mm film thickness) Rtx-1701 column (with

integra-guard) (Restek), using helium as the carrier gas at a linear

velocity of 45 cm/s. The column temperature program was: 40 �C

Table 1

Number of control and exposed animals for each experiment. CS2: carbon disulfide. CN: continuous noise. IN: impulse noise. DPOAE: cubic distortion product oto-acoustic

emissions. SEM: scanning electron micrographs. SDH: succinate dehydrogenase. Exp: exposed rats. Ctrl: control rats.

Exposure group Hearing measurement Histology

Exposed rats Control rats DPOAE SEM SDH

Exp Ctrl Exp Ctrl Exp Ctrl

CS2 16 16 8 8 4 3 5 5

CN 8 7 8 10 3 3 5 5

CN + CS2 8 8 3 5

IN 8 7 8 3 3 5

IN + CS2 8 8 3 5
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for 3 min followed by an increase to 100 �C at a rate of 20 �C/min.

The sample (1 ml) was injected in split mode with a split ratio of 1/

30. The temperatures for the injection port, transfer line and ion

source were set to 240 �C, 250 �C and 200 �C, respectively. The MS

was operated by electron ionization (70 eV) in selected ion

monitoring mode and ions 43 (for IS) and 76 (for CS2) were

monitored. These analyses allowed daily calibrations to be

performed.

During exposure, a benchtop mass spectrometer (OmniStar

GSD 320 O2) with yttrium-iridium filament (Pfeiffer vacuum) was

also used to continuously monitor the stability of vapor generation

throughout exposure.

2.6. Noise exposures

Two loudspeakers were positioned in the ceiling of the

exposure chambers. Whatever the nature of the noise tested

(continuous or impulse), the spectrum was always an octave band

noise centered at 8 kHz (8kHzOBN) (Fig. 2). The LEX,8h of the noises

was chosen to obtain an equivalent level of hearing loss of

approximately 5 dB with both types of noise. Preliminary experi-

ments were used to determine the conditions producing a 5-dB

difference. Based on the results of these experiments, the LEX,8h of

the impulse noise was chosen as 84 dB SPL, whereas the LEX,8h of

the continuous noise was determined to be 89 dB SPL.

Animals were placed in separate cells during noise exposure to

avoid the creation of natural acoustic screens. The acoustic field

was quite homogenous (�1 dB between the different cells). In

addition, to minimize between-subject differences, the animals

were positioned according to a rotating scheme. Within the

chambers, the background noise was a low-frequency noise

ranging from 63 Hz to 500 Hz. The noise level was approximately

50 dB. Over 500 Hz the background noise was only 30 dB.

2.6.1. Continuous noise

The noise intensity applied for continuous exposure was

90.2 dB SPL for 6 h, which corresponds to a LEX,8h of 89 dB SPL.

2.6.2. Impulse noise

Each sound burst lasted 7 ms and was separated from the

following one by 15 s background noise. The sound-absorbing

acoustic material placed within the exposure chambers allowed a

steady sound pressure level of 116 dB SPL to be maintained for

10 ms, followed by a steep decline. Thus, 90% of the acoustic energy

was dissipated within 10 ms. In these conditions, the LEX,8h, as

calculated according to ISO 9612:2009, was equal to 84 dB SPL.

The MER latency was measured with high time resolution

(2 ms) by recording the DPOAE after acoustic stimulation. The

latency was calculated between the time of the noise impulsion

and the start of decrease in DPOAE amplitudes. The measurements

were repeated with different primaries. The contralateral stimula-

tion intensities ranged from 110 dB to 125 dB. The mean latency

required to trigger the MER was found to be 14 ms [range: 11 to

17 ms]. These results are in accordance with those reported by

Berge et al. (1990) and Pilz et al. (1997). Both of them recorded the

MER latency from cochlear microphonic potentials. As a result, a

15-s period between noise pulses was enough for the middle-ear

muscles to relax. Each noise burst was therefore fully absorbed by

the cochlea, with no attenuation due to the MER.

2.7. Histological analyses

At the end of the noise/CS2 exposures, the cochleae of 25 rats

were harvested for scanning electron microscopy (SEM) analyses

of the organ of Corti. The other animals (n = 40) were returned to

the animal facility for 10 weeks’ recovery before the cochleogram

analyses.

2.7.1. Scanning electron microscopy

Deep anesthesia was induced in rats with a mixture of

ketamine/xylazine. Tissues were then fixed by intracardiac

perfusion with 100 ml heparinized saline followed by 300 ml of

2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.4). The

temporal bones were then removed, the tympanic bullae opened

and the cochleae fixed once again by perilymphatic perfusion with

2.5% glutaraldehyde solution. Following primary fixation for 24 h,

the cochleae were post-fixed with OsO4 1% in 0.1 M cacodylate

buffer (pH 7.4) for 1 h. After dehydration in graded ethanol

concentrations from 25 to 70%, the cochleae were drilled to leave

only a thin layer of cochlear bone.

The cochleae were then dissected to remove the bony capsule,

the spiral ligament, the stria vascularis, the Reissner's, and tectorial

membranes. The organ of Corti was dehydrated in ascending

ethanol concentrations up to 100%. Samples were dried in a

critical-point dryer using liquid CO2 (Leica EM CPD300) and

mounted on brass stubs using conductive silver paint prior to

observation by SEM (Jeol 7400).

2.7.2. Cochleogram

Both the round and oval windows were opened to perfuse the

cochleae with a succinate dehydrogenase (SDH) solution (0.05 M

sodium succinate, 0.05 M phosphate buffer, and 0.05% tetranitro

blue tetrazolium). Cochlea were then immersed in the solution for

1 h at 37 �C before fixing with 4% paraformaldehyde for 24 h.

Cochleae were dissected under a binocular loupe to remove

remaining bone and the lateral cochlear wall. The three turns of the

organ of Corti were mounted in glycerin as a surface preparation to

allow hair cells to be counted (cochleogram). The frequency-place

map established by Müller (1991) was used to determine the

positions of the frequency coordinates along the length of the

organ of Corti. SDH staining density was plotted as a function of

location along the basilar membrane. Hair cell loss was quantified

by counting the number of cells present (blue spots) on the organ

of Corti. A cochleogram showing the percentage hair cell loss as a

function of distance/frequency was plotted for each animal. The

results were averaged across each group of animals for comparison

between groups.

2.8. Statistical analysis

A one way ANOVA was used to analyze the variations of in

DPOAE amplitudes between exposed and control rats. The

variations corresponded to D = [DPOAEs 2–DPOAEs 1]–K. The

constant K was taken as the average of [DPOAEs 2–DPOAEs 1]

calculated for the relevant control group. D variations
Fig. 2. Spectrum of octave band noises centered at 8 kHz. Black area: continuous

noise; Gray area: impulse noise.
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corresponded either the sum of the DPOAE variations at all

frequencies or the DPOAE variation for one frequency. Statistical

results are expressed as follows: F(dfb, dfr) = F-ratio; p = p value, in

which dfb is the number of degrees of freedom between groups,

and dfr is the number of residual degrees of freedom.

A multiple-range test was run to compare the D variation

between groups. This test was performed using the Bonferroni

method expressed as follows: (contrast difference, with � limit).

Similarly, a one way ANOVA was used to analyze the percent

hair cell loss between exposed and control rats.

The standard deviation (SD) is presented throughout the

manuscript as an indicator of the variability of data distribution,

and thus of the significance of the values. The statistical

significance level was set to 5%.

3. Results

3.1. General health

All rats (n = 78) were in good health prior to inducing anesthesia

to perform hearing tests. No significant differences in body weight

were observed between exposed (n = 48) and control groups

(n = 30) following exposure to noise and/or CS2. Before starting

exposure, the average body weight was almost identical for the

control (225.7 � 18.1 g), and exposed groups (226.6 � 9.2 g). At the

end of the exposure period, there were no significant differences in

body weight between exposed animals (229.4 �10.6 g) and control

animals (226.7 � 17.9 g).

3.2. Hearing tests

3.2.1. Carbon disulfide exposure

None of the animals exposed to the nominal CS2 concentration

of 250 ppm (actual [CS2] = 228.8 � 16.4 ppm) showed any signifi-

cant variations in DPOAE amplitudes compared to the amplitudes

measured in control animals for any of the couples of primaries

tested.

3.2.2. Exposure to continuous noise

Exposure to continuous noise with a LEX,8h of 89 dB SPL caused

significant changes to the sum of DPOAE amplitudes [Fgroup
[1,25]=

50.2; p < 0.001]. One way ANOVAs indicated that the hearing loss

differences between exposed (n = 8) and control animals (n = 18)

were significant at all frequencies except at 25440 Hz. The

maximum amplitude of approximately 18 dB was measured at

9600 Hz (p < 0.001) (Meancontrol= 0.2 � 0.53 dB, Meanexposed =

�17.95 �1 dB) (Fig. 3) which corresponds to a half-octave band

above the exposure frequency (8kHzOBN).

3.2.3. Exposure to continuous noise plus carbon disulfide

Combined exposure to continuous noise (LEX,8h = 89 dB SPL) and

to the nominal CS2 concentration of 250 ppm (actual [CS2] = 242

� 15.9 ppm) also affected the sum of DPOAE amplitudes

[Fgroup
[1,25] = 53.28; p < 0.001]. Surprisingly, the hearing loss was

lower than that measured for animals exposed to continuous noise

alone. The differences between exposed (n = 8) and control animals

(n = 18) were significant from 4800 Hz until 17520 Hz. As

previously, the maximum amplitude was localized at 9600 Hz

(Meancontrol= 0.2 � 0.95 dB, Meanexposed = �13.21 �1.52 dB) (data

not shown). The overall effects of this combined exposure are

reported and illustrated in Fig. 4.

3.2.4. Exposure to impulse noise

The impulse noise with a LEX,8h of 84 dB caused a significant

hearing loss difference between exposed (n = 8) and control rats

(n = 18) [Fgroup
[1,25] = 159.5; p < 0.001]. The amplitude of the

hearing loss was 9 dB at 17500 Hz, and more than 6 dB at 9600

and 25440 Hz (Fig. 3). The sum of amplitudes measured at the

frequencies tested was quite similar to that obtained with the 6-h

continuous noise alone (Fig. 4), even though the LEX,8h was lower

for the impulse noise than for the continuous noise. In this

experiment, the variations measured at all the frequencies tested

were clearly significantly different (p < 0.001) between exposed

and control animals; the most severe damage was measured at

17500 Hz (p < 0.001) (Meancontrol= 0.05 � 0.56 dB, Meanexposed =

�9.35 � 0.83 dB).

3.2.5. Exposure to impulse noise plus 250-ppm carbon disulfide

Co-exposure to the nominal CS2 concentration of 250 ppm

(actual [CS2] = 234.9 � 19.1 ppm) associated with the impulse noise

potentiated the traumatic impact of the noise [Fgroup
[1,25] = 183.7;

p < 0.001]. One way ANOVAs tests indicated that the hearing loss

differences between exposed (n = 8) and control animals (n = 18)

were statistically significant (p < 0.001) at all frequencies (data not

shown). As impulse noise alone, the maximum amplitude was

Fig. 3. Hearing loss D: [(DPOAE2- DPOAE1)exp – (DPOAE2- DPOAE1)ctrl] as a

function of the f2 primary for three experimental conditions. [1] CN: 6-h continuous

noise with a LEX,8h of 89 dB SPL (n = 8), [2] IN: impulse noise with a LEX,8h = 84 dB SPL

(n = 8), [3] CS2: 250-ppm of CS2, 15 min per hour for 6 h per day (n = 8). Each curve

indicates the difference in DPOAE amplitude obtained for each couple of

frequencies tested. Values shown correspond to mean � SD.

Fig.4. Comparison of the sum of the variations in DPOAE amplitude measured at

the frequencies tested in the different experimental conditions. [(DPOAE2-

DPOAE1)exp – (DPOAE2- DPOAE1)ctrl] for the five experimental conditions. CN:

continuous noise, IN: impulse noise, CS2: carbon disulfide. Y-axis: sum at 3.6, 4.8, 6,

9.6, 17.5 and 25.4 kHz measured with a 60-dB primary intensity. * = p < 0.05.
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localized at 17500 Hz (Meancontrol= 0.05 � 0.85 dB, Meanexposed =

�16.9 � 1.27 dB).The overall effects of this combined exposure are

reported and illustrated in Fig. 4.

3.2.5.1. Comparison between the different experimental

conditions. Multiple-range test indicated that there were no

significant differences between the extent of hearing loss obtained

between continuous noise (-4.85 � 2.6 dB) vs. impulse noise

(�5.47 � 1.2 dB) (Fig. 4). This result was to be expected as the

LEX,8h of the noises were initially chosen to induce similar levels of

hearing loss between the two groups of animals following

exposure to noise alone.

Also as expected, exposure to CS2 did not provoke any

significant variation in DPOAE amplitudes (0.08 � 0.4 dB). There-

fore, a large difference was measured between the carbon disulfide

group and the other groups of exposed animals (Fig. 4).

In addition, there was a large difference between the DPOAE

amplitudes obtained with the impulse noise plus 250-ppm CS2 and

the other groups. The combination of exposure to CS2 and the

impulse noise significantly increased the differences in DPOAE

amplitude (�9.96 � 2.2 dB) relative to those measured with the

impulse noise alone (contrast difference = 4.49, with limit � 2.59).

Finally, although there was no significant difference between

continuous noise and continuous noise plus CS2, the data shown in

Fig. 4 indicate a decrease in the amplitude. Thus, the continuous

noise plus CS2 group (�4.85 �1.5 dB) showed a less extensive

variation in amplitude than the group exposed to continuous noise

alone.

3.3. Histological analyses

3.3.1. Cochleogram (10 weeks after exposure)

3.3.1.1. Continuous noise alone or in combination with CS2. The

average cochleogram obtained from 5 rats exposed to continuous

noise plus CS2 is shown in Fig. 5. Similar cochleograms were

obtained for the group of animals exposed to continuous noise

alone and the control group (data not shown). For these three

groups, loss of inner hair cells and hair cells on the first outer row

never exceeded 1%. However, losses of 1 and 3% were measured in

the second and third rows of outer hair cells in the animals exposed

to continuous noise or to continuous noise and solvent. Although

the hearing loss induced by the 6-h continuous noise was

significant, there was not visible cell loss on the cochleograms.

The absences of outer hair cells (OHC) at high frequencies (over

50 kHz) reported in the cochleogram were due to the morphology

of the organ of Corti in the region dedicated to the highest

frequency discrimination. The organ of Corti is so straight at the

extermity that only the inner hair cells are present, then appears

the first, the second and finally the third row of outer hair cells.

3.3.1.2. Impulse noise plus CS2 and impulse noise alone. The average

cochleogram obtained for 5 rats exposed to impulse noise alone

was similar to that obtained with controls (n = 5). Like the

continuous noise, the impulse noise did not visibly alter the

cochleogram. However, the combination of CS2 with the impulse

noise provoked significant loss of outer cells at the level of OHC3

[Fgroup
[1,9] = 26.71; p < 0.001] and OHC2 [Fgroup

[1,9] = 22.39;

p = 0.0015], as illustrated in Fig. 6.

In these experimental conditions, a large proportion (28%) of

outer hair cell loss at OHC3 was located in the region correspond-

ing to frequencies ranging from 8 to 13 kHz.

3.3.1.3. 250-ppm carbon disulfide. The average cochleogram

obtained for 5 rats exposed to CS2 alone was similar to that

obtained with control animals (n = 5). For these reasons, the

cochleogram obtained with CS2-exposed rats is not shown here.

The cochleogram was very similar to that obtained for animals

exposed to continuous noise plus CS2 (Fig. 5).

3.3.2. Scanning electron microscopy (at the end of exposure)

Exposure to continuous noise alone (LEX,8h of 89 dB, 6 h/d, 5 d)

or to continuous noise plus solvent (250 ppm, 6 h) did not cause

any obvious injury to stereociliae. Most of the time, samples from

these animals resembled samples from controls (Fig. 7A and B).

When present, injuries were subtle and difficult to evaluate with

regard to controls. In contrast, in rats exposed to impulse noise

(LEX,8h of 89 dB, 6 h/d, 5 d) broken stereociliae were observed, some

Fig. 5. Average cochleogram (n = 5/group) at the end of exposure from sedentary Long Evans rats exposed to 6-h continuous noise [LEX,8h = 89 dB SPL])] plus 250-ppm CS2.

Exposure schedule: 6 h/d, 5 d/w, 1 w. X-axis – upper trace: distance (mm) along the spiral course of the organ of Corti � lower trace: frequency-map. Y-axis: percent hair cell

loss. IHC: Inner hair cells; OHC1 first row of outer hair cells, OHC2 s row of outer hair cells, OHC3 third row of outer hair cells. The gray area indicates the frequency range

explored using DPOAE-based hearing tests.
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of them were even uprooted from the cuticular plates at the level of

the third row of OHC (Fig. 7E and F). Injured stereociliae were

observed in the regions corresponding to the most damaged

frequencies, in a tonotopic area ranging from approximately 4 to

20 kHz. Similar observations were made in the group exposed to

impulse noise plus CS2; in samples from these animals, damaged

stereociliae were observed at the level of the third row of outer hair

cells (Fig. 7C and D).

4. Discussion

The primary findings of this study are that impulse noises are

more damaging to hearing than continuous noises. The data

presented here confirm results obtained in previous studies by our

research group (Lataye and Campo,1996; Campo et al., 2014; Venet

et al., 2015) and by other teams (Henderson and Hamernik, 1986),

demonstrating that the effects of impulse noise do not fit the equal

energy hypothesis. Indeed, when we compared the cochlear effects

of a continuous noise (LEX,8h = 89 dB SPL) with those obtained with

an impulse noise (LEX,8h = 84 dB SPL) with the same spectrum

(8kHzOBN), the latter induced more harmful effects in the cochlea

than the continuous noise although the 5 dB difference between

both LEX,8h. These effects are best illustrated by the histological

data. Thus, stereociliae in the third row of outer hair cells are

clearly damaged after exposure to impulse noise, compared to

those exposed to a continuous noise. Broken and ripped stereo-

ciliae were observed only on organs of Corti exposed to impulse

noises (Fig. 7C, D), even though the LEX,8h was moderate and the

exposure period (one week) was relatively short. Based on these

results, the equal energy principle is obviously inappropriate for

use in designing preventive measures as it fails to effectively

prevent damage/risk to workers' hearing due to impulse noises.

Because of these results, we strongly believe that the temporal

structure (continuous vs. impulse) of noises should be taken into

consideration when developing hearing conservation programs in

the USA and Europe. In the experiments described in this paper, the

maximum intensity (peak level) reached with the impulse noise

exposure was 128 dB SPL. This level is considerably lower than the

noise exposure limits defined either in the USA or Europe. Given

the traumatic effects observed with this level of impulse noise, it

seems clear that the current recommended noise limits are still too

high. Beyond the intensity, the temporal structure of the noise can

affect the efficiency of natural protective mechanisms such as the

MER. Although the impact of a 6-h continuous noise can be quite

well attenuated by the MER, the impact of impulse noise cannot

(Dunn et al., 1991; Lataye and Campo, 1996). Indeed, the acoustic

energy of this type of noise is dissipated into the cochlea before the

MER can be triggered (Borg et al., 1984; Stevin, 1986). Thus, the

MER appears to be a key phenomenon in terms of prevention as it

considerably reduces the acoustic energy absorbed by the inner

ear.

However, exposure to solvents can modify the function of the

MER, and therefore the impact of combined exposure to solvent

plus noise may differ from exposure to noise alone (Wathier et al.,

2016). In the series of experiments presented here, we tested the

effects of a highly lipophilic solvent, CS2, which is known to be

neurotoxic (Clerici and Fechter, 1991). The primary neural lesion

produced by CS2 exposure is central-peripheral distal axonopathy

(Pappolla et al., 1987). In the experiments performed here, no

cochleotoxic effect was observed after CS2 exposure and the

cochleogram for the CS2 group was similar to that for the control

group. We also observed that the outer hair cells functioned

correctly following exposure to CS2 since the DPOAE amplitudes

were the same as prior to exposure (Fig. 4). Although CS2 did not

show a cochleotoxic effect in the conditions applied in this study, it

could modify the MER function. Indeed comparison of the results

obtained after exposure to the continuous and impulse noises

reflected the same phenomenon as previously reported with

aromatic solvents, such as styrene, when associated with noise

(Venet et al., 2015). In the current study, the results show that the

protective effect brought by the CS2 is more weak than that

measured in the styrene study, but the experimental conditions

were also different. The CS2 and styrene exposures lasted 1 week

and 4 weeks respectively, moreover the noise intensity was 5 dB

higher in the current experiment. Such differences can easily

explain the difference of significance between the two experi-

ments. Nevertheless the trend is obvious. Depending on the nature

of the noise, the MER can make a drastic difference in terms of the

Fig. 6. Average cochleogram (n = 5/group) at the end of exposure from sedentary Long Evans rats exposed to impulse noise [LEX,8h = 84 dB SPL] plus 250-ppm CS2. Exposure

schedule: 6 h/d, 5 d/w, 1 w. X-axis – upper trace: distance (mm) along the spiral course of the organ of Corti – lower trace: frequency-map. Y-axis: percent hair cell loss. IHC:

Inner hair cells; OHC1 first row of outer hair cells, OHC2 s row of outer hair cells, OHC3 third row of outer hair cells. The gray area indicates the frequency range explored using

DPOAE-based hearing tests.
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traumatic effects on the cochlea (Campo et al., 2014). We obtained

a synergistic cochlear effect with the following combination: CS2
plus impulse noise, and, as expected and described in Campo et al.

(2014), a tendency to reduction in cochlear injury with the

combination CS2 plus continuous noise. As for styrene (an aromatic

solvent), CS2 can have a rapid pharmacological impact on the

central nervous system (CNS), decreasing the threshold beyond

which the MER is triggered. This effect could be due to a change in

polarization at the level of the plasma membrane (Magnusson

et al., 1998), which could modify the threshold of the MER trigger.

Indeed, toluene (another aromatic solvent) has been shown to

modify the voltage-dependant functioning of Ca2+ channels

involved in the MER (Maguin et al., 2009). These types of

modifications could be the reason behind why the MER threshold

was decreased in the presence of aromatic solvents, or CS2, and

may explain why co-exposure to noise and solvents alters the

impact of continuous noises on subjects' hearing. Given the

duration of exposure and the moderate intensity of the continuous

noise used in the current investigation, CS2 appears to decrease the

MER trigger threshold (consequently it would increase the MER

amplitude) by neuropharmacological effects. This would in turn

reduce the cochleotraumatic effect of the continuous noise. In

stark contrast, co-exposure to impulse noise and CS2 increased the

vulnerability of the organ of Corti, probably due to inefficient

triggering of the MER. This clearly illustrates the risk of

potentiating NIHL when exposures to impulse noise and CS2 are

combined. This effect is shown by the loss of outer hair cells at the

level of the third row, corresponding to frequencies ranging from 8

to 13 kHz which corresponds to half an octave above the central

frequency of the noise exposure spectrum. The solvent-induced

hearing loss is not located at specific frequencies. As shown in

Venet et al. (2015), the damage due to solvents is rather restrained

to noise-stimulated cells (half an octave above the central

frequency of the noise spectrum). Damage to the stereociliae

was observed at the end of the exposure period. Ten weeks post-

exposure, co-exposure to impulse noise plus CS2 triggered or

speeded up the cell elimination process (Fig. 6). In contrast, the

impulse noise alone broke the stereociliae, without inducing a cell

Fig. 7. Scanning electron micrographs of organs of Corti 10 weeks after exposure from Long Evans rats.

Upper panel. Control rats: (A) Low power view (X 2500) showing the organization of stereociliae making up the outer hair cells (OHC) and inner hair cells (IHC); (B) (X 7000)

The W shape of the stereociliae can be observed at approximately 9 kHz.

Central panel. Rats exposed to an impulse noise (LEX,8h of 84 dB) for 1 week. (C) (X 2500) and (D) (X 6000) show typical injury to stereociliae at the level of OHC3. Tonotopic

area: approximately 8 kHz.

Lower panel. Rat exposed to impulse noise plus CS2 for 1 week. (E) (X 2000) and (F) (X 6500) show injuries to stereociliae at the level of OHC3. Tonotopic area: approximately

9 kHz.
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loss after a 10-week recovery period. Whatever the nature of the

synergistic phenomenon, the results obtained in this study

indicated that a moderate concentration of CS2 potentiates the

cochlear damage caused by impulse noise, whereas it reduces the

cochlear damage caused by continuous noise. The explanation for

this paradox is probably that CS2, like styrene, has a rapid

pharmacological impact on the CNS which modifies the efficiency

of the MER. Whatever the physiological explanation, it should be

remembered that impulse noises are more damaging to hearing

than continuous noises, and that their traumatic effects can be

potentiated by CS2.

5. Conclusions

Depending on the nature of noises (impulse vs. continuous),

various levels of traumatic effects can be induced in cochleae.

Impulse noises are clearly more damaging than continuous noises,

when all other acoustic parameters are equivalent (spectrum and

energy). This difference in effects is even more obvious when noise

and solvent exposure are combined. Carbon disulfide has two

different impacts: it can modify the MER and it can potentiate the

severity of impulse noise effects. The stereociliae of the outer hair

cells in the third row are the most vulnerable cellular structures

within the organ of Corti, they are particularly sensitive to co-

exposure to impulse noise plus solvent. Based on results obtained

both with CS2 (non-aromatic solvent) and styrene (aromatic

solvent), it is clear that the nature of the noise and any co-exposure

to solvents should be integrated into hearing conservation

programs devised to help protect workers’ audition. A 5-dB

decrease in action values [80 dB (A) vs. 85 dB (A)] and in peak

values [a recommendation at 125 vs. 130 dB (C) and a required

protection from 130 dB (C) instead of 135 dB (C)] in case of co-

exposure would be a quick and (hopefully) efficient solution.
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A B S T R A C T

Carbon disulfide (CS2) is used in industry; it has been shown to have neurotoxic effects, causing central

and distal axonopathies.However, it is not considered cochleotoxic as it does not affect hair cells in the

organ of Corti, and the only auditory effects reported in the literature were confined to the low-frequency

region. No reports on the effects of combined exposure to low-frequency noise and CS2 have been

published to date. This article focuses on the effects on rat hearing of combined exposure to noise with

increasing concentrations of CS2 (0, 63,250, and 500 ppm, 6 h per day, 5 days per week, for 4 weeks). The

noise used was a low-frequency noise ranging from 0.5 to 2 kHz at an intensity of 106 dB SPL. Auditory

function was tested using distortion product oto-acoustic emissions, which mainly reflects the cochlear

performances. Exposure to noise alone caused an auditory deficit in a frequency area ranging from 3.6 to

6 kHz. The damaged area was approximately one octave (6 kHz) above the highest frequency of the

exposure noise (2.8 kHz); it was a little wider than expected based on the noise spectrum.Consequently,

since maximum hearing sensitivity is located around 8 kHz in rats, low-frequency noise exposure can

affect the cochlear regions detecting mid-range frequencies. Co-exposure to CS2 (250-ppm and over) and

noise increased the extent of the damaged frequency window since a significant auditory deficit was

measured at 9.6 kHz in these conditions.Moreover, the significance at 9.6 kHz increased with the solvent

concentrations. Histological data showed that neither hair cells nor ganglion cells were damaged by CS2.

This discrepancy between functional and histological data is discussed. Like most aromatic solvents,

carbon disulfide should be considered as a key parameter in hearing conservation régulations.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Noise exposure is known to cause hearing loss, and the main

contributor to occupational hearing loss is exposure to high-

intensity noise in the working environment. The permissible

threshold limit values for occupational noise in Europe and the

United States are 87 dB(A) and 90 dB(A), respectively. The types of

injury incurred by the auditory receptor are numerous. For

instance, high-intensity noise or impulse noises can damage the

stereociliae of hair cells (Carreres Pons et al., 2017; Liberman and

Dodds, 1987; Wang et al., 2002); noise can provoke hair cell loss

and even collapse of Hensen cells (Campo et al., 2014; Kurabi et al.,

2016; Wang et al., 2002); some authors have reported possible

Reissner membrane disruptions (Wang et al., 2002); and recently,

synaptopathies and swelling underneath the hair cells were linked

to temporary and permanent hearing loss (Kobel et al., 2016;

Liberman and Kujawa, 2017; Moser et al., 2013; Wang et al., 2002).

Hearing loss induced by low-frequency noises differs from that

caused by mid- or high-frequency noises. For instance, hearing

deficits caused by low-frequency noise cover a wider frequency

window than those induced by mid- and high-frequency noises

(Burdick, 1982). Thus, low-frequency noises first cause damage in

the cochlear region where low-frequencies are discriminated

(apex), then sweep down toward the mid- and high-frequency* Corresponding author.

E-mail address: thomas.venet@inrs.fr (T. Venet).
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regions (base) (Bohne and Harding, 2000). However, the nature of

the damage caused by this type of noise is not well described in the

literature.

Carbon disulfide (CS2) is a volatile, inflammable solvent which

is widely used in the production of viscose rayon fibers and

cellophane films (Rolecki and Tarkowski, 2000). In industrial

viscose production, daily exposures of around 40 ppm have been

reported in the literature (Göen et al., 2014; Vanhoorne et al.,

1995). These exposure levels are well above the threshold limit

values (TWA) authorized in Europe (5 ppm) and the United States,

where the OSHA recommends 20 ppm. Currently, based on

numerous epidemiological studies, experts recommend even

lower limit values, ranging between 1 and 10 ppm (Beauchamp

et al., 1983; Newhook and Meek, 2002).

The most common toxic effects of CS2 reported in the literature

are neurofilamentous axonopathies (Llorens, 2013), which can

affect both sensory and motor neurons (Hirata et al., 1996; Johnson

et al., 1983; Takebayashi et al., 1998). Vascular complications have

also been reported (Kotseva et al., 2001; Partanen et al., 1970;

Sulsky et al., 2002). In rats, an abnormal accumulation of

neurofilaments in the long axons of the peripheral and central

nervous systems has been observed (Clerici and Fechter, 1991;

Gottfried et al., 1985; Knobloch et al., 1979; Pappolla et al., 1987).

Rebert and Becker, 1986, and Hirata et al., 1992, demonstrated CS2-

induced axonopathies in peripheral and central auditory fibers in

rats. In occupational environments, CS2 exposure is most

frequently associated with co-exposure to noise, and significant

hearing loss is often found in co-exposed workers. According to

Chang et al., 2003, Morata, 1989, hearing loss is more frequent and

severe in cases of co-exposure than with exposure to noise alone.

Similar effects have been observed with other aromatic solvents,

and experimental studies in rats clearly demonstrated synergistic

effects on hearing of co-exposure to noise (Campo et al., 2013;

Chen and Henderson, 2009; Pouyatos et al., 2005; Venet et al.,

2015). Very few studies have been performed to date in humans

(Chang et al., 2003; Morata,1989) combining exposure to noise and

CS2, and no histological analyses have been performed in rats.

For these reasons, the main purpose of the current investigation

was to analyze how co-exposure to a low-frequency noise and a

range of CS2 concentrations affected hearing in rats. The impact of

the exposure scenario on hearing was assessed using distortion

product oto-acoustic emissions (DPOAEs) which reflect outer hair

cell (OHC) motility (Avan et al., 2001). OHC are innervated by

afferent nerve fibers (10%) and efferent nerve fibers (90%) which

control their mechanical activity and determine frequency

discrimination (Dannhof and Bruns, 1993). Functional investiga-

tions were complemented by a morphological analysis of the

cochlea. In addition, 2-thiothiazolidine-4-carboxylic acid (TTCA)

was assayed in rat urine as it is known to be the best urinary

metabolic indicator of CS2 exposure in both humans (Riihimäki

et al., 1992) and rats (Cox et al., 1996). Circulating CS2 levels were

also determined in blood.

The results obtained are discussed with regard to current

occupational threshold limits which are supposed to regulate the

risks encountered by all workers, including co-exposed workers.

2. Materials and methods

2.1. Animals

The animal facilities where experiments were performed are

fully accredited by the French Ministry of Agriculture (authoriza-

tion No. D 54–547-10). While conducting the research described in

this article, investigators adhered to the Guide for Care and Use of

Laboratory Animals promulgated by the European Parliament and

of the Council (DIRECTIVE 2010/63/EU, 2010). The study, refer-

enced as APAFIS#3950-201602051 1372481, was approved by the

ethics committee at the Ministry of Education and Research. Adult

female Long Evans rats (n = 117) weighing approximately 250 g

Acronyms

AS Amplitude Shift of DPOAE levels at the end of

exposure

CNS Central Nervous System

CS2 Carbon Disulfide

dB SPL Decibel Sound Pressure Level

dB(A) Decibel weighted A

DPOAEs Distortion Product Oto-Acoustic Emissions

IHC Immunohistochemistry

LEX,8h Equivalent continuous noise level calculated over 8

h

LM Light microscopy

OHC Outer Hair Cells

PAS Permanent Amplitude Shift of DPOAE levels 4

weeks after exposure

PBS Phosphate Buffer Saline

SDH Succinate DeHydrogenase

SEM Scanning electronic microscopy

TTCA 2-Thio-1,3-thiazolidine-4-carboxylic acid

TWA Time Weighted Average. Average exposure within

the workplace using the baseline of an 8-hour day

or 40-hour week work schedule

Fig. 1. Experimental protocol. Exposure to carbon disulfide (CS2) and noise lasted 6 h/day, 5 days/week, for 4 weeks. The LEX,8h for the noise was 105 dB SPL and the spectrum

was an octave band noise (OBN) ranging from 0.5 to 2 kHz. The CS2 concentration was 0, 63, 250 or 500 ppm. Hearing was tested using cubic distortion product oto-acoustic

emissions (DPOAEs) prior to exposure (DPOAE0), at the end of exposure (DPOAE1), and 4 weeks after exposure (DPOAE2). Blood and urine samples were collected at the end of

the exposure period. Histological analyses were performed at the end of the exposure period and 4 weeks post-exposure.
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were used in all experiments. Animals were purchased from

Janvier breeders (Le Genest St Isle, St Berthevin, 53941, France).

Rats were 8-weeks-old when they arrived at the animal facility,

and they were acclimatized for 10 weeks before starting experi-

ments. Thus, all animals were 18-weeks-old at the start of

experiments. Animals were housed two per cage (1032 cm2 �20

cm height) on irradiated cellulose BCell8 bedding (ANIBED,

Pontvallain, France). A 12:12 h light: dark cycle (07:30-19:30)

was maintained in the facility, room temperature was 22 � 2 �C,

and relative humidity 55 �10%. Food and tap water were available

ad libitum, except during exposure. The background noise level in

the animal facilities was around 43.5 dB (A). Animals were weighed

weekly and overall toxicity was assessed.

2.2. Protocol

An overall picture of the experimental design is shown in Fig. 1.

Animals were exposed to a low-frequency continuous noise

with or without concomitant exposure to CS2. The noise spectrum

ranged from 0.5 to 2 kHz, with an equivalent daily noise exposure

(LEX,8h) of 105 dB SPL. Animals were distributed among four

exposure groups coupled with four control groups (Table 1). Each

exposed group was simultaneously exposed to noise and CS2 at 0,

63, 250 or 500 ppm. Exposure lasted for 6 h per day, 5 consecutive

days per week over a total of 4 weeks.

Rats’ hearing was tested using cubic DPOAEs prior to exposure

(DPOAE0), at the end of the exposure period (DPOAE1), and 4

weeks post-exposure (DPOAE2). Blood samples were collected

from eight rats in each CS2-exposed group and from 18 control

animals at the end of the exposure period to analyze the circulating

CS2 concentration. Urine samples were also collected to analyze

TTCA concentrations. Following exposure, 31 animals were

sacrificed to perform light microscopy analysis (LM) and immu-

nohistochemistry (IHC) (Table 1). The other 86 animals were

allowed to recover for 4 weeks in the animal facility. At the end of

the experiment, the cochleae were harvested from all animals to

perform morphological observations: LM, IHC, cochleogram based

on succinate dehydrogenase labeling (SDH), and scanning electron

micrography (SEM) (Table 1).

2.3. Anesthesia

Light general anesthesia was required to record DPOAEs in rats.

Animals were anesthetized by a single injection of a mixture of

ketamine/xylazine (45/5 mg/kg). Body temperature was continu-

ously monitored throughout the procedure using a rectal probe

connected to a system maintaining a body temperature between

34 and 36 �C.

For blood collection, rats were anesthetized with 5% isoflurane

gas and maintained with 3% isoflurane. The gas was administered

through a vaporizer (Isotec 4, Ohmeda), fed by a generator (O2

Millennium 5 Concentrator, Respironics).

For tissue collection, rats were deeply anesthetized with a

mixture of ketamine/xylazine (75/5 mg/kg) (i.p.) before decapita-

tion.

2.4. Hearing testing

Hearing was tested by measuring DPOAEs. Before recording

DPOAEs, an otoscopic examination was performed to verify that

the external ear canal was not obstructed by wax and that there

was no infection in the middle-ear. The device and methodology

used to record DPOAEs are described in detail in Carreres Pons

et al., 2017. Briefly, six pairs of primary tones (f1-f2) were delivered

to the left ear: (3–3.6), (4–4.8), (5–6), (8–9.6), (14.6–17.5), and

(21.2–25.4) kHz. The f1 to f2 ratio for these primaries was always

1.2 (Henley et al., 1990), and the level difference (L1–L2) was equal

to 14 dB. To simplify the presentation of results hereafter, each pair

of primaries will be indicated only by the f2.

Hearing was tested just prior to exposure (DPOAE0), at the end

of exposure (DPOAE1) and 4 weeks after exposure (DPOAE2). The

amplitude shift (AS) measured at the end of exposure was

calculated based on the difference between measurements

(DPOAE1– DPOAE0). The Permanent Amplitude Shift (PAS) was

calculated by determining the difference between DPOAE2 and

DPOAE0 measurements.

2.5. Carbon disulfide exposure

During exposure, all rats (controls, noise, CS2- or noise + CS2-

exposed) were housed in individual cells within an inhalation

chamber designed to sustain a dynamic, adjustable airflow (5–

6 m3.h�1). The chambers were maintained at a negative pressure of

no more than 3 mm H2O. Input air was filtered and conditioned to a

temperature of 22 � 1 �C and relative humidity of 55 �10%.

CS2 was generated using a thermoregulated glass streamer. The

solvent was delivered by a pump and instantaneously vaporized

upon contact with the heated surface of the glass streamer. The

vapor was carried forward with an additional airflow through the

streamer, into the main air inlet pipe of the exposure chambers.

Rats were exposed to 63, 250 or 500 ppm CS2, 6 h per day for 5

consecutive days over 4 weeks. Control animals (n = 52) were

always ventilated with fresh air.

The exposure levels were determined from samples of the

chamber’s atmosphere collected using glass tubes packed with

Carboxen 1000 40/60 mesh (Supelco). CS2 was desorbed from the

adsorbent with methylene chloride (DCM). Methyl-ethyl-ketone

(MEK) was added as an internal standard (IS) and samples were

analyzed on a gas chromatograph/mass spectrometer (GCMS-

QP2010 Ultra, Shimadzu). CS2 samples were assayed on a

30 m � 0.25 mm (1 mm film thickness) Rtx-1701 column (with

integra-guard) (Restek), using helium as the carrier gas at a linear

velocity of 45 cm/s. The column temperature program was: 40 �C

for 3 min followed by an increase to 100 �C at a rate of 20 �C/min.

The sample (1 mL) was injected in split mode with a split ratio of 1/

30. The temperatures for the injection port, transfer line and ion

source were set to 240 �C, 250 �C and 200 �C, respectively. The MS

was operated by electron ionization (70 eV) in selected ion

monitoring mode, tracking ions 43 (for IS) and 76 (for CS2). These

analyses allowed daily calibrations to be performed. During

exposure, a benchtop mass spectrometer (OmniStar GSD 320

O2) with yttrium-iridium filament (Pfeiffer vacuum) was also used

to continuously follow the stability of vapor generation throughout

the exposure period.

Table 1

Number of control and exposed animals used in each experiment. CS2: carbon

disulfide. LF: low-frequency noise. DPOAE: cubic distortion product oto-acoustic

emissions. LM: light microscopy. IHC: immunohistochemistry. SEM: scanning

electron micrography. SDH: cochleogram based on succinate dehydrogenase

labeling. T0: before exposure. T1: at the end of exposure. T2: 4 weeks after exposure.

Total DPOAE LM IHC LM IHC SEM SDH

T0 T1 T2 T1 T1 T2 T2 T2 T2

LF + 0 ppm CS2 30 12 5 4 6 4 4 7

LF + 63 ppm CS2 8 8 / / 4 / / 4

LF + 250 ppm CS2 20 11 4 4 3 3 2 4

LF + 500 ppm CS2 7 7 / / 3 / / 4

Control 52 30 6 8 14 7 4 13
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2.6. Noise exposure

One loudspeaker with two drivers was positioned in the

ceiling of the chambers. The continuous noise lasted for 6 h at

106 dB SPL (LEx,8h = 105 dB). The spectrum was a pink noise

filtered on three octave bands ranging from 0.5 to 2 kHz, which

corresponds to the lowest hearing sensitivity in rats. Animals

were individually placed in compartmentalized cages to avoid

any acoustic screens due to inter-individual interaction. As a

result, the acoustic field was homogenous inside the chamber

(�1 dB between the different cells of the cage). Moreover, the

animals were positioned according to a daily rotating scheme to

minimize between-subject differences.

2.7. Blood sample collection and blood analysis

Blood CS2 concentrations were measured at the end of

exposure. While atmospheric concentrations were maintained

constant in the inhalation chambers, rats were removed individu-

ally using an airlock. Blood was collected from the tail vein in 8 rats

from the CS2 exposure groups and from 18 control animals. As

mentioned previously, animals were anesthetized with isoflurane

gas during blood collection. The rats' tail tip was first warmed in

water, at 39 �C, before blood collection. Blood samples (�0.8 mL)

were dispensed into 2-mL heparinized vials and frozen at �20 �C

until analysis.

Blood samples were acidified with 250 mL HCl (2%) to release

bound CS2 and stirred for 10 min after the addition of 10 mL of an IS

solution (1.5 g/L MEK in DCM) (Lam and DiStefano, 1986). Samples

were extracted with 500 mL DCM. After shaking (for 30 min) and

centrifugation (at 3220g and �4 �C for 20 min), the DCM layer was

analyzed using the same chromatographic conditions as described

for atmospheric monitoring. In these conditions, linearity was

demonstrated between the limit of quantification (=0.3 mg) and

15 mg CS2; the limit of detection for the method was around 0.1 mg,

accuracy was less than �12.4% and precision was close to 15%.

2.8. Urine collection and TTCA analysis

At the end of exposure, 8 animals per group and 18 controls

were placed in individual metabolic-type stainless steel cages with

free access to food and water from 3:00 pm to 9:00 am the

following day. During this 18-h period, urine was collected and

refrigerated by a cooling system surrounding the collection tubes.

Urine samples were frozen immediately after collection and stored

at �20 �C until the day of analysis, when they were thawed just

before use.

The TTCA concentration in urine was determined using an

automated column-switching high-performance liquid chroma-

tography system (Simon and Nicot, 1993). Briefly, dilute urine was

purified on an anion-exchange column, the fraction of interest was

transferred for isocratic analysis on a cyano-amino column. TTCA

was detected by measuring UV absorption at 275 nm.

In these conditions, linearity was demonstrated between the

limit of quantification (=0.15 mg/L) and 50 mg/L; the limit of

detection was below 0.05 mg/L; recovery exceeded 95% and

within- and between-day precision were less than 1% and 4%,

respectively.

2.9. Histological analyses

At the end of the noise and noise-plus-CS2 exposures, cochleae

were harvested from 14 control rats, 9 noise-exposed rats and 8

animals exposed to 250 ppm CS2 + noise for histological analyses

(Table 1). The other animals (n = 86) were returned to the animal

facility for a 4-week recovery period before the final histological

analyses.

2.9.1. Light microscopy analyses

Immediately following exposure or after the 4-week post-

exposure recovery period, animals were deeply anesthetized with

ketamine/xylazine mixture (75/5 mg/kg) (i.p.) before decapitation

and rapid removal of the cochleae. Both the round and the oval

windows were opened and perfused with 2.5% glutaraldehyde in

0.2 M cacodylate buffer. Cochleae were immersed in the same

fixative for 15 days at 4 �C, then rinsed in cacodylate buffer and

post-fixed for 1 h in 1% osmium tetroxide. Cochleae were drilled to

obtain a thin layer of cochlear bone. Samples were decalcified and

then dehydrated in graded concentrations of ethanol up to 100%,

placed in (50/50) resin/propylene oxide, (75/25) resin/propylene

oxide, and embedded in 100% resin (Epon/Araldite). After

polymerization at 60 �C, semi-thin sections (2.5 mm) were cut

parallel to the mid-modiolar plane, stained with cresyl violet and

observed using an Olympus BX41 light microscope.

2.9.2. Immunohistochemistry

At the end of exposure or following the 4-week post-exposure

recovery period, deeply anesthetized animals were perfused by an

intracardiac injection of heparinized saline solution followed by 4%

paraformaldehyde in phosphate buffer saline (PBS). Cochleae were

removed, perfused through the oval and round windows and

immersed in the same fixative for 24 h. Samples were stored at

�20 �C in a cryoprotective solution (glycerol 34.5%, ethylene glycol

30%, PBS 20%, water milliQ 15.5%) until labeling. Cochleae were

drilled and dissected under a light microscope to remove the

cochlear bone capsules, stria vascularis, tectorial and Reissner

membranes. Organs of Corti were cut into three parts: the apical,

medial and basal turns. Samples were rinsed and immersed in a

blocking solution (5% donkey serum and 0.2% triton X-100 in PBS

1x) for 2 h at room temperature. They were then incubated

overnight at 4 �C with the primary antibody solution: rabbit anti-

myosin VIIa (25–6790, Proteus Biosciences, Ramona, CA, USA;

1:200) to visualize hair cells, and mouse anti-NF200 (N0142,

Sigma, Kappelweg, Schnelldorf, Germany; 1:400) to label neuro-

filaments. After rinsing tissues in 0.2% triton X-100 in PBS

(3 � 15 min), samples were incubated (2 � 1h30 at room tempera-

ture) in the secondary antibody solution: Alexa-488 donkey anti-

rabbit (A21206, Invitrogen, Paisley, United Kingdom; 1:500) +

Alexa-555 donkey anti-mouse (A31570, Invitrogen, Paisley, United

Kingdom; 1:500) in 0.2% triton in PBS 1x. Samples were finally

rinsed several times before mounting between slide and cover slip

in Antifade1 for observation using a Leica TCS-SL confocal

microscope.

2.9.3. Scanning electron microscopy

At the end of the experiment, animals were perfused under

deep anesthesia by an intracardiac injection of heparinized saline

solution followed by 2.5% glutaraldehyde in 0.2 M cacodylate

buffer. Cochleae were removed from the skull, perfused and

immersed in the same fixative for 24 h at 4 �C. They were then

rinsed and immersed in 1% osmium tetroxide, 0.2 M cacodylate

buffer for 1 h. Samples were drilled and dissected to expose the

organ of Corti. After dehydration in graded ethanol solutions,

ending with 100% ethanol, the samples were further treated with a

critical-point dryer using liquid CO2, followed by sputter-coating

with gold. Samples were observed and images acquired with a

JEOL7400F scanning electron microscope.

2.9.4. Cochleogram

After 4 weeks of recovery, deeply anesthetized animals were

sacrificed and cochleae were quickly removed. The two windows
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were opened and perfused with succinate dehydrogenase (SDH)

solution (0.05 M sodium succinate, 0.05 M phosphate buffer and

0.05% tetranitroblue tetrazolium). Samples were incubated for 1 h

in the SDH solution at 37 �C before fixing with 4% paraformalde-

hyde in PBS for at least 24 h. Subsequently, the cochleae were

drilled and the organs of Corti were dissected into three parts and

mounted in glycerin on glass slides. All hair cells with detectable

SDH staining under a light microscope (Olympus BX41) were

counted from the apex to the base of the organ of Corti.

Cochleograms were produced for each animal using custom

software based on the frequency-place map established by Müller

(1991). Cochleograms were used to quantify hair cell loss as a

function of distance from the apex of the cochlea.

2.10. Statistical analysis

A one-way ANOVA was used to analyze the statistical

significance of variations in DPOAE amplitudes between exposed

and control rats at each frequency. At the end of the exposure, the

variations corresponded to AS = [DPOAE1–DPOAE0] � K1. The

constant K1 was taken as the average of [DPOAE1–DPOAE0]

calculated for the relevant control group. For the AS values at

3.6 kHz, a “Tobit” model was used to determine the mean and

standard deviation of hearing loss, while also providing an

estimate of the significance of differences between the control

and exposed groups. This model makes it possible to take the

censured DPOAE values, close to or in the background noise into

account. After the 4-week recovery period, variations were

computed as PAS = [DPOAE2–DPOAE0] � K2. Where the constant

K2 was taken as the average of [DPOAE2–DPOAE0] calculated for

the relevant control group. Statistical results were expressed as

follows: F(dfb, dfr) = F-ratio; p = p value, in which dfb is the number

of degrees of freedom between groups, and dfr is the number of

residual degrees of freedom. A one-way ANOVA was also used to

analyze weight variation (after exposure � before exposure)

between groups. A multiple-range test was run to compare

variations between groups. This test was performed using the

Bonferroni method. Finally, a one-way ANOVA was used to analyze

the TTCA concentration and CS2 blood concentration between

groups at the end of exposure. A multiple-range test was run to

compare these variations between groups. This test was performed

using the Bonferroni method.

The standard deviation, SD, is indicated throughout the article

as an indicator of the variability of data distribution. The threshold

for statistical significance was set to 5%.

3. Results

3.1. General health

Animals’ body weight only decreased in the groups exposed to

250 and 500 ppm of CS2. The weight differences recorded between

all the CS2-exposed groups and the other groups (control and noise

groups) were significant [F (4, 116) = 18.68; p < 0.001] at the end of

the exposure. Animals exposed to 500 ppm lost weight (�6.6

� 2.2 g), whereas controls put on weight (+8.0 � 0.8 g). All rats

(n = 117) were in good health prior to anesthesia according to the

standard definition presented by Morton and Griffiths, 1985.

3.2. CS2: atmospheric vs. blood concentrations

The relationship between atmospheric CS2 concentrations and

blood CS2 concentrations measured at the end of exposure is

plotted in Fig. 2. Blood samples were collected just after the end of

the exposure period from eight CS2-exposed rats and 18 control

rats. Significant differences [F (3, 41) = 121.78; p < 0.001] were

found between groups: 63 ppm CS2 (1.8 � 1.0 mg/g), 250 ppm CS2
(3.6 � 0.9 mg/g) and 500 ppm CS2 (8.1 �1.8 mg/g). CS2 concentra-

tions in all samples from control rats were below the limit of

detection for the method. The Bonferroni test indicated significant

differences between the different groups, with blood CS2 concen-

trations increasing as a function of the atmospheric CS2 concen-

trations.

3.3. Atmospheric CS2 vs. urinary TTCA concentrations

Fig. 2 also shows the relationship between the main urinary

metabolite (TTCA) as measured at the end of the exposure period,

and the relevant atmospheric CS2 concentrations. Urine samples

were collected from 8 rats and 18 control rats for 18 h post-

exposure. A statistically significant difference was observed

between groups [F (3, 41) = 90.63; p < 0.001]. In addition, a

significant difference was shown between rats exposed to

63 ppm CS2 (20.8 � 5.4 mg/L) and rats exposed to a higher doses

of CS2. In contrast, no significant difference was found between

groups exposed to 250 ppm (44.7 � 9.2 mg/L) and 500 ppm

(50 � 14.8 mg/L).

3.4. Hearing tests

3.4.1. Continuous noise exposure

Exposure to continuous noise with a LEX,8h of 105 dB SPL caused

significant decreases in the DPOAE amplitudes measured between

3.6 and 6 kHz. The upper frequencies of the DPOAE variation were

one octave higher than the three-octave band noise spectrum used

for the exposure (0.5, 1 and 2 kHz). The maximum variation in AS

was obtained at 4.8 kHz (�13 � 7 dB), whereas variations in PAS

were similar at 3.6 and 4.8 kHz (�5 � 4 dB) (Fig. 3). The AS value at

3.6 kHz was calculated by a “Tobit” model to maintain information

from censured DPOAE measurement values which were too close

to or included in the background noise. Prior to exposure, the

DPOAE amplitudes at 3.6 kHz were lower (approximately 12 dB)

than those measured at other frequencies. Further DPOAE

amplitude reduction following the exposure protocol made it

impossible to measure a DPOAE value above the background noise

for many of the rats. Therefore, the DPOAE could not be precisely

measured at 3.6 kHz in the rat having suffered the greatest hearing

loss. Therefore, the minimal AS values were used in a “Tobit” test to

estimate the hearing loss at this frequency. The same procedure

Fig. 2. Relationship between atmospheric CS2 concentrations (ppm) and blood CS2
or urinary TTCA concentrations. Right y-axis: blood CS2 concentration (mg/g); left

y-axis: urinary TTCA concentration (mg/L). CS2: carbon disulfide, TTCA: 2-Thio-1,3-

thiazolidine-4-carboxylic acid. Statistical comparison was based on the Bonferroni

method, and differences are represented by letters. Groups with the same letter are

not significantly different, whereas those with different letters are. a,b,c: TTCA. d,e,f,

g: CS2 blood burden.
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was used for AS values at 3.6 kHz for all groups. After 4 weeks

without noise, all rats had recovered making the measurement

possible at all frequencies.

3.4.2. 63 ppm CS2 + noise exposure

Significant AS and PAS values were measured from 3.6 to

9.6 kHz. A slight, but not significant (p = 0.15), increase in AS was

noted at 9.6 kHz. The profile of the curves shown in Fig. 4 was

similar to that obtained without CS2, i.e., upon exposure to noise

alone (Fig. 3). The amplitude shifts measured at 4.8 and 6 kHz were

slightly (but not significantly) lower than those measured in the

group exposed to noise alone.

3.4.3. 250-ppm CS2 + noise exposure

Compared to control animals (unexposed rats), the AS for the

group exposed to 250-ppm CS2 + noise were significant from 3.6 to

9.6 kHz (Fig. 5). As a result, the frequency range affected by the AS

was more extensive than that observed with exposure to noise

alone (Fig. 3), and the tendency observed with the 63 ppm

CS2 + noise group was confirmed.

However, after the 4-week recovery period, the frequency range

affected by PAS was identical to that obtained in the noise-only

exposure group: from 3.6 to 6 kHz (Fig. 5). Consequently, the

extension of the window of damaged frequencies was temporary.

The DPOAE variations generated by 250 ppm CS2 + noise were

lower at 4.8 and 6 kHz than those measured in the noise group

(Fig. 3), in particular for AS values.

3.4.4. 500 ppm CS2 + noise exposure

The data obtained with 500 ppm CS2 + noise (Fig. 6), and with

250 ppm + noise (Fig. 5), were similar. The AS calculated from

DPOAE measured at the end of exposure were significant from 3.6

to 9.6 kHz compared to the values determined for the control

group, but the degree of significance was higher at 9.6 kHz than

that recorded with the 250 ppm + noise group.

After the 4-week recovery period, the PAS based on DPOAE

measurements were only significant in the frequency window

ranging from 3.6 to 6 kHz. Variations in DPOAE and their statistical

significance were slightly greater for the 500 ppm + noise exposure

than for the 250 ppm + noise exposure condition.

As for the 250 ppm + noise group, the DPOAE variations of

500 ppm CS2 + noise group at 4.8 and 6 kHz were lower than those

measured in the group exposed to noise alone.

3.5. Histological analyses

3.5.1. Immunohistochemistry

Cochleae from all animals immunolabeled with anti-myosin

VIIa and anti-neurofilament antibodies had similar morphological

features throughout all cochlear segments at the end of the

exposure period and after recover. As shown in Fig. 7, three rows of

Fig. 3. DPOAE variations in the low-frequency noise group (LF).Black line:

AS = [DPOAE1–DPOAE0]Expo� [DPOAE1–DPOAE0]Ctrl. Gray line: PAS = [DPOAE2–

DPOAE0]Expo� [DPOAE2–DPOAE0]Ctrl. Values correspond to mean � SD. Dotted

lines represent the variability in the AS control group (SD). ** p < 0.01, *** p < 0.001,

significantly different from the mean for the control group, Bonferroni test.

Fig. 4. DPOAE variations in the group exposed to 63-ppm CS2 plus low-frequency

noise Black line: AS = [DPOAE1–DPOAE0]Expo� [DPOAE1–DPOAE0]Ctrl. Gray line:

PAS = [DPOAE2–DPOAE0]Expo� [DPOAE2–DPOAE0]Ctrl. Values correspond to mean

� SD. Dotted lines represent the variability in the AS control group (SD). ** p < 0.01,

*** p < 0.001, significantly different from the mean for the control group, Bonferroni

test.

Fig. 5. DPOAE variations in the 250-ppm CS2 plus low-frequency noise groupBlack

line: AS = [DPOAE1–DPOAE0]Expo� [DPOAE1–DPOAE0]Ctrl. Gray line:

PAS = [DPOAE2–DPOAE0]Expo� [DPOAE2–DPOAE0]Ctrl. Values correspond to means

� SD. Dotted lines represent variability in the AS for the control group (SD). **

p < 0.01, *** p < 0.001, significantly different from the mean for the control group,

Bonferroni test.
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OHCs and one row of inner hair cells could be identified thanks to

the anti-myosin VIIa antibody. No loss of hair cells related to any

treatment was observed. The anti-neurofilament antibody consis-

tently labeled the afferent terminals contacting the inner hair cells,

and no differences were observed between exposed (Fig. 7A) and

control (Fig. 7B) animals, either following exposure or after the

recovery period. Neither the noise nor the CS2+ noise co-exposure

caused overt effects in the distribution of afferents and their

neurofilament content.

3.5.2. Light microscopy

The organ of Corti and the spiral ganglion were examined in

semi-thin sections from epoxy-resin-embedded specimens. In all

sections, the morphology was similar to that described in the

literature for control adult rats. In the organ of Corti, the inner hair

cells, three rows of OHCs, Deiters’ cells and Hensen’s cells were

observed with normal morphological features. Normal morpholo-

gy was maintained for control group (Fig. 8C) and for all exposure

groups, including rats exposed to 500 ppm-CS2 + noise (Fig. 8A),

and all cochlear regions, including the apical turn of the cochlea,

which is the region dedicated to the discrimination of low-

frequencies. The organ of Corti was no different at the end of

exposure and after the 4-week post-exposure recovery period.

Moreover, the spirals ganglion images of control rats (Fig. 8D) were

similar to those of exposed rats (Fig. 8B). No damage to the spiral

ganglion cells was induced by exposure to noise or co-exposure to

CS2+ noise. Therefore, the cochleae remained morphologically

intact regardless of the exposure conditions and the moment of

observation.

3.5.3. Cochleogram

After the recovery period, the cochleograms obtained for the

control (Fig. 9) and exposed groups were similar. Regardless of the

group considered, very small numbers of hair cells were lost along

the organ of Corti. For all the groups, loss of inner hair cells and of

hair cells from the first row of OHC never exceeded 1%, and in the

second and third rows of OHC losses of 1 or 2% were recorded.

Fig. 10 shows an average cochleogram obtained from four rats

exposed to low-frequency continuous noise plus 500-ppm CS2.

Similar cochleograms were obtained for all the other groups tested,

including controls (Fig. 9). Although the hearing loss induced by

the low-frequency noise was significant, no cell loss was visible on

the cochleograms. Like for exposure to noise alone, co-exposure to

noise and solvent did not visibly alter the cochleogram (Fig. 10).

The absence of some OHCs seen at the extreme base (over

50 kHz) reported in the cochleogram is not due to CS2, but to the

morphology of the organ of Corti. The organ of Corti is narrow in

this region, so inner hair cells appear first, followed by the first,

second, and finally the third row of OHCs.

3.5.4. Scanning electron microscopy

Auditory sensory epithelia were observed by scanning electron

microscopy in control rats and in rats exposed to low-frequency

noise alone and in rats co-exposed to both noise and 250-ppm of

Fig. 6. DPOAE variations in the 500-ppm CS2 plus low-frequency noise group Black

line: AS = [DPOAE1–DPOAE0]Expo� [DPOAE1–DPOAE0]Ctrl. Gray line:

PAS = [DPOAE2–DPOAE0]Expo� [DPOAE2–DPOAE0]Ctrl. Values correspond to mean

� SD. Dotted lines represent variability in the AS control group (SD). *** p < 0.001,

significantly different from the mean for the control group, Bonferroni test.

Fig. 7. Representative image of the auditory sensory epithelia showing the organ of Corti immunolabeled with the rabbit anti-myosinVIIa antibody (green) and the mouse

anti-neurofilament 200 (red). Yellow color corresponds to overlapping of the green and red signals. The images shows organs of Corti from the middle turn around 6 and 7 kHz

of a rat from the group exposed to 250 ppm of CS2 plus noise for 4 weeks (A) and a control rat (B). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader

is referred to the web version of this article.)
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CS2 (but not other concentrations). Regardless of the group, no

evidence of injury to stereociliae was observed (Fig. 11B,C).

In fact, samples from all these animals looked like control

samples (Fig. 11A). These data demonstrated that neither the low-

frequency noise nor the combination of noise and CS2 caused

injury to stereociliae.

4. Discussion

Following exposure to noise and/or solvent, all rats were in

good health and showed no signs of suffering: no prostration, food

intake was normal, and animals’ fur had a good-looking aspect.

Some effects on body weight were observed, with decreased

Fig. 8. Representative image of the auditory sensory epithelia from a rat co-exposed to CS2 plus noise. The light microscopy image was acquired at the end of the recovery

periodImage of an organ of Corti (A) and apical spiral ganglion (B) from a rat exposed to 500-ppm CS2 plus noise for 4 weeks. Image of an organ of Corti (C) and apical spiral

ganglion (D) from a control rat.

Fig. 9. Average cochleogram (n = 4/group) from control group 4 weeks after recovery period. X-axis � upper trace: distance (mm) along the spiral course of the organ of Corti

� lower trace: frequency-map. Y-axis: percent hair cell loss. IHC: Inner hair cells; OHC1 first row of outer hair cells, OHC2 second row of outer hair cells, OHC3 third row of

outer hair cells. The gray area indicates the frequency range explored using DPOAE-based hearing tests.
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weight only in groups exposed to 250 and 500 ppm of CS2. The

greatest weight loss was observed at 500 ppm, at �6.6 � 2.2 g. In

contrast, control animals put on weight (+8.0 � 0.8 g). In general,

2.6% total bodyweight was lost following exposure to 500 ppm CS2,

which is a reasonable proportion. These data are consistent with

the scientific literature, where weight loss caused by exposure to

CS2 has previously been reported (Hirata et al., 1992; Rebert and

Becker, 1986).

In the current study, the actual CS2 exposure was assessed by

determining CS2 concentrations in blood, and TTCA in urine. The

metabolite provides a specific and sensitive measurement of

exposure to CS2 (Campbell et al., 1985; Drexler et al., 1995), and is

used today as a relevant biological indicator of occupational

exposure to CS2 (Thienpont et al., 1990). The data obtained showed

an increase in blood CS2 concentration, and in the urinary

concentration of TTCA which was proportional to the atmospheric

CS2 concentration.

In terms of the metabolite, the increase in TTCA between 250

and 500 ppm of CS2 was only 12%, even though the atmospheric

CS2 concentration doubled. In contrast, a 115% increase in TTCA was

observed between 63 and 250 ppm of CS2 (a 4-fold increase in

exposure). These results suggested saturation of the metabolic

pathway for CS2 conjugation at higher atmospheric concentra-

tions. But the strong increase in blood concentration from 250 ppm

(Fig. 2) leads us to suspect that all the metabolic pathways were

saturated in our animals. This saturation is in agreement with

previous observations (Kivistö et al., 1995; Moorman et al., 1998).

Indeed, Kivistö et al., 1995, demonstrated that urinary excretion of

TTCA in rats exposed to 50 or 500 ppm for 6 h was not affected by

pre-treatment with P-450 enzyme inducers or glutathione

depletors. In addition, Moorman et al., 1998, showed that the

circulating CS2 concentration in rats exposed by inhalation to 500

and 800 ppm for 13 weeks compared to animals exposed to 50 ppm

was higher than would be predicted if the relationship between

atmospheric concentration and received dose were directly

proportional.

The spectrum of the noise to which animals were exposed was

spread out over the three octave bands (frequency ranged from

Fig. 10. Average cochleogram (n = 4/group) 4 weeks after exposure to low-frequency continuous noise plus 500-ppm of CS2. X-axis � upper trace: distance (mm) along the

spiral course of the organ of Corti � lower trace: frequency-map. Y-axis: percent hair cell loss. IHC: Inner hair cells; OHC1 first row of outer hair cells, OHC2 second row of outer

hair cells, OHC3 third row of outer hair cells. The gray area indicates the frequency range explored using DPOAE-based hearing tests.

Fig. 11. Scanning electron micrographs of organs of Corti from Long Evans rats at approximately 9 kHz.

(A): Organ of Corti (X 2500) from a control animal showing the organization of stereociliae on the outer hair cells and inner hair cells.

(B): Organ of Corti (X 2500) from a rat exposed to low-frequency noise. LEX,8h 105 dB SPL, 6 h per day, 5 days per week for 4 weeks.

(C): Organ of Corti (X 2000) from a rat co-exposed to noise and CS2 (250-ppm). Low-frequency noise (LEX,8h of 105 dB SPL) plus 250-ppm of CS2, 6 h per day, 5 days per week for

4 weeks.
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0.35 to 2.8 kHz). Just after the exposure period, a hearing loss was

recorded over a frequency window ranging from the lowest

frequencies measurable with DPOAEs (3.6 kHz) up to 6 kHz (Fig. 3).

This hearing loss extended to more than one octave beyond the

spectrum of the noise exposure, and was thus broader than

expected. Indeed, it has been reported that the mid-frequency-

induced hearing loss is located half an octave above the noise

spectrum (Campo et al., 2011; McFadden, 1986). After a 4-week

recovery period, the frequency window for the hearing loss was

identical, although the magnitude decreased around 5 dB. Thus,

there was partial recovery of the peripheral auditory capacity.

Interestingly, this hearing loss was not associated with histopath-

ological damage. At the end of the exposure period, no evidence of

excitotoxicity was observed. Thus, we found no alteration at the

level of neurofilament expression in the afferent terminals

associated with the IHC, nor hair cell loss. No vacuolization

underneath the inner hair cells reflecting excitotoxicity was

observed at the end of the exposure period. The density of the

cellular bodies and their morphological features were comparable

in control and exposed rats (whatever the exposure group). In

addition, the stereociliae had a perfectly normal aspect. While

DPOAEs are a specific indicator of global OHC function (Avan et al.,

2001), no histopathological changes were found to explain the

decrease in DPOAE amplitudes.

This unexpected result could be explained by a number of

mechanisms. First, a slight mechanical decoupling of the stereo-

ciliae from the tectorial membrane (Zwislocki, 1984) or a

modification in the stiffness of the stereociliar rootlets could have

affected the mecanosensorial process of transduction at the level of

the OHCs (Liberman and Dodds, 1987). Alternatively, a dysfunction

in the feedback control loop of the OHC could have caused

reorganization of the synapses underneath the hair cells of the

organ of Corti (Liberman and Kujawa, 2017) for both types of

neuron terminations or an alteration of the efferent fibers (90% of

which are connected to OHC). In both of these cases, the number of

cellular nuclei and fibers would remain unchanged, despite the

inefficacity of the auditory peripheral system.

At the end of the exposure period, the auditory deficits

measured at noise-injured frequencies (3.6, 4.8 and 6 kHz) in co-

exposed animals were lower than those recorded in rats exposed to

noise alone. This effect of CS2 was already observable at 63 ppm.

This observation may be somewhat unexpected, but we know that,

in the case of other solvents, moderate concentrations can have a

neuropharmacological effect which prevails over their cochle-

otoxic effects (Campo et al., 2014; Carreres Pons et al., 2017). This

neuropharmacological effect consists in a significant decrease in

the threshold of noise/sound required to trigger the middle-ear

reflex, one of these functions of which is to reduce the acoustic

energy reaching the cochlea.

The neuropharmacological effect of CS2 on the middle-ear

reflex was assessed with 63 ppm, which is 12 times the European

threshold limit value and only 3 times the American TWA; the

effect becomes obvious at 250 ppm.

However, CS2 is not known to be a cochleotoxic agent like

aromatic solvents, but is more likely to be an ototoxic agent causing

a retrocochlear pattern of hearing loss (Hodgkinson and Prasher,

2006; Vyskocil et al., 2012). In the present experiment, neuro-

pharmacological effects were detectable at all concentrations,

which is not the case with cochleotoxic solvents (Campo et al.,

2014).

Compared to the effects of noise alone, which were restricted to

a window up to 6.3 kHz, co-exposure to CS2 plus noise resulted in a

dose-dependent broadening of the window of injury, with

frequencies up to 9.6 kHz affected. At 63 ppm, the 2-dB deficit at

9.6 kHz was not significant, but the tendency was nevertheless

clear. Interestingly, at the end of the 4-week recovery period, the

frequency range injured in the co-exposed groups was identical to

that in the group exposed to noise alone. Therefore, the extension

of the injury to a broader frequency range upon exposure to CS2
appears to be a temporary phenomenon. Temporary hearing loss

due to CS2 exposure has previously been reported in rats (Hirata

et al., 1992) and may also occur in humans (Hirata et al., 1996).

The enlargement of the window of affected frequencies could

be explained by a central effect, and more specifically the efferent

pathway which could alter the function of the peripheral sound

receptor. It is noticeable that impaired frequencies neighbored the

noise-injured frequencies (9.6 kHz vs. 6 kHz). Consequently, it is

possible that CS2 alters the metabolism of the nerve cells involved

in the discrimination of acoustic frequencies through the so-called

tonotopic process.

5. Conclusions

CS2 can potentiate the effects of noise over a broader frequency

range than noise alone. The phenomenon is temporary and does

not seem to generate permanent supplementary auditory deficits.

No morphological change was revealed at the level of the inner ear,

which means that the functional deficits recorded in the present

study could not be explained by major injury to the organ of Corti,

or the ganglion neurons.

However, in the present study, exposure to CS2 lasted only 4

weeks, which is quite short compared to other studies reporting

neurotoxic effects of CS2 at the level of the auditory pathways. In

case of longer exposure, during an occupational career, the effect

could be permanent as related by epidemiological studies. It is

clear that a follow-up of the workers co-exposed to noise and CS2
should be taken into consideration in hearing conservation

programs.

The results obtained reinforce the need to consider co-

exposures when determining occupational threshold limits.
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Acronyms 

CS2: carbon disulfide 

VOR: vestibulo-ocular reflex 

PRN: post-rotatory nystagmus 

PCR: Polymerase chain reaction 

dB(A): A-weighted decibel 

 

 

 

Highlights 

1. Co-exposure to low-frequency noise and carbon disulfide temporarily perturbs vestibular 

function. 

2. Carbon disulfide alone causes a reversible decrease of post-rotatory nystagmus saccade 

number; low-frequency noise alone has no effect. 

3. No evidence of carbon disulfide-induced peripheral vestibulotoxicity was found. 

4. Carbon disulfide may trigger reversible central neurochemical effects that impair the 

vestibulo-ocular reflex. 

 

 

  



 

242 

 

Abstract 

Chronic occupational exposure to carbon disulfide (CS2) has debilitating motor and sensory 

effects in humans, which can increase the risk of falls. Although no mention of vestibulotoxic 

effects is contained in the literature, epidemiological and experimental data suggest that CS2 

could cause low-frequency hearing loss when associated with noise exposure. Low-frequency 

noise might also perturb the peripheral balance receptor through an as-yet unclear mechanism. 

Here, we studied how exposure to a low-frequency noise combined with 250-ppm CS2 

affected balance in rats.  

Vestibular function was tested based on post-rotary nystagmus recorded by a video-

oculography system. These measurements were completed by behavioral tests and analysis of 

the cerebellum to measure expression levels for gene expression associated with 

neurotoxicity. Assays were performed prior to and following a 4-week exposure, and again 

after a 4-week recovery period. Functional measurements were completed by histological 

analyses of the peripheral organs. 

Nystagmus was unaltered by exposure to noise alone, while CS2 alone caused a moderate 

19% decrease of the saccade number. In contrast, co-exposure to 250-ppm CS2 and low-

frequency noise decreased both saccade number and duration by 33% and 34%, respectively. 

After four weeks, recovery was only partial but measures were not significantly different from 

pre-exposure values. 

Real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) analysis of cerebellar tissue 

revealed a slight but significant modification in expression levels for two genes linked to 

neurotoxicity in CS2-exposed animals. However, neither histopathological changes to the 

peripheral receptor nor behavioral differences were observed. Based on all these results, we 

propose that the effects of CS2 were due to reversible neurochemical disturbance of the 

efferent pathways managing post-rotatory nystagmus. Because the nervous structures 
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involving the vestibular function appear particularly sensitive to CS2, post-rotary nystagmus 

could be used as an early, non-invasive measurement to diagnose CS2 intoxication as part of 

an occupational conservation program. 

 

Key-words 

Carbon disulfide; Low-frequency noise; Post-rotatory nystagmus; Rat; Vestibular system. 
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1. Introduction 

Carbon disulfide (CS2) is a lipophilic solvent used in the production of viscose rayon and in 

agriculture (Rolecki and Tarkowski, 2000); it is also a metabolic product of the therapeutic 

drug disulfiram, used to treat chronic alcoholism (Goh and Morgan, 2017; Strume, 1965). 

Chronic exposure to CS2 is linked to several symptoms including neuropsychiatric, motor and 

sensory disturbances (Sułkowski et al., 1992) as well as vascular complications (Chang et al., 

2007; Wood, 1981). Similar symptoms have been observed in both animals (Hoffmann and 

Müller, 1990) and humans (Kotseva et al., 2001). Today, CS2 is classed as a neurotoxic 

compound capable of causing distal axonopathies (Graham et al., 1995; Llorens, 2013; 

Pappolla et al., 1987). In addition, CS2-induced low-frequency hearing loss and effects on 

balance have been reported in humans (Chang et al., 2003; Morata, 1989; Sułkowski et al., 

1992). However, we currently lack information on possible vestibulo- or cochleo-toxic 

effects. 

Since the 1980s, a small number of animal studies have shown that noise, and more 

specifically low-frequency noise, is detected by, and perturbs, the vestibular receptor (Cazals 

et al., 1982; Tamura et al., 2012). Therefore, both solvents and noise could affect balance. 

Because solvents have been shown to potentiate the cochleo-traumatic effects of noise 

(Campo, 2015; Morata et al., 1993), it appeared necessary to study the impact of co-exposure 

to CS2 and low-frequency noise on the vestibular system, and thereby on balance. 

Vestibular function can be assessed by measuring the vestibulo-ocular reflex (VOR). In an 

attempt to compensate for rotation of the head, the VOR generates eye movement to stabilize 

the image on the retina. During the acceleration phase of rotation, these eye movements 

generate nystagmus, a cyclic activity composed of a slow phase that is the result of the VOR, 

and a rapid phase, or resetting saccade, which is controlled by the central nervous system and 

brings the eyes back to the initial position before beginning a new cycle. Nystagmus is the 
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result of the vestibular nuclei receiving afferent signals from semicircular canals, and sending 

efferent signals to the abducens and oculo-motor nuclei, which control eye movements 

(Goldberg et al., 2013). The cerebellum plays an essential role in optimizing all classes of 

reflexes, it guarantees the precision of ocular movements to optimize visual performance and 

is central to both real-time control and long-term calibration and learning (Beh et al., 2017). 

Odkvist et al., 1979 were the first to describe use of the VOR to assess the toxicity of solvent 

toward the vestibular system. These authors observed alterations to the VOR in both rabbits 

and humans after exposure to solvents. A decade later, Nylén et al., 1991 and Niklasson et al., 

1993 used the same technique to detect impaired balance in rats. These results demonstrate 

that exposure to solvents can perturb the balance function, and that the amplitude of the effect 

can be assessed by VOR measurements. 

One manifestation of the VOR is the post-rotary nystagmus (PRN). The PRN is the 

nystagmus observed after the end of a sustained rotation, due to inertial movement of the 

endolymph, the fluid in the inner ear that plays a critical role in vestibular transduction. PRN 

analyses have been proposed to detect brainstem and cerebellar disorders (Angelaki et al., 

1995, 1996; Wennmo et al., 1981), and as a clinical test to investigate possible toxic effects of 

drugs on the vestibular system (Song et al., 1997). For example, PRN was used to study how 

metals affect balance (Mameli et al., 2001, 2006). 

In addition to eye movements, the vestibular system also controls posture and body 

movement. In laboratory rodents, vestibular dysfunction leads to altered motor behavior and 

defects in several reflex responses. A number of behavioral tests have been validated to assess 

vestibular function by examining this behavior (Boadas-Vaello et al., 2005, 2017; Llorens et 

al., 1993; Llorens and Rodríguez-Farré, 1997; Soler-Martín et al., 2007) 
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An extensive literature search revealed no animal studies of the effects of CS2 on the 

vestibular system, or of the effects of simultaneous exposure to noise and CS2. Therefore, we 

chose to assess functional perturbation of the central and peripheral vestibular systems in 

Long Evans rats using PRN and behavioral tests. Rats were exposed daily (6 hours) to 250-

ppm CS2 and/or noise for 4 weeks. The CS2 concentration, which is equivalent to about 40 

times the European threshold limit value (TLV, 5 ppm over 8 hours, i.e., 6.6 ppm over 6 

hours), was selected based on a preliminary dose-response study, as it was the lowest dose 

inducing PRN changes when combined with low-frequency noise. Finally, the effects of the 

exposure on the vestibular receptors were assessed by histological analyses, and effects on 

cerebellar mRNA expression were measured by quantitative RT-qPCR. 
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2. Materials and Methods 

2.1 Animals 

The animal facilities are fully accredited (authorization n° D 54-547-10) by the French 

Ministry of Agriculture. While conducting the research described in this article, investigators 

adhered to the Guide for Care and Use of Laboratory Animals promulgated by the European 

parliament and council (DIRECTIVE 2010/63/EU, 2010). The study, referenced as 

APAFIS#3950-201602051 1372481, was approved by the Ministry of Education and 

Research. Adult female Long Evans rats (n=133) weighing approximately 250 g were used in 

all experiments. Animals were purchased from Janvier breeders (Le Genest St Isle, St 

Berthevin, France). Rats were 8 weeks old when they arrived at the animal facility and they 

were acclimatized to the laboratory conditions for several weeks before starting experiments 

(animals were 18 weeks old at the beginning of experiments). They were housed two per cage 

(1032 cm
2
 x 20 cm height) on irradiated cellulose BCell8 bedding (ANIBED, Pontvallain, 

France). A 12:12 h light:dark cycle (07:30-19:30) was maintained along with a constant 

temperature of 22±2 °C and relative humidity of 55±10%. Food and tap water were available 

ad libitum, except during exposure. The background noise level in the animal facility was 

approximately 43.5 dB(A). Animals were weighed weekly and monitored for overall toxicity, 

as defined by Morton and Griffiths, 1985. 

2.2 Protocol 

An overview of the experimental protocol is shown in Figure 1. 

Insert Figure 1 about here 
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Figure 1. Experimental protocol. Animals were exposed to 250-ppm carbon disulfide (CS2) 

and noise 6 h/day, 5 days/week, for 4 weeks. The noise exposure was a pink noise filtered 

over three octave bands at 0.5, 1 and 2 kHz at a dose of LEX,8h = 105 dB SPL. Vestibular 

function was measured based on post-rotary nystagmus (PRN) and behavioral tests (tail-lift 

and air-righting) prior to exposure (T0), following exposure (T1), and 4 weeks post-exposure 

(T2). Histological analyses were done at the end of the exposure and post-exposure periods. 

RT-qPCR: real-time quantitative polymerase chain reaction. 

 

Animals were exposed to 250-ppm CS2 alone, or to a low-frequency continuous noise with or 

without CS2. The LEX,8h of the noise was 105 dB SPL. The spectrum was a band-pass filtered 

over three octave bands at 0.5, 1 and 2 kHz. Exposure lasted 6 h per day over 5 consecutive 

days for 4 weeks. The number of controls and exposed animals are presented in Table 1. 

Method PRN Behavior LM IHC Scanning 

electron 

microscopy 

RT-

qPCR 

 

Time-points T0 / T1 

/ T2 

T0 / T1 / 

T2 

T1 T2 T1 T2 T2 T1 Total number of 

animals 

Controls 41 20 10 10 10 6 6 8 65 

CS2 8 8 5 5 5 3 0 0 16 

Noise 12 8 0 0 0 0 4 0 30 

CS2 + Noise 13 8 4 4 4 3 4 8 22 

Table 1. Number of control and exposed animals used in the different experimental 

conditions. Several experimental techniques were performed on the same animals. CS2: 

carbon disulfide; PRN: post-rotatory nystagmus; IHC: immunohistochemistry; LM: light 

microscopy; RT-qPCR: real-time quantitative polymerase chain reaction; T0: prior to 

exposure; T1: right after exposure; T2: 4-week post-exposure. 
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Vestibular function was measured based on PRN and behavioral tests. These tests were 

performed prior to and after exposure, and 4 weeks post-exposure. Thirty eight animals were 

sacrificed at the end of the exposure period to allow morphological analyses and perform 

immunohistochemistry (Table 1). The remaining 62 animals were left in their home cage to 

recover for 4 weeks. At the end of the experiment, all animals received a deep dose of 

anesthesia and were euthanized to collect the brain and the vestibular sensory epithelia. 

2.3 Anesthesia 

Prior to surgery, rats were anesthetized by a single injection of a mixture of ketamine/xylazine 

(45/5 mg/kg). Body temperature was monitored throughout the procedure using a rectal probe 

connected to a system maintaining a body temperature between 34 and 36 °C. For tissue 

collection, rats were deeply anesthetized with a mixture of ketamine/xylazine (75/5 mg/kg). 

2.4  Surgical procedure 

To immobilize the animal during the PRN procedure, a screw nut was placed on the skull. 

Surgery was performed two weeks before performing measurements. An incision of about 1.5 

cm long was made in the skin over the vertex under sterile conditions. The skull was cleared 

by cutting through the connective tissue, scraped, and devitalized by applying silver nitrate. A 

thin layer of cyanoacrylate glue was spread on the dried skull to affix the screw nut to the 

bone. The nut was then embedded in dental cement (Taab 2000®). Rats were isolated during 

the recovery period and monitored closely for two weeks. 

2.5 Habituation period 

One week after surgery, the animals were progressively habituated to the PRN procedure. The 

first step consisted in a simple manipulation of the rats. Then, they were immobilized in a 

dark room with a soft snuggle-restraint device leaving the head free. The final step was to 

immobilize the head using the screw. In total, the habituation phase lasted 10 days before 

starting PRN measurements. 
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2.6  Post-rotatory nystagmus test 

Experiments were carried out during daylight hours in a darkroom. The test apparatus 

consisted of a dark circular arena (102.5 cm diameter) containing a horizontal turntable. A 

system to hold a rat was fixed on the turntable, centered 88 mm from the rotation axis. As a 

result, the rat was rotated around its own body axis (located approximately between its 

shoulder blades). The metal plate, cylinder, turntable, camera holder and all the other custom 

equipment were made at INRS (France). 

To stabilize the animal’s head during rotation, it was held with a screw placed on a metal bar 

in the center of the turntable. The head was fixed at 30 ° with the nose pointing down to 

horizontally align the lateral semicircular canals. The turntable could rotate 360 °. The 

maximal acceleration and deceleration were 870 °/s². The rotatory stimulation lasted 40 

seconds at 90 °/s. After rotation, horizontal movement of the left pupil was recorded in the 

dark using an RK-826PCI eye tracker, which is a high-resolution infra-red camera recording 

system (240 Hz sampling rate; ISCAN, Inc. 21 Cabot Road Woburn, MA 01801 USA), 

placed in a holder on the wall. The VOR parameters recorded were the number and duration 

of saccades (see Fig. 2C-E). Occasionally, the rat temporarily closed its eyes during the post-

rotation period, preventing continuous capture. In these cases, it was impossible to count the 

saccade number, but its duration could still be measured. This explains the differences in 

numbers of animals included in the PRN saccade number and duration data presented in the 

results. 

2.7 Behavioral tests 

Two motor reflex tests suitable for the quantitative evaluation of vestibular dysfunction in rats 

were used (Martins-Lopes et al., 2017) 

(1) The tail-lift reflex test consists in lifting the rat by the tail and observing their 

behavior: healthy rats exhibit a “landing” response with forelimb extension, whereas rats 
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suffering from vestibular dysfunction bend ventrally, sometimes “crawling” up toward their 

tails. The angle between the vertex/tail root line and the vertex/nose line was captured by 

high-speed video recordings (GoPro hero 4 black edition) and analyzed using Kinovea 

software. 

(2) The air-righting reflex test consists in dropping the animals in supine position 

from a height of 40 cm onto a foam cushion. Healthy rats can right themselves in the air, 

whereas vestibular dysfunction prevents righting. The duration of the air-righting movement 

was measured by video recordings using the same equipment as the tail-lift reflex test. 

2.8 Carbon disulfide 

During exposure, all rats (controls, noise, CS2-, or noise + CS2-exposed) were housed in 

individual cells within an inhalation chamber designed to sustain a dynamic, adjustable 

airflow (5-6 m3.h-1). The chambers were maintained at a negative pressure of no more than 

3 mm H2O. Input air was filtered and conditioned to a temperature of 22±1 °C and relative 

humidity of 55±10%. CS2 was generated using a thermoregulated glass streamer. The solvent 

was delivered by a pump and instantaneously vaporized upon contact with the heated surface 

of the glass streamer. The vapor was carried forward with an additional airflow through the 

streamer, into the main air inlet pipe of the exposure chambers. Rats were exposed to 250 

ppm CS2, 6 h per day for 5 consecutive days over 4 weeks. Control animals (n=65) were 

always ventilated with fresh air. The exposure levels were determined from samples of the 

chamber’s atmosphere collected using glass tubes packed with Carboxen 1000 40/60 mesh 

(Supelco). CS2 was desorbed from the adsorbent with methylene chloride. Methyl-ethyl-

ketone was added as an internal standard (IS) and samples were analyzed on a gas 

chromatograph/mass spectrometer (GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu). CS2 samples were 

assayed on a 30 m × 0.25mm (1 µm film thickness) Rtx-1701 column (with integra-guard) 
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(Restek), using helium as the carrier gas at a linear velocity of 45 cm/sec. The column 

temperature program was 40 °C for 3 min followed by an increase to 100 °C at a rate of 

20 °C/min. The sample (1 μL) was injected in split mode with a split ratio of 1/30. 

Temperatures for the injection port, transfer line and ion source were set to 240 °C, 250 °C 

and 200 °C, respectively. The mass spectrometer was operated by electron ionization (70 eV) 

in selected ion monitoring mode, tracking ions 43 (for IS) and 76 (for CS2). Daily calibrations 

were performed. During exposure, a benchtop mass spectrometer (OmniStar GSD 320 O2) 

with yttrium-iridium filament (Pfeiffer vacuum) was also used to continuously monitor the 

stability of vapor generation throughout the exposure period. 

2.9 Noise exposure 

The system used, methodology and type of noise are described in Venet et al., 2017. Briefly, 

noise exposure was performed within inhalation chambers. Rats were housed in individual 

cells inside the exposure chambers. The animals were exposed to noise in line with the 

schedule presented in Figure 1. The noise exposure lasted 6 h per day at 106 dB SPL. The 

noise was a filtered pink noise covering three octave bands ranging from 0.5 to 2 kHz. These 

frequencies correspond to the lowest range audible to rats, for which sensitivity is poor. 

2.10 Histological analyses 

At the end of exposure, or at the end of the recovery period, the vestibular sensory epithelia 

(utricle, saccule and three cristae ampullaris) and the Scarpa ganglion were harvested from 

control and exposed rats for histological analysis. See Table 1 for details of animal numbers. 

Morphological analysis 

Cochleae were removed and vestibules fixed by immersion in 2.5% glutaraldehyde in 0.2 M 

cacodylate buffer at 4 °C for one week before dissection under a light binocular microscope. 

Specimens were rinsed in cacodylate buffer, post-fixed for 1 h in 1% osmium tetroxide and 

dehydrated in graded concentrations of ethanol up to 100%. They were then embedded in 
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resin (Epon/Araldite). After polymerization at 60 °C, embedded samples were cut to produce 

thin sections (2.5 µm) before staining with cresyl violet and observation under an Olympus 

BX41 optical microscope. 

Immunohistochemistry 

Vestibules were opened and immersed overnight in 4% paraformaldehyde at 4 °C. The 

sensory epithelia were isolated and stored at -20 °C in a cryoprotective solution (34.5% 

glycerol, 30% ethylene glycol, 20% PBS, 15.5% distilled water) until labeling. For labeling, 

samples were rinsed and immersed in a blocking solution (20% donkey serum and 4% triton 

X-100 in PBS) for 90 min at room temperature before staining for 48 h at 4 °C with the 

primary antibody solution. Primary antibodies - a rabbit anti-myosin VIIa (25-6790, Proteus 

biosciences USA; 1:500) to visualize hair cells, and mouse anti-NF200 (N0142, Sigma 

Germany; 1:800) to visualize the neurofilaments in the afferent terminals - were prepared in 

PBS with 1% donkey serum and 0.1% triton X-100. After rinsing in PBS (4 x 10 min), the 

tissues were incubated overnight in darkness at room temperature with a secondary antibody 

solution: Alexa-488 donkey anti-rabbit (A21206, Invitrogen, United Kingdom; 1:500) + 

Alexa-555 donkey anti-mouse (A31570, Invitrogen, United Kingdom; 1:500) in 0.1% triton in 

PBS. Samples were rinsed several times and immersed in liquid gelatin (solid gelatin, 30% 

Bovine Serum Albumin, 20% sucrose in PBS) overnight at 4 °C, before embedding in solid 

gelatin with 9% glutaraldehyde. Blocks were post-fixed with 4% paraformaldehyde in 0.1 M 

PBS at 4 °C, and transverse sections (40 µm) were cut using a Leica VT1000 M vibrating 

blade microtome. Sections were mounted with Mowiol 4-88, and observed under a Leica 

TCS-SL confocal microscope. 

Scanning electron microscopy 

Cochleae were removed to expose vestibules to fixative (2.5% glutaraldehyde in 0.2 M 

cacodylate buffer) for 48 hours at 4 °C. Samples were then rinsed and immersed for 1 h in 1% 
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osmium tetroxide in 0.2 M cacodylate buffer, rinsed once again and transferred to ethanol 

70% for dissection to keep only the sensory epithelia. After dehydrating with graded ethanol 

concentrations up to 100% ethanol, samples were dried in a critical-point dryer using liquid 

CO2. They were finally sputter-coated with gold before observation under a JEOL7400F 

scanning electron microscope. 

2.11 Gene expression analysis by RT-qPCR 

Total RNA from cerebellar tissue was extracted using TRIzol reagent (Invitrogen
TM

 

#15596026). Total RNA (500 ng) was reverse-transcribed with iScript
TM

 Reverse 

Transcription Supermix for RT-qPCR (BioRad, Marnes-la-Coquette, France) applying the 

following temperature cycle: 5 min at 25 °C, 30 min at 42 °C and 5 min at 85 °C. 

Initially, a ready-made rat neurotoxicity PCR array (SAB Target List H96, Biorad) was used 

to screen for significant changes of expression among 86 genes involved in neurotoxic 

responses. cDNA from 3 to 4 rats from co-exposed and control groups were pooled in a 

solution containing 2x SsoAdvanced
TM

 Universal Supermix (Biorad) and RNAse-free water. 

The solution (20 µL) was deposited in each well. Real-time PCR was performed on a CFX96 

Touch
TM

 (BioRad) with the following temperature protocol: 2 min at 95 °C, 40 x (5 s at 95 °C 

and 30 s at 60 °C). The fold-change for each target gene was expressed as the level for 

exposed animals vs. control animals after normalization for levels of three housekeeping 

genes (Gapdh, Tbp and Hprt). Only genes for which RNA expression levels were 

significantly different between exposed and control samples were re-analyzed by RT-qPCR 

for each individual animal. 

For individual assays, real-time RT-qPCR was performed on a CFX96 Touch
TM

 (BioRad) 

with iQTM SYBR
®
 Green Supermix (BioRad) and primePCR

TM
 primers according to the 

accompanying protocol. No template control was performed on PCR mixtures. For 

amplification, the following cycle was used: 5 min at 95 °C, 35 x (15 s at 95 °C and 60 s at 
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60 °C). The fold-change for target genes was expressed as the level for exposed animals with 

respect to control animals after normalization for three housekeeping genes (β-actin, Rpl13 

and Hprt, sequences available on request). 

Only the data from the RT-qPCR performed on individual animals is shown in the results 

section. 

2.12 Statistical analyses 

All data (weight, PRN, behavioral results) were statistically analyzed with repeated-measure 

two-way ANOVAs with “treatment” as between-subject factor and “time” as within-subject 

factor using Prism V7.03 (GraphPad. Software Inc., La Jolla, CA). Statistical results are 

expressed as follows: F(dfb, dfr)= F-ratio; p = p value, in which dfb is the number of degrees 

of freedom between groups, and dfr is the number of residual degrees of freedom. Bonferroni 

post-hoc comparisons were performed for each treatment group versus T0. 

PRN data were expressed as a percentage of baseline (T0) values because of the extensive 

inter-individual variability of these measurements. Due to a skewed distribution of the RT-

qPCR results for one gene, data were expressed as median [Q1; Q3], with Q1 and Q3 

corresponding to 25 and 75% quartiles, respectively, and a non-parametric Mann-Whitney test 

was used to assess significance. All other data were expressed as mean ± SEM. The threshold 

for statistical significance was set at 95%.  
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3. Results 

3.1 General health 

Over the 4 weeks of exposure, the weights of the animals exposed to CS2 or CS2 + noise 

remained stable between T0 and T1 (+0.5 g), while controls and animals exposed to noise 

alone gained an average of 8 g. The “treatment” x “time” interaction was F(3, 77) = 11.83; 

p<0.0001. However, according to the surveillance protocol, none of the rats showed signs of 

suffering during exposure. During the 4 weeks following the end of exposure, the animals 

exposed to CS2 and CS2 + noise gained more weight (+31 g) than controls or subjects exposed 

to noise alone (+16 g). As a result, there were no differences in weight between treatment 

groups at the end of the experiment [F(3,53) = 2.376; p = 0.0804]. 

3.2 Post-rotatory nystagmus 

Figure 2 shows the average saccade number (A) and duration (B) measured for the different 

experimental groups before (T0), right after exposure (T1) and after 4 weeks’ recovery (T2). 

The interaction between “treatment” and “time” was significant (two-way ANOVA) for 

saccade number [F (6, 138) = 4.446; p=0.0004] and duration [F (6, 140) = 3.328; p=0.0043], 

and these two parameters remained stable at all time-points in controls and animals exposed 

to noise alone. Although exposure to CS2 alone did not alter the duration of saccades (Fig. 

2B), it decreased their number significantly at T1 (p=0.024 vs. T0; Fig. 2A). At T2, 

differences from baseline values were not significant for either parameter. 

In contrast, co-exposure to CS2 and noise resulted in significantly decreased saccade numbers 

and duration at T1 (-33%, p<0.0001 and -34%, p<0.0001, respectively). These two measures 

partially recovered over the 4 weeks following exposure, and the difference from baseline 

values was no longer significant (number: p=0.051; duration: p=0.061). 

Representative PRN traces acquired for the same animal at the three time-points, showing the 

effect of exposure to noise and CS2, are shown in Figure 2C-E. 
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Insert Figure 2 about here 

Figure 2. Exposure to CS2 + noise for 4 weeks significantly, but reversibly, alters post-

rotatory nystagmus (PRN). Saccade number (A) and duration (B) measured for each 

experimental group at T0, T1 and T2 expressed as percent of baseline. Data are mean ± SEM. 

* p<0.05, **** p<0.0001, significantly different from the T0 mean, Bonferroni test. 

Representative PRN traces recorded in a co-exposed animal prior to exposure (C), following 4 

weeks of exposure (D) and after the 4-week recovery period (E). 

 

 

3.3 Behavioral tests 

The results of two tests to assess the integrity of the vestibular function (tail-lift reflex and air-

righting reflex) are shown in Figure 3. None of the exposed groups showed altered 

performance, whatever the time point considered. The “treatment” x “time” interaction was 

not statistically significant for the tail-lift reflex [F (6, 44) = 0.6221, p=0.71; Fig. 3A], or the 

air-righting reflex [F (6, 76) = 0.42, p=0.87; Fig. 3B]. 
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Insert Figure 3 about here 

Figure 3. Behavioral parameters are not affected by exposure to noise, CS2 or a 

combination of both. Vestibular function was assessed prior to (T0), at the end (T1), and 4-

week after exposure (T2) by tail-lift (A) and air-righting reflex tests (B). 

Data are mean ± SEM. 

 

3.4 Histological analyses 

Qualitative observations of cristae ampullaris harvested at T1 showed no morphological 

alteration in any of the experimental groups. Representative semi-thin sections from controls 

(Fig. 4A) and animals exposed to CS2 + noise (Fig. 4B) had a normal sensory epithelium and 

no morphological impairment was observed. Immunohistochemical staining for myosin VIIa 

and neurofilament in the crista ampullaris appeared similar in controls (Fig. 4C) and co-

exposed animals (Fig. 4D) at T1, and T2 (data not shown). Co-exposure was not associated 

with any obvious loss of hair cells, any alteration to the distribution of fibers or to their 

neurofilament content. Scarpa ganglion cells (Fig. 4E and F) were observed 4 weeks after the 

end of exposure (T2). No overt cell loss or morphological alteration was observed following 

co-exposure. Stereociliae on hair cells also appeared undamaged, as observed by scanning 

electron microscopy performed on samples from T2 (data not shown). The same 

histopathological analyses displayed in Fig. 4A-D were also performed on saccule and utricle, 

and a similar lack of alteration was found in exposed animals (data not shown). 
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Insert Figure 4 about here 

Figure 4. CS2 plus noise (right panels) induces no histological changes compared to 

control conditions (left panels). Representative histological images are shown. The light 

microscopy crista images were acquired following exposure (T1) from a control (A) and a co-

exposed rat (B). Representative crista sections labeled with antibodies directed against myosin 

VIIa (green) and neurofilaments (red), from control (C) and co-exposed (D) animals at the 

end of exposure (T1). Light microscopy images of Scarpa ganglion neurons from a control rat 

(E) and from an exposed animal (F) at the end of the recovery period (T2). 
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3.5 RT-qPCR 

To examine the toxicity of co-exposure to CS2 and noise at the level of the central nervous 

system, mRNA levels were analyzed in the cerebellum for three genes linked to neurotoxicity. 

Moderate but significant increases in mRNA levels for cideb (p=0.0205) - mainly implicated 

in apoptotic cell death - and trpm1 (p=0.0401) - coding for a calcium-permeable cation 

channel - were observed in the cerebellum of exposed animals. In contrast, the mRNA level 

for cell cycle inhibitor cdkn1a tended to be reduced in exposed animals compared to controls 

(p=0.0541, Figure 5). 

 

Insert Figure 5 about here 

Figure 5: Expression levels for cideb, trpm1 and cdkn1a altered by exposure to CS2 plus 

noise. Expression levels were analyzed by RT-qPCR. Expression levels for β-actin, Rpl13 and 

Hprt were used to normalize values. Results correspond to median [Q1; Q3] for 8 animals. 

* indicates p<0.05 vs. control according to a Mann-Whitney test.  
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4. Discussion & Conclusions 

In this study, the toxicity of CS2, alone or in combination with low-frequency noise, on the 

vestibular system was assessed by measuring how exposures affected the PRN, the results of 

behavioral tests and histological observations and expression levels in the cerebellum for 

genes linked to neurotoxicity. 

To assess the toxicity of a compound, such as CS2, on a sensory system, physiological 

evaluation is the gold standard. To facilitate data interpretation, the methods employed to 

assess the adverse effects of exposure must be easily translatable from animals to humans, and 

share the same analytical rationale. In the case of the vestibular system, comparison between 

humans and rodents is facilitated by its evolutionary conservation (Day and Fitzpatrick, 

2005). However, the vestibular system is intrinsically complex to study, and direct evaluation 

is difficult (Llorens et al. 2018). For this reason, vestibular function is generally indirectly 

assessed, for example by measuring the VOR. 

VOR measurements are considered a suitable method to study disorders induced by toxic 

compounds in humans and animals, because perturbation of this reflex can be considered an 

early marker of adverse effects on the sensory/motor functions of the vestibular system, even 

in the absence of clinical signs. In addition, analysis of the VOR can be used to monitor how 

balance is controlled by both central and peripheral nervous structures (Cohen, 1984; 

Moschovakis, 1997; Pompeiano, 2006). Nevertheless, only a few studies have used the VOR 

to evaluate the toxicity of industrial chemicals (solvents, heavy metals, etc.) toward the 

vestibular system (Niklasson et al., 1993; Nylén et al., 1991; Tham et al., 1982), and even 

fewer have measured PRN (Larsby et al., 1986; Mameli et al., 2001, 2006). 
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The results of this study showed that a concentration of 250 ppm of CS2 associated with low-

frequency noise can temporarily alter the PRN, therefore disrupting the vestibular system. 

More precisely, combined exposure decreased the number of saccades and shortened the PRN 

duration. The simplest explanation for these changes is that the intensity of stimulus required 

to trigger the nystagmus is increased. Although the effect disappeared 4 weeks after the end of 

exposure, higher CS2 concentrations may result in permanent impairment. 

Our results confirm that the vestibular system is sensitive to CS2, adding evidence to reports 

showing that solvents or drugs can target the different components of this sensory system 

(Angelaki et al., 1995, 1996; Song et al., 1997; Yokel, 2000). In general, saturated 

halogenated hydrocarbons tend to depress the VOR, whereas unsaturated compounds or those 

containing a benzene core excite it (Odkvist et al., 1985). VOR effects have been reported for 

styrene, toluene, trichloroethylene and trichloroethane (Larsby et al., 1986; Niklasson et al., 

1993; Tham et al., 1982), and metals such as lead and aluminum (Mameli et al., 2001, 2006) 

in rats, as well as with exposure of rodents to antiepileptic (phenytoin) or anticancer drugs 

(cisplatin) (Mameli et al., 1986; Takimoto et al., 2016). 

Regardless of the exposure conditions, our results showed no significant alteration in two 

behavioral endpoints known to depend on the vestibular system, i.e., the air-righting reflex 

(Ossenkopp et al., 1990) and the tail-lift reflex (Llorens et al., 1993). In addition, histological 

analysis of the peripheral vestibular system revealed no obvious damage: no hair cell loss, no 

damage to stereocilia, no loss of ganglion cells, and a normal distribution of nerve terminals. 

These normal behavioral and morphological results suggest that the functional modifications 

of the PRN observed in the animals exposed to CS2 alone or CS2 + noise were due to central 

disruption of balance control, as previously suggested by Kowalska et al., 2000 and 

Sułkowski et al., 1992. In a previous study, examining the effect of CS2 and noise on the 
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auditory system, we also observed a temporary exacerbation of the effect of noise when 

combined with CS2, suggesting that this phenomenon was due to action of the solvent on the 

central nervous system (Venet et al., 2017). 

In line with this “central” hypothesis, we detected significant overexpression of two genes - 

cidebI, involved in neuronal apoptosis (Inohara et al., 1998), and trpm1, involved in calcium-

related excitotoxic mechanisms (Kraft and Harteneck, 2005; Lau and Tymianski, 2010) - and 

a trend for decreased expression of cdkn1a, an anti-apoptotic gene (Gartel and Tyner, 2002). 

Although the extent of changes to expression levels does not indicate a major neurotoxic 

insult due to exposure to 250-ppm CS2 for 4 weeks, it nevertheless suggests cerebellar 

dysfunction. Among the functions of the cerebellum, the regulation of “velocity storage” is 

related to the control of balance. “Velocity storage” is believed to prolong the semicircular 

canal’s afferent signal, therefore extending the duration of the PRN (see Baumann et al., 2015 

for review). We hypothesize that CS2 could modify cerebellar neurotransmission controlling 

this velocity storage, although from our data we cannot provide a more precise explanation. 

Our observations are similar to those of Mameli et al., 2006, who described a reduction of 

PRN parameters following chronic intoxication with aluminum chloride. Like many authors 

(Angelaki et al., 1995, 1996; Song et al., 1997; Yokel, 2000), we conclude that PRN 

represents a sensitive indicator of neurotoxicity for a range of pollutants and drugs, regardless 

of their individual mechanisms of action. 

The effects of CS2 alone were consistently smaller than those obtained in animals exposed to 

CS2 in combination with low-frequency noise, while low-frequency noise alone left PRN 

parameters unaltered. Hence, there is a true interaction between noise and CS2. 
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How and where this interaction takes place is unclear. Since noise is unlikely to disrupt 

central nuclei involved in the PRN, it is reasonable to suggest that its interaction with CS2 

occurs within the peripheral organ. Despite the fact that no morphological injury to the cristae 

ampularis was observed following exposure to noise, subtle physiological changes may 

nevertheless have occurred in the vestibule. For instance, low-frequency noise has been 

shown to cause a transient increase in the volume of the endolymph (Flock and Flock, 2000; 

Salt, 2004), although the underlying mechanism is not well understood (Salt and Hullar, 

2010). 

Our data confirm that CS2 alone is not ototoxic, but because of its effect on the central 

nervous system it can temporarily disrupt the vestibular system, specifically control of the 

VOR. It is important to note that the duration and dose of CS2 exposure in our work was 

relatively low compared to other studies, where CS2 was used at between 200 ppm and 

800 ppm over 11 to 15 weeks (Clerici and Fechter, 1991; Hirata et al., 1992; Rebert and 

Becker, 1986). The dose used in the present study was moderate with regard to the 

occupational TLV (40-fold higher than the current European TLV), and thus may better 

reflect potential occupational situations. The experimental results presented here reinforce 

those obtained by Morata, 1989 studying workers exposed to CS2 (30 ppm) and noise (86-89 

dBA). These authors reported earlier and more accentuated balance problems in co-exposed 

workers compared to workers exposed to noise alone. 

Taken together, these human and animal data strongly suggest that preventive actions 

(personal protective equipment, improvement to processes and ventilation, etc.) should be 

recommended for workers who may be co-exposed to CS2 and noise in order to reduce 

combined exposure as far as possible. 
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Résumé : 

Le disulfure de carbone (CS2) est utilisé dans la fabrication de cellulose et des fibres de viscose. Les co-expositions avec 

le bruit sont fréquentes. Il a été démontré que l’exposition professionnelle au CS2 peut causer des pertes auditives dans les 

basses fréquences (BF) et des troubles de l’équilibre en présence de bruit. Cependant les effets du CS2 sur la cochlée et le 

vestibule sont aujourd’hui inconnus.  

L’objectif général de ce travail de thèse est d’étudier, chez le rat, les effets du CS2 et des bruits riches en BF sur les 

systèmes auditif et vestibulaire afin de déterminer : 

(1) si la toxicité du CS2 est centrale et/ou périphérique, et si elle est exacerbée par une co-exposition au bruit ; 

(2) si les effets délétères du CS2 sur les fonctions auditive et vestibulaire sont temporaires ou permanents ; 

(3) la pertinence des valeurs limites d'exposition professionnelle au bruit (LEX,8h) et au CS2 (VLEP,8h) et la VLEP 

à court terme (VLEP-CT) dans le contexte de co-expositions.  

Pour répondre à ces questions, des rats Long Evans ont été exposés à différentes concentrations de CS2 et des bruits 

riches en BF. Les effets temporaires et permanents de ces expositions ont été estimés par des mesures des fonctions 

vestibulaires (nystagmus post-rotatoire et tests comportementaux) et cochléaires (produits de distorsion acoustique). Des 

analyses histologiques de l’oreille interne et des analyses de biologie moléculaire relatives à l’expression de gènes de 

neurotoxicité dans le tronc cérébral et le cervelet ont également été réalisées. 

Les principaux résultats sont les suivants :  

(1) l’exposition des rats au CS2 à partir de 250 ppm a élargi la plage de fréquence touchée par le bruit de BF, 

mais a diminué la perte auditive dans la gamme affectée par le bruit. Ce dernier effet est plus marqué lorsque les 

expositions au CS2 sont intermittentes (pics à 250 ppm pendant 15 min/h = 10 x VLEP-CT) que lorsqu’elles sont 

continues (63 ppm = 10 xVLEP,8h) ; 

(2) le CS2 à partir de 250 ppm a engendré une diminution de la durée du nystagmus et du nombre de saccades, 

cet effet étant exacerbé en présence de bruit BF. Ces effets sont réversibles au bout de 4 semaines à 250 ppm, mais ils 

persistent à 500  ppm. A une dose de 63 ppm pendant 6 h (10 x VLEP,8h) ou 250 ppm pendant 15 min/h (10 x VLEP-CT), 

aucune perturbation du nystagmus n’a été observée ; 

(3) les analyses comportementales et histologiques (vestibule et cochlée) ainsi que la quantification des 

marqueurs dans le cerveau n’ont pas révélé de perturbations neurotoxiques. 

Dans les conditions expérimentales de cette étude, le CS2 n’apparaît pas ototoxique chez le rat. Cependant, il peut 

exacerber les effets temporaires du bruit sur les deux systèmes (extension des dommages vers les hautes fréquences et 

raccourcissement de la durée du nystagmus).  

En termes de prévention, les résultats suggèrent que la VLEP,8h du CS2 offre une marge de sécurité satisfaisante en 

environnement bruyant, car nous avons observé des effets significatifs sur les PDA (Produit de Distorsion Acoustique) et 

le nystagmus seulement à partir de 250 ppm pendant 6 h (soit 40 x VLEP,8h). A l’inverse, il a suffi de 15 min/h 

d’exposition au CS2 à 250 ppm (10 x VLEP-CT) pour obtenir des pertes de PDA différentes que celles mesurées avec le 

bruit seul. Ceci nous amène à nous interroger sur la pertinence de la valeur de VLEP-CT pour CS2 en cas de co-

exposition avec le bruit. 

Les données de cette étude ne nous permettent pas de connaître le mécanisme précis d’interaction du CS2 avec le bruit, 

cependant l’absence de modifications histologiques des récepteurs périphériques comme celle de marqueurs de 

neurotoxicité dans le cerveau suggèrent une modification neurochimique temporaire des arcs réflexes efférents (cellules 

ciliées, réflexe de l’oreille moyenne, réflexe vestibulo-oculaire).  
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Summary 
Carbon disulfide (CS2) is a solvent used in the manufacture of cellulose, viscose fibers and sponges. Co-

exposures to CS2 and noise are common. Occupational exposures to CS2 have been shown to cause low-

frequency hearing loss and balance disorders when noise was also present. However, the effects of CS2 on the 

cochlea and the vestibule are still unknown today. 

The general objective of this work was to study, in a rat model, the effects of CS2 and low frequency noises on 

the auditory and vestibular systems in order to determine: 

(1) whether the toxicity of CS2 is central and / or peripheral, and whether it is aggravated by co-exposure to 

noise;  

(2) if the toxicity of CS2 is equivalent and / or comparable at the level of the auditory system and the vestibular 

system;  

(3) if the deleterious effects of CS2 on auditory and vestibular functions (if any) are temporary or permanent; 

 (4) whether the functional adverse effects of exposures are representative of the histopathological damage (if 

any).; 

 (5) the adequacy of occupational exposure threshold limit values for noise (LEX, 8h) and CS2 (TWA,8h = 5 ppm 

and TWACT  = 25 ppm in Europe) in the context of co-exposures. 

To answer these questions, Long Evans rats were exposed to different concentrations of CS2 and low-frequency 

noises. The temporary and permanent effects of these exposures were evaluated by measurements of vestibular 

functions (post-rotatory nystagmus and behavioral tests) and cochlear functions (ototacoustic emissions). 

Moreover, histological analyses of the inner ear and a quantification of the expression of neurotoxicity genes in 

the cerebellum were performed. 

The main results are the following:  

(1) Exposure to CS2 at 250 ppm broadened the frequency range affected by low frequency noise, but decreased 

hearing loss in the range affected by the noise (below 6 kHz). This latter effect was more accentuated when the 

CS2 exposures were intermittent.  

(2) Exposure to CS2 shortened the duration and decreased the number of saccades of the nystagmus, these effects 

being exacerbated when low frequency noise was also present. At low CS2 concentrations, we observed a 

complete recovery during the 4 weeks following the end of exposure, but these effects persisted at the highest 

concentration (500ppm).  

 (3) The behavioral and histological analyses (vestibule and cochlea), as well as the quantification of the 

neurotoxic markers in the cerebellum, did not reveal any major change. 

In the experimental context of this study, CS2 did not appear ototoxic in rats since no histological impairment of 

the inner ear was observed. However, due to a probable action on the central nervous system, it could exacerbate 

the temporary effects of noise on both systems (extension of PDA losses to high frequencies and greater the 

decrease in nystagmus parameters). 

In a prevention point of view, these results suggest that the TWA,8h of CS2 offers a satisfactory safety margin in 

noisy environment since significant effects on PDA and nystagmus were only observed at and above 250 ppm 

for 6h (40 x TWA,8h). On the other hand, only 15 min/h exposure to CS2 at 250 ppm (10 x TWACT) resulted in 

different PDA losses than for noise alone. This leads us to question the level of protection offered by the TWACT 

for CS2 in case of co-exposure with noise. 

The data of this study do not allow us to know the precise mechanism of interaction of CS2 with the noise. 

However the absence of histological modifications in the peripheral receptors, of behavioral changes, as well as 

the lack of major changes in markers of neurotoxicity in the brain, suggest a temporary neurochemical 

modification of the efferent reflex arcs (hair cells, middle ear reflex, vestibulo-ocular reflex). 
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