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Introduction

Introduction

Le monde s'est réveillé au début de I'année 2020 par un danger venant de I'Est pour se propager dans
le monde entier, une maladie infectieuse émergente appelée la coronavirus ou Covid-19, provoquée
par le virus SARS-CoV-2. Elle apparait le 17 novembre 2019 dans la province de Hubei (en Chine
centrale), et plus précisément dans la ville de Wuhan, puis elle a envahie le monde entier.

Les coronavirus sont connus pour étre une grande famille de virus responsables d'un large spectre
de maladies allant du rhume banal aux infections respiratoires graves telles que Middle East
Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV) ou encore Severe Acute Respiratory Syndrome
(SARS). (Mahieu, 2020)

La transmission des gouttelettes respiratoires ou par contact direct avec des surfaces contaminees
constitue les principales voies de propagation du SRAS-CoV-2. Les mains peuvent facilement
transporter le virus lorsqu'elles entrent en contact avec des muqueuses comme celles situées au niveau
buccal, nasal ou oculaire. Il est donc crucial d'adopter rigoureusement les mesures sanitaires adéquates
notamment ’hygiéne stricte des mains afin d'enrayer efficacement sa diffusion. .( Assanhou et al,
2021)

Les moyens utilisés pour lutter contre cette infection sont plusieurs mais le lavage des mains avec
les savons et les gels hydro alcooliques restait le premier elément utilisé contre I'infection et le risque
de transmission. (Dupeyron, 2006 ; Scotto, 2014)

L’hygiéne des mains et ’utilisation des produits hydro-alcooliques (PHA) fait partie des mesures
préventives considérées comme tres efficaces avec un haut niveau de preuve. (Coste, 2018)

L'OMS et les autorités sanitaires du monde entier recommandent un lavage régulier et approfondi
des mains avec du savon et, lorsque le savon et l'eau ne sont pas possibles, des produits
hydroalcooliques (PAH) doivent étre utilises. Ce qui a augmenté la quantité de sa production et la
demande depuis le début de la pandémie, car il est considéré comme l'une des solutions de prévention
les plus efficaces en raison de sa capacité a désactiver et a exterminer de nombreux types de virus et
de micro-organismes pouvant étre présents sur le surface des mains. ( Assanhou et al, 2021)

Néanmoins, Malgré le r6le de ces produits hydroalcoolique dans l'arrét de la propagation de la
pandémie, leur utilisation intense, peut provoquer des risques sur la santé humaine et sur
I’environnement, , leur utilisation fréquente peut étre une source de pollution pour I'environnement et
un danger pour la santé en raison des produits chimiques qu'ils contiennent comme I'alcool (éthanol,
isopropanol...) et le bisphénol A. L’utilisation répéter de celui-ci peut affecter la peau, et peut
provoquer plusieurs intoxications en cas d'inhalation ou d'ingestion accidentelle, en particulier chez
les enfants. (Guianvarc’h , 2020)



Introduction

Les mollusques gastéropode, sont considérés comme des bioindicateurs les plus privilégiés dans ce
domaine, en raison de leur sédentarité dans le sol et de leur régime herbivore, ainsi, ils sont aisément
contaminés par les divers polluants présents dans leur milieu et leur alimentation, d’autre part, ils
présentent des caractéristiques physiologiques, biologiques et écologiques variées, permettant de
comparer I’influence de ces différents parametres sur leurs réponses a la contamination de
I’environnement d’ou I’intérét de leurs utilisations comme organismes test pour refléter 1’état du milieu
dans lequel ils vivent. (Zaafour, 2014)

L’objectif général de cette étude est de voir I’évaluation d’impact des résidus du gel
hydroalcoolique, sur notre modéle bioaccumulateur- bioindicateur qui est I’escargot, Helix aspersa.

Pour traiter ce travail nous avons consacré deux parties :

> La premiére partie consacrée a une synthese bibliographique, qui se rapporte a des
généralités sur Le gel hydroalcoolique , en suite Généralités sur les mollusques ainsi

que Choix de L’escargot Helix aspersa Comme modele biologique .

> La deuxiéme partie illustre la partie expérimentale qui consiste en un travail de laboratoire
(des conditions contrdlées), une interprétation et discussion des résultats obtenues basées sur
une étude statistique.

Finalement le travail sera cloturé par une conclusion générale.
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I. Synthese bibliographique
1.1 Les produits hydroalcolique

Les substances hydroalcooliques jouent un réle important dans la réduction de la propagation des
infections et le maintien de I'hygiéne des mains. Ou il est considéré comme une solution alternative
et plus efficace en I'absence de temps et de point d'eau ou de I'impossibilité d'utiliser du savon par
certaines personnes a cause de leur peau sensible au savon. (MSJS, 2008)

Ce résultat encourage la promotion de nouvelles technologies d'hygiene des mains, Comme la
technique de désinfection des mains avec un produit aqueux alcoolique. Technique de frottement des
mains avec un produit a forte teneur en alcool (solution ou gel hydroalcoolique) permet une hygiéne
rapide des mains, méme en l'absence de point d'eau a proximité du lieu de soins tel que le domicile du
patient malade ou en situation d'urgence.(OMS,2010)

Les produits hydroalcooliques présentent sous plusieurs formes :

-Solutions hydroalcooliques ou SHA : la désinfection est autorisée sans adjonction d'autres
substances et sans séchage.

-Gels hydroalcooliques : Formulations semi-solides Il a les mémes propriétés que les SHA.
- Mousse.
- Mouchoirs. (Travkine, 2012)

Photo 01 : Les différentes présentations des PHA. (Travkine, 2012)

Parmi les SHA les plus utilisés, on distingue le gel hydro-alcoolique.

1.2 Le gel hydroalcoolique

Le gel hydroalcoolique est une solution de nettoyage et de désinfection des mains directement sans
utiliser d'autres matériaux. Son composant principal est l'alcool (éthanol) 70%, qui joue le rdle



Chapitre |

Synthese bibliographique

d'antiseptique. 1l est plus efficace que le savon pour tuer les germes, un simple frottement des mains
pendant 30 secondes en éliminant 99,99 % des germes. Il se compose de I'ingrédient actif alcool, eau,
émollient et gélifiant. (Djihane, 2012)

Les principaux alcools utilisés sont I'éthanol, I'isopropanol et le n-propanol. La valence entre ces
différents alcools est la suivante : n-propanol 42%= Isopropanol 60%= éthanol 77%. (Rotter, 1984)

Dans le tableau suivant, nous allons détailler les informations disponibles sur 3 gels hydroalcolique
qui sont disponibles en vente dans les pharmacies.

Tableau 1 : Formulations de 3 PHA vendus en pharmacie algérienne.

e
I\
| 1.
| |
MedicaGEL

béxlnfecllnt&.‘4<

Hydroalcoolique

Composants :

------

e ——

GEL HYDRO
Ricoouaue
Lcoon

Nom commercial

Medica Gel

Higeen

Confort Pack

Déclaration au
MEEDDM

Amino-méthyle
Propanol

Ethanol 70%

Ethanol 70%

Composition

Amino-méthyle
Propanol AMP -95,

Ethanol 70%, Glycérine
2%

Ethanol, Carbomer,
Glycérine, Stabilisateur

stockage

chambre

Carbomere 940, Eau | carbomer
Désionisée, Eau Pure, Agent antisenti
Glycérines. gent antiseptique
Température de 5Ca25°C Température de la Température de la chambre
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I.3. Mécanismes d’action des composants utilises
L’agent antiseptique

L’agent antiseptique le plus fréquent que I'on retrouve dans la formulation des gels hydroalcooliques
est le chlorhexidine.

L’association des deux composés se combine vraiment pour que l'alcool fonctionne rapidement avec
une grande stabilité & la chlorhexidine. Il existe des SHA qui associent alcool et ammonium
quaternaire, Triclosan ou peroxyde d'hydrogene. (Maslo, 2002)

La CHX posséde une grande efficacité contre l'activité des coques gram-positifs et gram-négatifs, et
contre certaines especes fongiques. Son effet est bactériostatique a faible concentration et bactéricide
lorsque la concentration est plus élevée. Le CHX peut assurer ’absence de prolifération et de
développement des germes pathogenes. (Yildirim et al 2015)

Le CHX peut induire des réactions allergiques telles que l'urticaire, irritation cutanée locale, sensations
de brdlure, rougeur, gonflement et irritation. (Yildirim et al, 2015)

Les émollients

Les émollients agissent pour maintenir I'état de la peau et la protéger du dessechement ou des irritations
en réduisant l'effet de l'alcool. Les principaux hydratants utilisés sont la glycérine, I'alcool myristique,
la triethanolamine, hydroxyurée, Diméthicone (huile de silicone). (Djihane, 2012)

L’agent gélifiant (Carbomer)
Les gélifiants tels que les carbomeres forment le réseau qui rend le gel cohésif et bien mélangé et va
permettre la préparation de gels hydroalcooliques qui sont des produits de Matériaux semi-solides

constitués de liquides qui cristallisent avec des agents gélifiants appropriés tels que les dérives de
cellulose, les carbomeres ou le silicate de magnésium. (Travkine, 2012)

Figure 01 : Structure chimique des Carbomeres ( Sahoo et al, 2016)
f. L’éthanol

L'éthanol est un liquide mobile, incolore et volatil, utilisé dans la fabrication de peintures, vernis,
encres, plastiques, Adhésifs, parfums, cosmétiques et industrie pharmaceutique. (Bonnard et al, 2011)
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Les solutions hydroalcooliques qui contiennent de 60 a 80 % d’éthanol sont les plus efficaces.
(Travkine, 2012)

1.4 Mécanisme d’action de I’éthanol

Les effets neurologiques de I'éthanol sont dus aux effets non spécifiques et directs de l'alcool sur le
parenchyme cérébral :

Fixé dans les aires corticales, déprime le systéme nerveux central par l'inhibition de fonctionnement
de la transmission synaptique avec un effet principalement analgésique et anesthésiant

Les mécanismes affectant le métabolisme des lipides sont plus complexes. L'accumulation de graisse
dans le foie semble étre due a :

- L’augmentation de la synthése des triglycérides dans le foie lui-méme.

- Lacombinaison de glycérol et de phosphatidylcholine augmente, et la choline est relativement
déficiente.

- Libérer des catécholamines pour accélérer la mobilisation des amas graisseux.

- Le taux d'oxydation des acides gras est réduit. (INRS, 2019)

.1.5 La toxicocénitique de I’éthanol
a. Absorption

L’¢éthanol est trés bien absorbé lors de I’inhalation et de I’ingestion. Cependant, 1’absorption
percutanée est tres faible (environ 1 %) (ANSES, 2010). La fraction moyenne d’éthanol absorbé par
inhalation est d’environ 60% a 80% dépendamment des articles consultés dans la littérature (Lester
and Greenberg, 1951, Tardif et al., 2004,).

L’absorption de 1’éthanol par inhalation suit le mode¢le classique des gaz solubles dans 1’eau. En effet,
il se dissout dans le mucus, puis il diffuse selon le gradient de concentration du systeme bronchique
vers la circulation sanguine lors de I’inspiration et vice versa lors de I’expiration. Les facteurs
influencant son absorption dans les poumons sont la concentration dans I’air inspiré, la fréquence
respiratoire et la clairance pulmonaire (ANSES, 2010).

b. Distribution

La distribution de I’éthanol dans I’organisme est trés rapide puisqu’il se distribue dans 1’eau sans se
lier aux protéines plasmatiques (INSERM, 2001). Sa distribution est trés rapide dans les organes
fortement vascularisés (cerveau, poumons, foie) (INSERM, 2001). A I’inverse, la distribution de
I’éthanol dans les tissus pauvrement perfusés, tels les os, est donc beaucoup plus lente. Par exemple,
I’atteinte de ’équilibre des concentrations d’éthanol dans les os peut prendre plusieurs heures
(INSERM, 2001, Dumas-Campagna ,2014)

¢ . métabolisme

L'éthanol est une substance oxydable, son métabolisme est principalement hépatique cependant elle
peut survenir accidentellement dans d'autres tissus (poumons, reins, estomac). L'éthanol n'est pas
stocké par I'organisme, son élimination devient donc une priorité. Le métabolisme de I'éthanol varie
d'un individu a l'autre. (Djihane, 2012)
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Trois étapes conduisent a I'oxydation de 1’éthanol :

- Conversion de l'alcool en acétaldéhyde.
- Conversion de l'acétaldéhyde en acétate.
- Utilisez de l'acétate

La figure 02 montre schématiquement ces 3 étapes.

0, —_— FTIHANOI
NADPH +H* NAD
S Alkeool - c,,,ﬂloz
k gl
MEOS ,\r/ Déshydrogémuse > Titape | 2H,0
4
NADP* NADH+H |
Radticanx libres ACTTALDEIYDE "
ﬁ -
+H20
NAD
Apétnldéhyde T
M)’dﬂ-l z Lape
NADEH Y ]
ACTTATE Synthese d'acide gras
[r—
ATP + Coenzyme A Titape 3
‘Thiokinase Hiape3 Extra-hépatique
AMP + PP Intra-hépati
o T I

25 |

T e
¢ Acétylcoenzyme A
t Cycle de Krehs
| Biosynthese dacide

gras et de cho estérol

Figure 02 : La métabolisme de I’éthanol (Djihane, 2012)

d .Excrétion

Il est intéressant de mentionner qu’une partie de 1’éthanol absorbée n’est pas métabolisée. En effet,
cette partie est éliminée sous forme inchangée soit dans I’air expiré ou dans I'urine dans 12 une
proportion allant de 2 a 5% de I’éthanol absorbé lorsque celui-ci est ingéré .11 est possible d’utilisé la
partie non métabolisé relachée dans I’air expiré pour déterminer si un conducteur a dépassé la limite
légale pour conduire, ceci est appelé I’alcootest. Cela est effectivement possible, puisque le
pourcentage d’alcool dans 1’haleine exhalée contient la méme quantité d’alcool contenue dans le sang.
En effet, la quantité d’alcool dans 2 100 ml d’air expiré est exactement équivalente a la quantité
d’alcool dans 1 ml de sang .Par conséquent, il est possible d’obtenir une mesure précise du taux
d’alcool dans le sang suite a une prise d’échantillon d’air expiré. (Dumas-Campagna, 2014)
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1.6. Toxicité du gel hydroalcoolique
Impact sur ’organisme

L'utilisation du gel hydroalcoolique peut entrainer plusieurs effets sur la santé tels que des maux de
téte, des nausées, des vomissements et des étourdissements méme la paralysie respiratoire, en cas
d'intoxication par ingestion provoque des atteintes neuropsychiques (agitation intellectuelle et
psychique, incoordination motrice, coma plus ou moins profond). En cas d'inhalation, les effets
observes sont des maux de téte, une irritation des yeux et voies respiratoires supérieures, et la plupart
de ces effets sont causées par l'alcool. (Djihane, 2012)

En plus, les gels hydroalcooliques peuvent induisent des irritations cutanées, des sécheresses,
d’érytheme. (Travkine, 2012)

Certaines expériences ont montré que le gel hydroalcoolique entraine I'apparition de lésions cutanées
qui provoquent un desequilibre de la flore et particulierement la prolifération du staphylocoque.
(Ojajarvi et al, 1977)

Impact sur I’environnement

L'utilisation généralisée du gel hydroalcoolique pour prévenir le risque de transmission du virus Covid-
19 est devenue une source de pollution en raison des grandes quantites de déchets plastiques qu'il laisse
derriere lui. Comme l'une des institutions qui s'est mobilisée contre la pollution plastique a découvert
gréce a ses etudes que de nombreux types de gels contiennent des microplastiques, que l'on peut déja
trouver sous forme de petites particules de plastique dans les produits d’hygiene et les cosmétigues,
qui sont rejetées en méme temps que I'eau lorsque lavage. . Cependant, il n'est pas filtre par les stations
d'épuration et se retrouve dans les rivieres et la mer avec des conséquences catastrophiques pour les
écosystémes et notre santé. Sa présence en grande quantité dans les riviéres, les mers et les océans
rend son impact fort sur les produits aquatiques animaux et végetaux, les produits halieutiques, ainsi
que I'eau potable. (Maleysson, 2021)

Les deux ingrédients les plus courants sous forme de microplastiques trouves dans les désinfectants
pour les mains selon la Plastic Soup Foundation sont les carbomeres et les I’acrylate, ce dernier est
clairement visible sur la finition et I’emballage. Ces ingrédients agissent comme gélifiants et
stabilisateurs de formulation et contrélent la viscosité des produits. Il est peu biodégradable dans
I'environnement et le carbomere est classé comme "hautement toxique pour les organismes
aquatiques”. (Maleysson, 2021)
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Il. Généralités sur L’escargot Hélix aspersa

1.1 Les mollusques :

(molluscum latin scientifique, du latin classique mollusca, noix a carapace a écorce molle). (Zaafour,
2014)

Les mollusques sont des animaux invertébrés au corps mou, tels que les escargots, les palourdes, les
poulpes. La plupart d'entre eux sont des organismes aquatiques qui vivent dans les mers et les océans,
ainsi que dans lI'eau douce. Et certains d'entre eux traversaient le milieu aquatique et vivaient sur terre,
comme les escargots et les limaces. Les mollusques sont actuellement représentés en sept grandes
classes dont les plus importantes sont :

Monoplacophores, Polyplacophores, Gastéropodes (escargots, limaces, etc.) Aplacophores,
Scaphopodes, Bivalves(moules, huitres, etc.), Céphalopodes(calmars, poulpes, etc.). (Frank, 2006)

I1.2.1 L’escargot Heélix aspersa

L’escargot Hélix aspersa Appelé aussi Petit-Gris, c'est une espece a ete décrite par le zoologue danois
Otto Friedrich Miller en 1774.

Désigne les mollusques gastéropodes terrestres pulmonaires d'origine végétale, Il se caractérise par
deux corps en forme de tubes émanant de la téte et portant a leur extrémité les yeux.

Il rampe sur un pied large et long musculeux central, 1l est pourvu d'une gaine dorsale dure, hélicoidale,
calcaire, elle forme le squelette externe de la plupart des mollusques et Brachiopodes appelée coquille.
(Zaafour, 2014)

L'escargot vit dans des régions au climat méditerranéen, océanique tempéré, subcontinental tempéré
et méme tropical, les plus importantes sont la région méditerranéenne, en particulier I'Afrique du Nord,
et la région atlantique européenne. (Henry, 1977)
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Figure 03: Anatomie interne de I’escargot Helix aspersa,(Luisette2003),
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I1.2.2 Biologie et morphologie

Le corps mou de l'escargot est recouvert d'une coquille, qui agit comme un bouclier protecteur. Sa
téte contient les nerfs sensitifs et les centres nerveux frontaux, sa bouche contient une pointe qui se
manifeste par sa position ventrale. Il a des pieds qui portent les parties de son corps et lui permettent
de se déplacer. Intérieurement, il est formé de trois cavités reliées respectivement au ceeur (cavité
cardiaque), aux reins (cavité rénale) et aux gonades (glandes gonadiques). Le systeme circulatoire est
ouvert sur la cavité corporelle, I'némocéle, formée notamment dans les espaces conjonctifs. Les
ouvertures digestives, excrétrices et reproductives sont ouvertes au niveau de la cavité palléale fournie
par le manteau. La cavité mandibulaire contient également le poumon. (Heusser & Dupuy 2011).

11 .2.3 Choix de L’escargot Hélix aspersa Comme modele biologique

Les escargots sont des macro-invertébrés, considérés comme 1I’un des maillons de la chaine trophique,
peuvent donc étre a ’origine de transferts des contaminants. (Grara et al, 2015)

Il .2.4 Croissance et reproduction

La mise en place des structures d'élevage permet de choisir les meilleures combinaisons de facteurs
externes, pour favoris a volonté croissance, accouplements ou pontes. Le choix est fait a partir des
résultats experimentaux veérifies sur plusieurs lots et plusieurs especes. Toute l'activé de I'escargot est
conditionnée par sa teneur en eau dont la diminution peut entrainer selon les saisons hibernation ou
estivation. Ainsi le taux d’humidité dans les cages est-il maintenu h 90%. Les deux parameétres les plus
importants sont ensuite la température et la lumiere, sans négliger la densité de population (Michelle
et al, 2011)

I1.2.5 Alimentation L’escargot Hélix aspersa
L'appareil d'alimentation de I'escargot s'étend de la bouche a I'anus.

La méachoire, les dents et le pharynx se connectent a la cavité buccale, ou s'ouvrent I'cesophage et les
canaux salivaires, et ou les glandes digestives, les intestins et le rectum sécretent leurs secrétions dans
I'estomac.

Dans la région antérieure de I'animal, la bouche est ouverte sur une cavité buccale constituée de trois
structures principales. (Heusser & Dupuy 2011).

Méachoire dorsale. elle est impliquée dans le déchiquetage des aliments dont se nourrit I'animal, et elle
est située dans la partie antérieure de la cavité buccale.

Une radula ventrale, constitué de rangées successives remplies de dents.

Un équipement sensoriel chimio sensible.
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Il .6.L’objectif de cette mémoire

Nous avons mené notre travail et dont 1’objectif général est d’évaluer les effets toxiques et 1’impact
des résidus du gel hydroalcoolique sur une espéce bio-indicatrice de la pollution: 1’escargot Hélix
aspersa, nous avons mis en évidence une étude physiologique qui se base sur les changements de la
croissance des escargots et d’autre biochimique au niveau de I’hépatopancréas et le rein qui évalue
I’effet sur certains bio-marqueurs, il s’agit de déterminer I’activité enzymatique Catalase (CAT), ainsi
que taux des protéines et glucides suite a une exposition au résidu du gel hydroalcooliques.

Une études histologique pour confirmer nos résultats.
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I11. Matériel et Méthode

111.1 Matériels utilisés
111.1.1 Matériel biologique
L’espéce utilisée dans notre travail est I’escargot Helix aspersa, communément appelé I'escargot

de jardin ou le petit escargot gris, est un mollusque stylomatophore gastropodes pulmoné
appartenant a la famille des Helicidae, C'est une espece qui vit dans les régions méditerranéennes,

notamment en Afrique du Nord, elle vit environ 6 ans.

La quasi-totalité de son activité, y compris ses repas, se déroule la nuit. aprés la tombée de la nuit,
I'humidité de la terre et son humidité avec la rosée facilitent son mouvement. Bonnet et al. (2019)

Systématique :
Le classement I’escargot Helix aspersa selon Bonnet et al. (1990) est comme suite :

Régne : Animal
Embranchement : Mollusques
Classe : Gastropodes
Sous-classe : Euthyneurs
Super-ordre : pulmonés

Ordre : Stylommatophores
Famille : Helicidae

Genre : Hélix

Espeéce : Hélix aspersa

Photo 02: L’escargot Helix aspersa ( https://www.techno-science.net/ )
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Chapitre 111

111.1.2.Matériel chimique

Matériel et Méthode

Dans notre étude nous avons utilisé un gel hydro-alcoolique largement répondue dans 1’ Algérie et le

mieux classé dans la liste des vente aux pharmacies dans la wilaya de Jijel dont le nom commerciale

est Hi Geen.. Il est constitué principalement de : alcool (éthanol 70%), Agent antiseptique

(chlorhexidine ), les émollients, les carbomeres (agent gélifiant).

Tableau 02 : Propriétés physicochimique des composants du gel hydroalcoolique

Nom Ethanol 70% Chlorhexidine Carboméres
Formule chimique | CH3 CH2 OH C22H30CI2N10 C3H4 02
Masse molaire 46.07 g/mol 505.446 g/mol 280.7 g/mol
Structure chimique H
H H N\ N\ N
I ! NH NH E l o
H-C-C-O-H = a
|l| |l| a | HO 0
NH2, NH;
N/)\N/ NO
H
Aspect Liquide volatil, | Liquide Poudre blanche
incolore
T de fusion -114°C 134° C 12.5°C
T° d’ébullition 79° C 641.4° C 106° C
PVS A 20° Ckpa
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111.2. Méthode

111.2.1.Site de collecte des escargots
Les escargots que nous avons utilisés dans notre travail ont été collectés dans des espaces verts situés
dans la commune de Ziama-Mansouriah, située au nord-ouest de la ville de Jijel (42 km ente eux), elle

considérée comme un environnement idéal pour I'escargot Helix espersa.

Figure 04 : Cartographie de site de ramassage des échantillons (Okbob.net/2020)

111.2.2 Préparation des concentrations

A partir du gel hydroalcoolique d'origine que nous avons choisi , nous préparons trois solutions
différentes contenant des concentrations variables C1 (faible concentration), C2 (moyenne
concentration), C3 (forte concentration).

14
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111.2.3 Mode de traitement
Les escargots sont traités en les vaporisant quotidiennement avec des solutions préparées a partir du

gel. Nous avons 16 escargots, nous les divisons en quatre lots, c'est-a-dire que chaque lot contient 4
escargots. Le premier lot est un lot témoin, tandis que les deuxiéme, troisiéme et quatrieme regoivent
un traitement aux concentrations C1, C2 et C3, respectivement, pendant une période de 15 jours, avec

renouvellement de la nourriture et nettoyage des boites chaque deux jours.

Photo 03 : Image des escargots témoins et traités par le gel hydroalcoolique (Originale)

111.2.4 Préparation et sacrifice des animaux

Apreés une période de traitement de 15 jours, le poids et le diametre de la coquille de chaque escargot
ont été remesureés, les escargots ont jeliné pendant 48 jours. Cette période de jeline permet aux escargots
de sécréter le contenu de leur tube digestif pour éviter les biais dans les analyses. Aprés cela, les
animaux sont sacrifiés par congélation a -20 degrés, disséquant avec des ciseaux et des pinces, enlevant
les coquilles, en extrayant les organes ciblés (1’hépatopancréas et le rein) et en les lavant avec de I'eau

physiologique. (Coeurdassier, 2001)

15



Chapitre 111 Matériel et Méthode

I11.3 Parametres étudies
111.3.1. Parametres physiologiques
111.3.1.1. Poids d’escargot

Le poids de chaque escargot a été mesuré avant le traitement a l'aide d'une balance précise. Apres la
fin du traitement, le poids a été mesuré a nouveau pour voir la différence et évaluer l'effet du gel

hydroalcoolique sur le poids des animaux.
111.3.1.2.Diamétre de la coquille

Le diamétre de la coquille de chaque escargot a €té mesuré avant et apres traitement a l'aide d'un pied
a coulisse précis pour suivre la croissance de I'escargot pendant la période d'exposition permanente au

gel hydroalcoolique, et ainsi pour évaluer I'effet de ce dernier sur la croissance des escargots.
111.3.2.Parameétres biochimiques et enzymatiques
111.3.2.1.Dosage des protéines totales

le dosage des protéines est selon la méthode de Bradford (1976), qui est une méthode d'analyse
spectroscopique basé sur le changement d'absorbance et se manifestant par le changement de la couleur
du bleu brillant de coommassie (BBC) aprés liaison avec les acides aminées aromatiques et les
résidus hydrophobes des acides aminés présents dans l'ou les protéines, la mesure des absorbances est

obtenue par le spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 595 nm.
111.3.2.2.dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été réalise selon la méthode de Duchateau et Florkin (1959), qui
utilise I'anthrone comme réactif et une solution meére de glucose comme standard. Une coloration verte
se développe dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de glucides présents dans I'échantillon.

L'absorbance est lue a 620 nm.

111.3.2.3 Dosage de ’activité catalase
Selon la méthode de Regoli et Principato (1995), L’activité de la catalase (CAT) est mesurée
a une longueur d’onde de 240 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV. La variation de la densité

optique due a la dismutation du peroxyde d’hydrogeéne (H202).
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Mode opératoire

Tissus + 1ml TCA

Broyage Mécanique ou ultrason

Centrifugation (5000 tour/min, pendant 10 min)

/\

Surnageant | Culot |

Aliquote 100 pl + + 1ml (éther / chloroforme (1v/1v))
4 ml anthrone

Chauffage a 80°C pendant Centrifugation
10min (5000 tour/min, pendant 10min)
Lecture, A= 620 nm Culot 11

(Glucide) [ |

+ 1 ml NaoH (0.1N) (24 heures)
Aliquote 100 ul + 4 ml BBC
Lecture, 595 nm

(Protéine)

Figure 05. Méthodes d’extraction et dosage des métabolites (Bradford, 1976 ; Duchateau &
Florkin,1959 )
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111.3.2.3.Dosage de I'activité enzymatique catalase

La mesure de I’activité Catalase (CAT) est déterminée selon la méthode de Regoli et Principato
(1995) dont le principe repose sur la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du
peroxyde d’hydrogéne (H202), cette mesure est a une longueur d'onde de 240 nm dans un
spectrophotométre UV.

Tissus +1ml tampon

phosphate (0.1 M pH=7.5)

!

Broyage Mécanique ou ultrasons

Centrifugation (15000 g, pendant 10min)

780ul tampon phosphate + 200 pl H202 + 20 pl

Lecture; 2= 240 nm a 25 °C

Figure 06. Mesure de l'activité enzymatique Catalase (Regoli et Principato, 1995).

L’activité catalase (CAT) est exprimée en umol d’ H202 par minute et par mg de protéines selon la
formule suivante :

X (uM/ mn/ mg de protéines) = A Do / (¢x Lx mg de Pro)
X : umoles de H202 consommées par minute et par mg de protéines.
€ : Coefficient d’extinction (0,040 mM-1. Cm-1).
L : Longueur de la cuve utilisée (1cm).
A DO : différence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.
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111.3.3.Etude histologique

A fin de confirmer nos résultats, nous avons fait une étude histologiques qui a été réalisées au niveau

de laboratoire d’analyses médicales, Dr AB Hamel -L’Oasis —Jijel.

4. Etude statistique

Les résultats sont donnés sous forme de moyenne et d’écart type, a I’aide de I’Excel. L’évaluation
statistique est effectuée en comparant les moyennes des groupes traités par les différents concentrations
du gel avec celles des groupes témoins en utilisent le logiciel 3R Project et le test ANOVA ,test student

Ns : différence non significative.

p < 0,05 ; significative.

p < 0,01 ; hautement significative.

p <0,001 ; trés hautement significative.
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1V. Résultats et discussion
1V Résultats

IVV.1.Effet de traitement par le gel hydroalcoolique sur les biomarqueurs physiologiques chez les

escargots Hélix aspersa
1V.1.1.1. Evolution du poids moiyen des escargots

La figure(7) représente I'évolution du poids moyens des escargots avant et aprés traitement avec

différentes concentrations de gel hydroalcoolique pendant 15 jours.

20

H témoin
B Concentration 1
 Concentratio 2
Concentration 3
0 I

Poids avant traitement Poids apres traitement

1

(%]

1

o

Poids moyen des escargots (g)

Figure 07. Effet du traitement par le gel hydroalcoolique sur 1’évolution du poids moyens des
escargots Helix aspersa.

On observe tres clairement que le poids moyen des escargots témoins a augmenté apres 15 jours.

Nous remarquons aussi que le poids moyes des escargots traités par le gel hydroalcoolique a diminué

avec la concentration (C2) par rapport au témoin.

Remarque : Un taux de mortalité de 100% a été enregistré dans le groupe d'escargots traités par la

concentration C3 de gel hydroalcoolique aprés 15 jours de traitement.

Aucun différance significatif (P>0,05).
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1VV.1.1.2. Evolution du diametre de la coquille des escargots

La figure(8) représente I'dvolution du diametre de la coquille des escargots avant et apreés traitement

avec différentes concentrations de gel hydroalcoolique pendant 15 jours.

45
40 I
S
g 35
(V]
= 30
>
S
o 2 H témoin
o
v 20 B Concentration 1
e
o m Concentration 2
+ 15 )
'qé Concentration 3
©
= 1
a 0
5
0

Diametre avant traitement Diametre aprés traitement

Figure 8 : Effet du traitement par le gel hydroalcoolique sur I’évolution du diametre de la coquille
des escargots Helix aspersa.

La figure 8 représente I'évolution du diamétre de la coquille d'escargots témoins traités avec différentes

concentrations du gel hydroalcoolique pendant 15 jours.

Les résultats ont montré que le diamétre de la coquille diminue chez les escargots traitées par le gel

hydroalccolique par a port aux témoins.
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IV.1.2. Effets de traitement de gel hydroalcoolique sur les parametres biochimiques et
enzymatiques

1VV.1.2.1.Effets sur le taux de glucides totaux

La figure (9) représente les variations du taux de glucides totaux au niveau de 1’hépatopancréas et du

rein des escargots témoins et traités par les différentes concentrations du gel hydroalccolique.
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I
4
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0

témoin Cc1 Cc2

W Hépatpancréas

M Rein

* %k

I

Taux des glucides ( pg/mg de tessus)

Concentrations du gel hydroalcoolique

Figure (9) : Effet des déférentes concentrations du gel hydroalcoolique sur les variations du taux de
glucides au niveau de ’hépatopancrea et du rein des escargots Helix aspersa.

» Au niveau de I’hépatopancréas : Nous remarquons une diminution hautement significative
de la teneur en glucides dans les concentrations C1 et C2 par rapport au groupe témoin
(p<0,01). Le taux des glucides diminue de 14,6435 ug/mg chez le témoin pour atteindre un
minimum de 9,5479 pg/mg pour la concentration 2.

» Au niveau de rein : Une diminution hautement significative de la teneur en glucides dans les
concentrations C1 et C2 a été observé par rapport aux groupes témoins (p<0,01). Le taux des

glucides diminue de 8,3054 pg/mg chez le témoin pour atteindre 4,4137 pg/mg pour C2.

Les valeurs sont exprimées en moyennes et écart types, Les astérisques symbolisent une différence
significative dans les moyennes du taux des glucides chez les escargots soumis a différentes

concentration par rapport a celles des escargots témoins.

**différence hautement significative p<0.01.
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1V.1.2.2. Effet de traitement de gel hydroalcoolique sur le taux de protéines totales au niveau de

I’hépatopancrea et du rein de escargots Helix aspersa

La figure (10) représente les variations du taux des protéines totales des escargots témoins et traité
par les différentes concentrations du gel hydroalcoolique.
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Figure 10 : Effet des déférentes concentrations du gel hydroalcoolique sur les variations du taux de
protéines totales au niveau de I’hépatopancrea et du rein des escargots Helix aspersa.

> Au niveau de I’hépatopancréas : le traitement des escargots avec les concentrationsl et 2
induit une augmentation treés hautement significative (p<0.001) du taux des protéines totales
par rapport aux témoin. Le taux de protéines totales augmente pour atteindre une valeur de
78,2706 ug/mg de tissus a la concentration 2.

» Au niveau du rein : une augmentation tres hautement significative de taux des protéines
totales (p<0.001) a été induite par le traitement des escargots avec les concentrations 1 et 2 par
rapport aux témoins. Le taux de protéines totales augmente pour atteindre une valeur de

59,2242 pg/mg de tissus a la concentration 2.

Les valeurs sont exprimées en moyennes et écarts types, Les astérisques symbolisent une différence
significative dans les moyennes du taux des protéines chez les escargots soumis a différentes

concentrations par rapport a celles des escargots témoins.

, ¥** différence trés hautement significative p<0.001
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1V.1.2.3. Effets de traitement de gel hydroalcoolique sur I’activité Catalase

La figure (11) représente 1’évolution de I’activité Catalase au niveau de I’hépatopancréas et du rein
des escargots traités par les différentes concentrations du gel hydroalcoolique.
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Figure 11 : Effet de gel hydroalcoolique sur I’activité Catalase des escargots Helix aspersa au
niveau de 1’hépatopancréas et le rein.

> Au niveau de ’hépatopancréas : Nos résultats montrent une augmentation tres hautement
Significative (p<0.001) de I’activité Catalase chez les groupes traités par les concentrations 1
et 2 par rapport aux escargots témoins. L’activité tend a augmenter pour atteindre une valeur
de 34,232 um/min/mg de protéine par la concentration 2.

Alors qu’elle était 3,5519 pum/min/mg de protéine chez les escargots témoins.

» Au niveau du rein : Une augmentation tres hautement significative (p<0.001) de I’activité
Catalase chez les escargots traités par les concentrations 1 et 2 par rapport aux témoins. Cette
activité augmente de 2,1459 um/min/mg de protéines chez les escargots témoins jusqu’a ce
qu’elle atteigne une valeur de 13,4778 pm/min/mg dans la concentration 2.

> Les valeurs sont exprimées en moyennes et écarts types, Les astérisques symbolisent une
différence significative dans les moyennes de I’activité enzymatique Catalase chez les

escargots soumis a différentes concentrations par rapport a celles des escargots témoins.
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*** tres hautement significative p<0.001.

IVV.2. Etude Histopathologique

1V.2.1. Effet sur ’Hépatopancréas
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Image 01. Coupes histologiques de ’hépatopancréas des escargots témoins (A) et traités par les

différentes concentrations de gel hydroalcolique (B), (C), (Gx40).
Légende : L : Lumiére de I’acini, CD : Cellule digestive, CE : Cellule excrétrice, CC : Cellule a
Calcium, =) : Nécrose cellulaire,+ : Hypertrophie cellulaire.

Image (1), montrant des coupes histologiques au niveau du foie et du pancréas, chez les escargots
témoins et traités a I'nydrogel alcoolique, et ainsi de suite, chez les témoins (A), le foie est constitué
d'un groupe d'acini en forme de lobules maintenus ensemble par du tissu conjonctif. Ces acini sont
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formés trois types des cellules : les cellules digestives (DC) (les plus abondantes), les cellules
excrétrices (EC) et les cellules calciques (CC). (Zaldibar et al., 2008).

L'examen histologique du pancréas hépatique d'escargots traités avec la concentration 1(B) de
gel met en évidence lésions de la membrane basale et hypertrophie.

L'observation microscopique des tissus traités avec la concentration 2(C) met en évidence

I'absence de lumiére acineuse de forme irréguliére et la nécrose cellulaire.

1V.2.2 Effet sur le Rein

Image 02. Coupes histologiques du rein des escargots témoins (A) et traités par les différentes
concentrations de gel hydroalcooliques (B), (C), (Gx40).

Légende : L : Lumiére de I’acini, CE : Cellule excrétoire, mmmm : Hyperplasie, + . Hypertrophie
cellulaire.
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Le rein est situé dorsalement et postérieurement & la surface de la masse viscérale. La paroi
rénale est formée de nombreux plis larges, soutenus par des axones conjonctifs avec des lacunes a
I'intérieur. Ces plis sont tapissés d'un épithélium simple constitué uniformément de cellules

semblables entre elles appelées cellules rénales. (Heusser et Dupuis, 2011)

Dans l'aspect histologique des escargots témoins (A), on note que I'épithélium rénal est constitué

uniquement de cellules excrétrices.

L'examen histologique des reins d'escargots traités avec la concentration 1 (B) du gel
hydroalcoolique a montré une diffusion irréguliére de la lumiere d'acini et la survenue d'une

hyperplasie et d'une hypertrophie cellulaire ainsi qu'une prolifération du tissu conjonctif.

Dans les reins des escargots traités avec la concentration 2 (C), une hyperplasie a été observée.
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1V.2. Discussion

La pandémie de Covid 19, apparue au début de I'année 2020, a contraint le monde a respecter des
regles d'hygiéne pour éviter la propagation du virus, et parmi ces régles, I'utilisation de gel
hydroalcoolique pour la désinfection, qui est un solution efficace pour éliminer de nombreux micro-

organismes pouvant constituer une menace pour la santé. (Maleysson, 2021)

Malgré son role important pour limiter la propagation du virus et le considérer comme un moyen
de prévention, le gel hydroalcoolique peut étre source de danger pour la santé en cas d'exposition
fréquente a celui-ci et entrainer des problémes graves comme I'hypoglycémie, des défauts de
croissance et certains Anomalies biologiques et biochimiques et cellulaires et cause des processus

pathologiques. (Van der roost, 2015)

Dans notre travail, nous avons utilisé I'escargot Helix aspersa car c'est un excellent modele
biologique pour étudier I'effet et le mécanisme d'action de nombreux polluants, ainsi que sa capacité
a fournir différentes réponses biologiques : physiologique en inhibant la croissance, troubles de la
reproduction (Notten et al, 2006) ainsi que des perturbations cellulaires et altérations biochimiques.
(Regoli et al,2006)

Dans notre travail, nous nous sommes concentreés sur l'effet de lI'exposition au gel hydroalcoolique
sur les parameétres physiologiques et biochimiques des escargots. Nous avons également mené une

étude histologique sur des fragments du foie et des reins.

Le premier point qui a été remarqué a la fin de la période de traitement est la mort de toutes les
especes qui ont éteé traitées avec la plus forte concentration de gel hydroalcoolique et cela est dd a la

forte toxicité du gel utilisé.

De plus, le poids et le diamétre de la coquille ont été réduits pour les escargots exposés au gel

hydroalcoolique par rapport au témoin.

Nos résultats sont en accord avec les résultats de Atailia, (2017) qui Mis on évidence Une
diminution dose-dépendante du poids et de la survie et du diameétre de la coquille des escargots
traités avec de la poussiere métallique. Cette perte de poids et I'inhibition de la croissance peuvent

s'expliquer par une diminution de la consommation alimentaire.

Ainsi, I'étude de Gomot, (1997) a donné des résultats similaires aux notres, une inhibition dose-
dépendante de la croissance des escargots apres exposition au cadmium pendant quatre semaines,

résultant peut-étre d'une inhibition de synthése d'une hormone essentielle a la croissance.
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Alors que, selon (Grara et al., 2015), cela est d0 & des dommages a certaines enzymes, hormones et
ADN résultant d'une toxicité directe, ou a un défaut de certains phénoménes physiologiques qui ont

indirectement affecté le fonctionnement de certains éléments de croissance.

De plus, Hames et Hopkin, (1989) ont conclu que la cause de I'inhibition de la croissance est une

atteinte du systéme digestif et son incapacité a sécréter certaines enzymes.

Les protéines sont des macromolécules complexes, de nature organique. Elles ont une importance
vitale et assurent dans l'organisme diverses fonctions; principalement sont impliquées dans la
structure et l'architecture cellulaires, la réparation des cellules et la production d'énergie (Brooker,
2000 ; Imtiyaz et al, 2014).

Les teneurs en protéines totales est un test souvent utilisé pour mettre en évidence un stress chez
un organisme bioindicateur (Benbouzib, 2012). En effet, lorsque les contraintes environnementales
(stress hydrique, thermique, oxydant, exposition a une pollution, infection par des agents
pathogénes...) sont fortes, la plupart des protéines subissent une dénaturation (Mohammadkhani et
Heidari, 2008 ).

Nos résultats sont en ligne avec ceux de plusieurs auteurs qui ont montré une augmentation
significative taux de protéines totales dus au stress chimique parce que le glutathion est un facteur
essentiel dans la défense contre stress oxydatif (Zaafour et al., 2014 ; Redouane et al., 2004 ;
Tadjine, 2007).

Ces resultats sont cohérents avec ceux de Masaya et coll, (2002) et Peccini et al, (1994), qui a
montré une augmentation significative des niveaux de protéines totales en raison de stress chimique
dans différents modeles biologiques (tétards, protistes, lapins). Dans le méme ordre d’idées
Bouaricha., (2013), a montré que les manifestations toxiques de I’Emamectine Benzoate
(biopesticide), sur I’escargots Helix aspersa et les paramecies, ont été¢ accompagnées par une
induction dose dépendante de la synthese protéique, le méme effet a été constaté apres le traitement
du verre de terre par un insecticide le Métomyl (Zeriri et al., 2012). De plus les travaux de Grara.,
(2011) mettent en évidence aussi une augmentation du taux de protéines totales au niveau de
I’hépatopancréas et du rein des escargots traités par des métaux lourds. Cette augmentation pourrait
étre due a l'induction de la synthése de détoxification (gluthathion) et métaboliser les enzymes sous

l'effet d’un stress oxydatif produit par I'application du gel hydroalcoolique.

Les glucides sont des composeés de carbone et d'hydrogene et I'oxygene, dans le corps leur

fonction principale est de stocker et fournir de I'énergie (Brooker, 2000). Déstressant conditions, les
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niveaux de glucose sont considérablement réduits a assurer un apport énergétique adéquat (Carefoot
et al., 1993).

La diminution de la teneur en glucides est a cause de la déplétion du taux de glycogéne dans les
tissus hépatique de I’escargot. Ces résultats sont en accord avec les travaux d’EI-Wakil et Radwan
(1991). Plusieurs travaux montrent des perturbations du métabolisme glucidique lorsque les animaux

sont exposés aux substances toxiques (Neeraja et Giridhar ,2014).

Dans notre travail nous avons noté que le taux des glucides diminue d’une maniére dose-dépendante
au niveau des deux organes cibles (hépatopancréas et rein), ces résultats sont en accord avec ceux
cités ci-dessus et témoignent d’une perturbation du métabolisme glucidique sous I’effet d’un stress

chimique D’aprés Carefoot et al (1993)

En effet, les hydrates de carbone sont les sources primaires et immédiates de I'énergie, dans les
condition de stress, les réserves d'hydrates de carbone sont épuisées pour satisfaire les demandes
énergétiques, ces résultats sont conformes avec ceux de EL-Wakil et Radwan, (1991) , Les glucides
sont les sources d'énergie primaires et immediates, en état d'effort des réserves glucidiques sont
épuisées pour satisfaire des demandes énergétiques accrues. Cette diminution est due a I’oxydation
des glucides en présence des ions métalliques conduisant a la libération d’aldéhydes et du peroxyde
d’hydrogéne (Nzengue, 2008). D’aprés Carefoot et al (1993), le taux du glucose diminue lorsque

I’on soumet I’escargot Abalone a un stress chimique.

La déplétion en glycogene des tissus hépatiques peut étre également interprétée comme une réponse
non spécifique au stress chimique avec cependant des conséquences sur la mobilisation a long terme
des réserves énergétiques et ainsi sur la sensibilité au stress et la susceptibilité des individus aux

maladies (Schwaiger et al, 1997).

D’autre part Sangeetha et Deepa (2016) suggere que lors d’un stress, il y a une diminution de la
teneur des glucides (hydrates de carbone) pour assurer un apport suffisant d'énergie. Cette
diminution pourrait étre due a une glycogénolyse rapide et des inhibitions de la glycogénese par
I'activation du glycogene phosphorylase.

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Zouaghi et al (2015) qui ont signalé une

diminution du taux de glucide chez I’escargot Hélix aspersa exposé aux hydrocarbures

Le stress oxydatif est défini par un déséquilibre entre la production d'espéces radicalaires (ou
réactives) de l'oxygene (ROS) et les capacités antioxydantes cellulaires. Les espéces réactives de

I'oxygéne sont a l'origine de nombreuses pathologies car ce sont des sous-produits toxiques du
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métabolisme normal de l'oxygéne. A I'état normal, la balance antioxydant/pro-oxydant est équilibrée.
Cependant, cet équilibre peut étre rompu, soit par une production excessive d'ERO, soit par une
diminution des capacités antioxydantes. (Camille et Mireille, 2011)

Lorsque les ERO s'accumulent dans la cellule, ils peuvent étre neutralisés par des systemes
antioxydantes, (Marie-Céline, 2023). Ces systemes de défense permettent de réguler la production
de EOA ou de neutraliser les oxydants. Ces systemes de défense sont enzymatiques tel que
Superoxide dismutase (SOD), Catalase, Glutathion peroxidase (GPX), ou non enzymatiques
(vitamines E et C, oligoéléments). (Haleng et al, 2007)

L'activité Catalase est considérée comme un biomarqueur sensible du stress oxydatif (Wang et
al., 2012), Les catalases sont des enzymes tétramériques, intervenant dans les défenses de la cellule
contre le stress oxydant en éliminant les espéces oxygénées réactives et en accélérant la réaction

spontanée de dismutation du peroxyde d’hydrogéne (H202). (Ben saad et al., 2017)

Selon Sergent et al, (2001) si I'éthanol n'est pas métabolisé, il peut provoquer un stress oxydatif

dans le foie, qui provoque l'activation de systémes antioxydants tels que la catalase.

Dans notre travail, l'activité de la catalase au niveau de I’hépatopancréas et des reins a augmenté
du maniére dose-dépendante dans les groupes exposés au gel hydroalcooliques par rapport au
témoin.

Notre resultats en accord avec ceux de EI-Shenawy et al, (2012), qui mis en évidence une
augmentation de I’activité catalase au niveau de les glandes digestives des escargots Eobania

vermiculata apres exposition au métaux lourds.

Dans une autre étude similaire, il a été observé que l'activité de la catalase chez les escargots
terrestres Theba pisana augmente avec l'augmentation de la concentration en métaux lourds, preuve

de l'induction d'un stress oxydatif. Radwan et al., (2010)

D'autre part, I'étude de Besnaci et al, (2022) a montré une diminution hautement significative de
I'activité de la CAT dans le foie et les reins des escargots Helix aspersa qui ont été exposés au

nanoparticules de la silice fumée (SiO2-NPs) .

L’examen histopathologique de lésions ou d’altérations chez les escargots peut conduire a
I’établissement d’un diagnostic environnemental particulierement pour 1’évaluation du risque.
Contrairement aux parametres biochimiques, les parametres physiologiques et morphologiques
constituent des éléments dont I’examen permet de rendre compte de réponses a un niveau

d’organisation biologique supérieur. (Hinton et al., 1992).
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Notre étude histologique montre que I’exposition des escargots aux gel hydroalcolique peut
provoquer des altérations cytologiques et ultra-structurales de I'népatopancréas, qui joue un réle
crucial dans la détoxification.

En effet, I'examen histologique du rein et I'épithélium hépatopancréatique révele l'aspect
d'infiltrateurs inflammatoires Lymphoplasmocytaires de la concentration la plus faible, il pourrait
s'agir d'un premier réponse due a la présence de xénobiotiques ; ces les observations sont cohérentes
avec les travaux de ; (Chabicovsky et al. 2004), et (Russell et al. 1981), et (Tadjine 2007), nous
avons également trouvé une déformation de acini et une destruction des cellules digestives de
maniére dose-dépendante, entrainant une nécrose tres importante de ces cellules aux concentrations

les plus élevées.

la nécrose des cellules digestives semble étre un probléeme géneral réponse aprés exposition a des
mélanges de pesticides dans gastéropodes terrestres et est principalement liée a la détérioration du
processus digestif causée par la présence de particules métalliques (Zaldibar et al., 2008).

Nous avons également mis en évidence une déformation des acini et une destruction des cellules
digestives, conduisant a une tres importante dégénérescence de ces cellules aux plus fortes
concentrations en parfait accord avec les travaux de Grara, (2011). Ces résultats corroborent ceux de
Ait Hamlet et al., (2012). Selon Hamed et al., (2007) et Radwan et al., (2008) les changements
structurels et la perte de cellules digestives essentiellement et d'autres types cellulaires semblent étre
une réponse générale apres une exposition aux pesticides, en particulier aux carbamates pour
I'escargot terrestre E. vermiculata. La détérioration des cellules digestives incite par conséquent le
changement du processus digestif global, provoqué par I’ingestion des différentes classes de

polluants chimiques. (Valavanidis et al., 2006)

Réponses histopathologiques a plusieurs organes (glande digestive, rein, ovaires, etc.) d'Helix
aspersa exposés a des concentrations croissantes de pesticides les mélanges dans les aliments se
manifestent par des réactions qui impliquent une hyperplasie des épithéliums au plus bas
concentrations testées et nécrose cellulaire importante qui s'accompagne d'une prolifération de
conjonctif tissus (Chabicovsky et al., 2004; Radwan et al., 2008). Ces réponses histopathologique
se manifestent par des réactions qui impliquent une hyperplasie des épithéliums aux plus faibles
concentrations testées et une destruction cellulaire importante qui s’accompagne d’une prolifération

de tissus conjonctifs ainsi que des nécroses aux fortes concentrations. (Radwan et al., 2008)
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Le rein est situé en position dorsale postérieur, a la surface de la masse viscérale. Il est en relation
d’une part avec la cavité péricardique par un orifice réno- péricardique réduit, et d’autre part avec un

uretére qui prend en charge I’urine produite. (Heusser et Dupuy., 2011)

L'épithélium rénal est également susceptible de subir les effets des xénobiotiques toxiques, c’est un
tissu compose de néphrocytes, cellules hautes, qui présentent une polarité nette : elles possédent un
noyau basal associé a un cytoplasme chromophile, alors que leur région apicale est occupée par une
volumineuse vacuole, la présence des vacuoles dans les néphrocytes indique que ces cellules sont
impliquées dans I'excrétion des déchets et de la résorption des métabolites essentiels du liquide
urinaire. ( Kambale et Potdar ,2011).

L’exposition au gel hydroalcolique provoque au niveau des reins une hypertrophie des cellules
excretoires et une déformation des acini suivi de nécroses cellulaires, en accord avec les travaux de
(Russell et al.,1981 ; Chabicovsky et al., 2004).
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Conclusion générale

Pendant la pandémie de Covid-19, il y a eu une large utilisation des produits de stérilisation
comme le gel hydroalcoolique, cette utilisation excessive a entrainé I'apparition de certains effets
négatifs.

Dans notre travail, nous avons étudié I'effet du gel hydroalcoolique sur un modéle biologique
d'escargot Helix aspersa, en exposant plusieurs groupes de cette espéce a des différentes
concentrations du gel. Et aussi de faire la lumiére sur le réle de Helix aspersa dans le processus de
biosurveillance de I'effet et de la toxicité de ce produit.

L'escargot Helix aspersa est un gastéropode pulmonaire terrestre, il été choisi pour cette expérience
car il est considéeré comme un excellent bio-indicateur et bioaccumulateur pour plusieurs
xénobiotiques, capable de donner des résultats clairs et permettant I'étude de I'accumulation et du

mécanisme d'action de nombreux polluants.

Nous avons étudié les effets de gel hydroalcoolique par une approche de laboratoire ciblée, en
examinant plusieurs aspects possibles de I’expression de la toxicité du gel : contrdle du poids et du
diametre de la coquille pour exprimer la croissance, étude des métabolites hépatopancréatiques et
rénaux (glucides, protéines, catalase) pour exprimer les perturbations de certains processus

physiologiques, le stress oxydatif, la bioaccumulation...

Les résultats de ce travail ont montré la grande sensibilité du I’Helix Aspersa aux polluants, et que
c'est vraiment un modele idéal qui nous a permis de suivre clairement les perturbations
physiologiques et biochimiques d'une part, et d'autre part de mettre en évidence la protection des
cellules par activation des biomarqueurs et faire fonctionner le systeme de détoxification, et cela est
illustré, par exemple, par I'apparition d’un stress oxydant, qui a entrainé le déclenchement de

I'activité de la catalase en tant que systeme de détoxification.

Ainsi que L'étude histologique a montré des lésions de certains tissus au niveau du
I'hépatopancréas et des reins, ce qui confirme la sensibilité d'escargot Helix aspersa et I'effet

important du gel hydroalcoolique en tant que substance toxigue.
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Annexe 01 :

Gamme d’étalonnage de dosage des protéines :

Tube Blanc 1 2 3 4 5
BSA(ug) 0 20 40 60 80 100
Eau distillé | 100 80 60 40 20 0
BBC(ml) |4 4 4 4 4 4

Gamme d’étalonnage pour le dosage des glucides :

Tube Blanc 1 2 3 4 5
Glucose (g) 0 20 40 60 80 100
Eau distillé 100 80 60 40 20 10
Anthrone (ml) | 4 4 4 4 4 4

Préparations des réactifs :

1. BBC (bleu brillant de coomassie G250) :

25 mg de BBC + 12.5 ml éthanol a 95% + 25 ml acide orthophosphorique

puis compléter jusqu’a 250 ml avec I’eau distillé.
2. BSA (sérum d’albumine de beeuf) :

1 mg/ 1ml de I’eau distillée.

3. Anthrone :

Pour préparer 100 ml d’anthrone :

150 mg anthrone + 75 ml acide sulfirique a 96% + 25 ml I’cau distillé.
4. Solution meére de glucose :

Img de glucose+ 1ml de I’eau d’distillée.
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Annexe 02 :

Résultats des densités optiques a (595 nm) de la gamme d’étalonnage des protéines :
BSA (ug)

0

DO (nm)

0.105 0.215

0.329

0.438 0.541

Courbe d’étalonnage des protéines :

Absorbance a 595 (nm)

Droite d'ajustement
y = 0,0054x - 0,0008
R?=0,9997

20 40 60 80
Quantité de BSA (pug)

100 120

Résultats des densités optiques a (620 nm) de la gamme d’étalonnage des glucides :

Glucose (ul)

0

DO (hm)

0,0999 0,237

0,377

0,519 0,673

Absorbance a 620 (nm)

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

40 60 80

Quantité de glucose (ug)

100

Droite d'ajustement
y = 0,0068x - 0,0229
R?=0,9963

120
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Annexe 03 :
Résultats :

Poids moyen d’escargot avant le traitement (g) :

- Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Moyenne 17,275 17,427 18,097 18,027
Ecart type 1,031843 2,1820384 0,7010171 1,23597134

Poids moyen d’escargot aprés le traitement (g) :

- Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Moyenne 18,465 18,512 16,8966 0
Ecart type 1,54802 1,95839 1,28141 0

Diameétre de la coquille d’escargot avant le traitement (mm) :

- Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Moyenne 38,51 38,475 38,52 38,757
Ecart type 1,46985 0,449481 1,6361133 1,096308

Diametre de la coquille apreés le traitement (mm) :

_ Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Moyenne 39,885 39,03 37,28 0
Ecart type 0,293007 0,7122734 1,1121601 0




Moyenne de taux des protéines total (ug/mg) :

_ Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Hépatopancréas | 16,8862 68,162088 78,27066 0
Rein 12,239162 52,41426 59,224263 0
Ecart type des protéines total :
_ Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Hépatopancréas | 1,4534575 5,6526193 5,7643555 0
Rein 1,374999 3,1971415 3,1170264 0
Moyenne de taux des glucides total (ng/mg) :
_ Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Hépatopancréas | 14,643524 10,6928322 9,5479335 0
Rein 8,305471 5,019781 4,413731 0
Ecarte type des glucides total :
_ Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Hépatopancréas | 1,869112 0,7723613 0,73251 0
Rein 0,554113 0,4181663 0,407716 0
Moyenne et écart type de ’activité de CAT :
Moyenne :
; Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Hépatopancréas | 3,55191123852 | 23,85823086 34,2383153658 |0
Rein 2,14599163 12,8383031 13,4778851 0
écart type :
_ Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3
Hépatopancréas | 2,0818028463 1,600331754 5,257213506 0
Rein 0,70241973 2,57525425 3,14714414 0
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Théme

Impact des résidus de gel hydroalcolique sur la santé : essai sur un modéle alternatif I'escargot

Helix aspersa.
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Résume :

Dans ce travail, nous avons étudié la toxicité du gel hydroalcoolique et son effet sur la santé a l'aide
d'un modele biologique bioaccumulateur qui considéré comme un excellent biomarqueur de la
contamination naturelle, I'escargot Helix aspersa. Cela a été fait en traitant certains individus de cet
organisme avec des concentrations variables de gel hydroalcoolique (20%, 35%, 70% d'éthanol) par
évaporation pendant 15 jours. La toxicité manifeste sous forme d'un effet sur les parametres
physiologiques, une perturbation du poids et de la croissance des escargots d'une part, et d'autre part,
des perturbations métaboliques au niveau du I'hépatopancréas et des reins ont indiqué une
augmentation significative du niveau des protéines et une diminution du taux de glucides, ainsi qu'un
déclenchement de l'activité catalase, qui considérée comme un mécanisme de défense cellulaire. De
plus, I'étude histologique a montré gu'il existait des dommages cellulaires et tissulaires au niveau de

I'hépatopancréas et des reins.
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Abstract:

In this work, we studied the toxicity of hydroalcoholic gel and its effect on health using a
bioaccumulative bio-model and an excellent biomarker for natural contamination of the snail, Helix
aspersa. This was done by treating some individuals of this organism with varying concentrations of
hydroalcoholic gel (20%, 35%, 70% ethanol) by spraying for 15 days. The toxicity appeared in the
form of an effect on physiological parameters, a disturbance in the weight and growth of snails, and
metabolic disturbances at the level of the liver and kidney indicated a significant increase in the level
of protein and a decrease in the level of carbohydrates, as well as a decongestion of the activity of
catalase, which is considered of cellular defense mechanisms. In addition, the histological study

showed that there were cellular and tissue damages in the liver and kidneys.
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	Monoplacophores, Polyplacophores, Gastéropodes (escargots, limaces, etc.) Aplacophores, Scaphopodes, Bivalves(moules, huîtres, etc.), Céphalopodes(calmars, poulpes, etc.). (Frank, 2006)

