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Introduction

I ntroduction

Les pesticides représentent, les composés xénobiotiques les plus systématiquement introduits dans
I'environnement et les plus largement utilisés sur les cultures les plus variées (Amiard,2011). Les
pesticides agricoles contribuent a augmenter la productivité agricole, mais posent dans le méme
temps des risques potentiels pour la santé humaine et I’environnement (OECD,2008). Le recours
aux pesticides pour usage agricole en Algérie est devenu indispensable pour atteindre les niveaux de
production maximaux et satisfaire une demande de plus en plus accrue des consommateurs en
produits alimentaires. Cependant, la contamination des milieux naturels et des denrées alimentaires
par ces produits peut entrainer de tres large répercussions sur les composants de I’écosystéme (sol,
air et atmosphere) par conséquent sur I’étre humain (Bouziani, 2007).

L’Algérie est classée parmi les pays qui utilisent plus grandes quantités de pesticides, dont
I’ Association Algerienne pour la protection de I’environnement tire la sonnette d’alarme «L’Algeérie
est un grand consommateur de pesticides: 30000 tonnes sont épandues chaque année » (Chilali.,
2013). L’un de ces pesticides hautement toxique est I’insecticide endosulfan.
L'endosulfan (EDS) est un insecticide cyclodiene a large spectre, qui est largement utilisé dans de
nombreuses régions du monde sur une grande variété de cultures. Il est composé de deux isomeres,
o - et B -endosulfan, qui se dégradent en sulfate d'endosulfan, qui est persistant, non biodégradable
et capable de bioamplification a mesure qu'il dépasse la chaine alimentaire (Agbohess et al.,
2014).Des études récentes indiquent que I’exposition a I’EDS produit le stress oxydant par la
génération des radicaux libres et induit la peroxydation lipidique (LPO) dans les tissus des
mammiféres et des autres organismes (Chebab,2009).

Le développement intra-utérin est un processus extrémement complexe pendant lequel I’embryon

puis le feetus peuvent étre particulierement vulnérables aux facteurs environnementaux, tels que les
pesticides.
De nombreuses hypotheses ont été formulées et étudiées ces derniéres années sur I’impact des
expositions environnementales de la femme enceinte aux pesticides sur le développement intra-
utérin et post-natal. L’analyse des publications relatives aux études des effets sanitaires liés aux
expositions environnementales aux pesticides montre que ces expositions pourraient étre
responsables d’un certain nombre d’effets sur les issues de grossesse mais auss sur le
développement cognitif ou moteur de I’enfant et son comportement a plus long terme (Inserm,
2013).
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Une revue de la littérature récente suggere que I’exposition aux pesticides, estimée a partir de la
proximité de zones agricoles, peut entrainer une augmentation du risque de malformations
congénitales (Shirangi et al.,2011).

La grossesse elleeméme est un éat de stress oxydatif d0 a la forte activité métabolique des
mitochondries placentaires qui génerent les ROS, en plus de laNADPH oxydase qui génére I'anion
superoxyde (Roberts et al., 2009). Les especes réactives cellulaires de I'oxygene (ROS) et leur
contréle par les antioxydants sont impliqués dans la physiologie du systéme reproducteur féminin.
L’exposition aux pesticides pendant cette période renforce la production des ROS, le déséquilibre
entre la production des antioxydants et des ROS a été suggéré comme un agent causal dans les
troubles liés a la grossesse, tels que la résorption embryonnaire, la perte récurrente de grossesse, la
prééclampsie (PE), le retard de croissance intra-utérin (RCIU) et la mort feetale (Gupta et al.,
2007).

De nombreuses recherches expérimentales et épidémiologiques, menées au cours des dernieres
décennies, ont mis en évidence les effets bénéfiques des antioxydants sur la santé humaine et
animale (Agrawal et al., 2010).

L es effets bénéfiques des bactéries lactiques sur la santé humains ont été observes ; il y aenviron un
siecle, sont des micro-organismes qui fournissent des bienfaits pour la santé des humain et des
animaux lorsqu'ils sont consommeés en quantité suffisante (Rijkerset al ., 2011).

Le placenta a un role crucial dans la grossesse, c’est une interface entre la mére et le feetus. Il
assure les échanges et les modifications des nutriments et de gaz. Il synthétise et sécrete une gamme
d’hormones stéroides et peptidiques et fournit une barriere immunitaire entre la meére et le feetus
(Myatt, 2010), toute altération atteignant le placenta aura des répercussions sur le feetus, c’est dans
ce contexte que s’inscrit le but de notre étude.

L’objectif de notre travail est de voir I’influence de la toxicité sur I’unité foeto-placentaire chez
les rattes gestantes par I’administration de I’endosulfan d’une part, et d’autre part a evaluer I’effet

de Lactobacillus plantarum BJ0021 contre cette toxicité.
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Chapitrel : Lespesticides

|.1. Définition

Les pesticides désignent communément des substances permettant de lutter principalement
contre les insectes, les maladies fongiques, et les mauvaises herbes (Mamane,2015).ils sont
responsables de sérieux problémes environnementaux en raison de leur large utilisation, leur
persistance et leur bioaccumulation le long de la chaine trophique. De plus, plusieurs éudes ont
montré leur implication dans la survenue de diverses pathologies (Savary,2014). avec des effets

cancérigenes et endocriniens sur la population humaine (Sylvain et al ., 2016).

|.2.Classification

I.2.1.Le premier systéme de classification repose sur labase delacible (Ming et al.,2013)
» Lesfongicides: destinés atraité les maladies fongiques des plantes, mais également les
Maladies bactériennes et virales.
» Lesinsecticides : destinés alalutte contre les insectes, ils interviennent en les tuant ou en
empéchant leur reproduction.
» Lesherbicides: Ils permettent d’eliminer les mauvaises herbes. Ce sont des phénoxydes,
destriazines, des amides.
|.2.2.Le deuxiéme systeme de classification selon |les propriétés chimiques (Ming et al.,2013)
Les principaux groupes chimiques comprennent les organochlorés, les organophosphorés, les

carbamates, et les triazines.

|.3.Lespesticidesen Algérie
|.3.1.Fabrication des pesticides en Algérie

En Algérie, la fabrication des pesticides a été assurée par des entités autonomes de gestion des
pesticides: Asmidal, Moubydal. Mais avec I’économie de marché actuelle, plusieurs entreprises se
sont specialisées dans I’importation d’insecticides et divers produits apparentés.

Ainsi, environ 100 produits phytosanitaires sont homologués en Algérie, dont une quarantaine

de variétés sont largement utilisées par les agriculteurs (Bouziani, 2007).
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[.3.2.Utilisation des pesticidesen Algérie

En Algérie, I’usage des insecticides, et d’autres produits phytosanitaires se répand de plus en
plus avec le développement de I’agriculture, mais aussi dans le cadre des actions de lutte contre les
vecteurs nuisible (Bouziane, 2007).L’interdiction d’endosulfan par la Convention de Rotterdam
quil ainscrit dans son annexe 11 suit la tenue de sa cinquiéme Conférence des Parties qui s’est
déroulé du 20 au 24 Juin 2011.

|.4. Endosulfan
| .4.1. Définition

L’EDS est un insecticide organochloré appartenant au groupe des cyclodiénes. La spécialité
commerciae est un mélange de deux stéréo-isomeéres contenant 70 % d’a et 30 % de B —endosulfan
(Zervoset al., 2011). Il est utilise dans I’agriculture tels que les céréales, le café, le the, les fruits et
les légumes, et non agriculture comme le tabac et le coton pour la lute contre une large variété
d’insectes (Rodriguez et al., 2016).

L’EDS et ses produits de dégradation sont persistants dans |'environnement avec une demi-vie
allant de 9 moisa 6 ans (Jayashree et Vasudevan, 2007). |l est trés toxique et peut étre mortel.

Ll

Figure 01 : structure d’endosulfan (Jayaprabhaet al., 2016 ).
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1.4.2. Lespropriétés physico-chimiques de I’endosulfan

Tableau 01: Principales caractéristiques physico-chimiques de I’endosulfan: matiére active
(footprint,2011).

Nom commun Endosulfan
Nom chimique (IUPAC) 1, 4, 5, 6, 7,7-hexachloro-8, 9,10-trinorborn-5-en-
2,3-ylenebismethylene sulfite
Type de pesticide Insecticide, acaricide
Famille chimique organochloré
Structure L = B
e
- ~ s
Formule brute C9H6CI603S
Masse molaire (g mol-1) 406,93
Solubilité a20 °C (mg L-1) 0,32 (a + B) (dans I’eau) ; 65000 (dans I’éthanol)
Toxicité DL50 (Rats) (mg kg-1) Rats 30 (USEPA) et 80 (OMS)

|.4.3.pharmacocinétique de I’endosulfan
¢ Absorption

L’EDS peut pénétrer dans I’organisme vivant a travers les voies d’exposition
(Inhalation, voie orale, voie cutané ....) Son absorption est tres lente et incompléte, elle devient
rapide en présence d’alcool et d’huile (AT SDR, 2000).
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« Distribution
Il est plus facilement distribué dans les tissus adipeux, le cerveau et le foie, les reins peuvent
étre des dépdts along terme de I'EDS et de ses métabolites (Andrascikova et al.,2013)
s Méabolisme
Son métabolisme est facile chez les animaux apreés I’exposition, les deux formes stéréo
isomeres stables de I’EDS peuvent étre convertis en sulfate endosulfan et endosulfan-diol. Ceux-ci

peuvent encore étre métaboliseés en lactone endosulfan, hydroxyéther, et éther.
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Figure 02 : La voie métabolique proposée pour I’endosulfan (Marilyn et al.,2010)

< Elimination et excrétion
L’EDS est éliminé dans les urines labiles ou excrétés dans la matiére fécale aprés quelques jours
voir une semaine de la pénétration, grace a cette élimination il n’existe pas de risque de
bioaccumulation (AT SDR, 2000).
[.4.4.Mode d’action

I’EDS a une affinité avec le GABA dans le cerveau et agit comme un antagoniste GABA non
compétitif. La liaison du GABA a son récepteur induit I’entrée d’ions chlorure par les neurones, ce
qui entraine une hyperpolarisation de |la membrane. Lorsgue cette activité est bloquée par I’EDS, les
neurones ne se repolarisent que partiellement, il en résulte un état d’excitation non contrélé
(Rodriguez et al., 2016)
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|.4.5.Persistance de I’endosulfan dans I’environnement

Dans I'eau, I’EDS est persistant avec une demi-vie d'environ 35 a 150 jours. Il ne se dissout pas
facilement et peut s’accumuler dans les corps de poisson et d'autres organismes ; Dans le sol, le
pesticide subit une biodégradation formant I’endosulfan sulfate qui est toxique et plus persistant
dans I'environnement que le composé parent. La demi-vie varie de 60 jours pour la forme apha et
800 jours pour laforme béta (Jayaprabha et al., 2016).

Dans I’air PEDS est semi-volatile, avec la volatilité et le cloisonnement ou I'échange entre |'air
et l'eau assurant ce qu’ 'il peut étre transporté dans I'atmosphere sur de longues distances sa
persistance est de 27 + 11 jour. Dans les végétaux, I’endosulfan est persistant avec une demi-vie de
3-7 jours (Jaya et al., 2013).

|.4.6.Toxicité de I’endosulfan
[.4.6.1Toxicité aigué

L’EDS est une substance toxique, il est classifie dans la catégorie || modérément dangereuse.
L'endosulfan a été prouvé ont des effets néfastes sur différents systemes d'organes, notamment le
systéme nerveux, d’endocrine, de reproduction, de développement et cardiovasculaire ( Rastogi et
al., 2014; Silva et al., 2015). Chez les mammiferes, il produit des effets neurotoxiques, qui sont
stimulés par des attaques du systeme nerveux central (AT SDR, 2000).

1.4.6.2T oxicité subaigué ou chronique

Les études de toxicité subaiglies et chronique de I’EDS chez les animaux suggerent que le foie,
les reins, le systéme immunitaire, et les testicules soient les organes de cible principaux (ATSDR,
2000).

|.4.7.Impact de I’endosulfan sur la santé humaine
1.4.7.1 Effets sur le systéme endocrinien et la reproduction

Certains insecticides comme I’EDS sont des perturbateurs endocriniens et peuvent étre a I’origine
d’effets déléteres chez I’homme en particulier sur la reproduction. De nombreux perturbateurs
endocriniens agissent via les récepteurs aux cestrogenes et les récepteurs aux androgénes (Marques-
Pinto et Carvalho, 2013). L’exposition a I’EDS (organochloré) induit un retard de la maturité
sexuelle et une perturbation de la synthése des hormones sexuelles (Saiyed et al., 2003).
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1.4.7.2.Effets neurologiques et neur ocompor tementaux

L’EDS est particulierement neurotoxique pour les insectes et les mammiféres, y compris les
hommes. Il est modifie la dopamine, la noradrénaline et la sérotonine (AT SDR, 2000), Il blogue les
récepteurs du neurotransmetteur GABA dans les cellules nerveuses (Vale et al., 2003) .
L’exposition a également été liée a des maladies telles que la paralysie cérébrale, I'épilepsie et la
maladie de parkinson (Amizadeh et al., 2011).
1.4.7.3.Effets sur Pimmunité

Les pesticides sont capables d’agir sur le systétme immunitaire selon différents mécanismes
entrainant des pathol ogies immunitaires plus fréquentes.

L’EDS est immunotoxiques et inhibe I'activité métabolique des phagocytes du sang périphérique
dans différents modeles animaux (Bharath et al., 2011). 1l est diminuer du taux de poids de la rate
et dautres effets immunosuppresseurs, la suppression marquée des réponses immunitaires
humorales et cellulaires, une diminution de I'activation des |lymphocytes, des changements dans les

réponses al'hypersensibilité retardée et 1a suppression des taux de cytokines (Pal et al., 2009).
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Chapitrell : le placenta

Le placenta humain est crucial pour la croissance et le développement du feetus ainsi que
I’adaptation de la physiologie maternelle a la grossesse (Feldt-Rasmussen et Mathiesen ,2011).11
synthétise et sécrete une gamme d'hormones stéroides et peptidiques et fournit une barriére
immunitaire entre la mere et le feetus (Myatt, 2010).Le développement du placenta est en constante
évolution puisquil se perpétue tout au long de la grossesse afin de Sadapter aux besoins
meétaboliques de I'embryon en croissance (M offett-King ,2002).
[1.1. Formation du placenta

Pendant la segmentation, I’ceuf fécondé effectue sa migration et atteint ainsi la cavité utérine a la
fin dela 1%© semaine (poirier et al., 2005).

OVULE FECOMDE MORULA (20 - 50 celluies) BLASTOCYSTE
L T Tiophobkiste
i | Iazsa
cellulaine
i X gl Inierne
e Tropnoblasts
[ aire
Blaslamera
Zonepellucide—

Figure 06 : Formation du placenta (wheater et al., 2001)

Les cellules cytotrophoblastiques commencent a proliférer des que le blastocyste est implanté et

fusionnent pour former le syncytiotrophoblaste des villosités placentaires. Une sous-population de
cellules trophoblastiques appelée trophoblastes extravillositaires (TEV) se détache des colonnes
cytotrophoblastiques et envahit la décidua (Jauniaux et Burton ,2015).
Les cellules trophobl astiques formeront le trophoblaste villositaire (non-migrateur) qui, tel que son
nom l'indique, donnerales villosités choriales dans I'espace intervilleux alors que d'autres formeront
leTEV (migrateur) qui lui, vamigrer al'intérieur de la déciduale et du myometre et Senrouler autour
des artéres spiral ées utérines et former ainsi le lit placentaire(Gude et al.,2004),L e cytotrophoblaste
donnera les différentes membranes choriales et le placenta alors que I'endometre formera les
différentes déciduales(T ortora et Grabowski,2001).
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Figure 07 : représentation schématique des principales étapes du développement placentaire

humain (Benirscke et Kaufmann ,2000).

[1.2. Structure
[1.2.1.Chez I’lhomme
On distingue la caduqgue et e placenta proprement dit, avec la plague basale, |a plaque choriae et
entre les deux, lachambre intervilleuse et les vill osités choriales.
[1.2.1.1. Lescaduques
La muqueuse utérine est modifiée au siege de l'implantation par la réaction déciduale
(transformation de type épithélia des fibroblastes du stroma endométrial par accumulation delipides
et glycogene) et prend le nom de caduque ou décidue. Par convention, les caduques portent un nom
différent selon leur situation par rapport al'embryon:

v' Caduquebasale

v' Caduque ovulaire ou réfléchie entourant I'ceuf

v/ Caduque pariétale sur le reste de la cavité utérine. Vers le 4éme mois, la croissance
du feetus amene la caduque ovulaire au contact de la caduque pariétale. La fusion de ces deux
caduques oblitére la cavité utérine (Bee et Boyd ,2003).
[1.2.1.2. La plaque basale
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La plague basale correspond a la portion du placenta qui est rattachée a la paroi utérine. On y
retrouve les cotylédons, soit des espaces intervilleux subdivisés par les septas intercotylédonaires
(Baergen ,2011).La principale composante de la plague basale est la déciduale basale.

[1.2.1.3. Laplaguechoriale

Cette face est celle qui est au contact de la cavité amniotique. Elle est tapissée en dedans par
['amnios.

[1.2.2.Chez lerat

Le placenta hémochoriale de rat se développe a partir de cellules souches issues de cellules extra-
embryonnaires ectoderme, un dérivé de la couche cellulaire externe du blastocyste appelé
trophectoderme.L'ectoderme extra-embryonnaire se différencie en ectoderme chorionique et le cone
ectoplacentaire, Qui contribuent ensuite a la zone de labyrinthe et de jonction respectivement (Ain

et al., 2006 ).Chez lerat, |le placenta est divisé en plusieurs zones bien distinctes on distingue:

[1.2.2.1.Ladéciduale (ou décidue)

11.2.2.2.L e spongiotrophoblaste (ou zone de jonction)

Les cellules trophoblastiques associées au systeme vasculaire maternel se spécidisent dans la
facilitation du flux nutritif vers le placenta (Ain et al., 2006 ). La zone de jonction borde la décidua
utérine mésomeétriale.

[1.2.2.3.La zone labyrinthique (ou labyrinthe)

La zone du labyrinthe provient de l'interaction du mésoderme alantoide avec I'ectoderme
chorionique, donnant la syncytialisation des cellules de trophoblaste et |'établissement de la barriere
maternelle et feetale (Watson et al., 2005).
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Figure 08: Comparaison des sites de placentation hémochoriale entre I’homme et le rat (Cisse,
2014).

[1.3.Transport placentaire

Transport du glucose
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Le glucose est le principal sucre qui traverse la barriére placentaire (Bauman et al.,2002),de plus, le
placenta peut synthétiser et stocker du glycogene, que I’on retrouvera dans le foie du feetus en fin de
grossesse(poirier et al.,2005).
Transport des acides aminés
Le placenta transporte activement des acides aminés en utilisant des systemes précédemment
décrits pour les membranes plasmatiques dans d'autres tissus (Battaglia et Regnault ,2001).1ls sont
ensuite transformés en protéines par le feetus, au niveau des villosités.
Transport lesacidesgras
Les lipides et les triglycérides sont dégradés en acides gras pour pouvoir passer la barriére
placentaire et seront ensuite transformés en molécules lipidiques par le feetus (DrSchoni et
al.,2010).
I1.4.Fonctions placentaires
Le placenta a des fonctions respiratoire, nutritionnelle, épurative, endocrine, immunologique et il
assure la protection physique du feetus.
[1.4.1.Fonction d'échange
La principale fonction du placenta est de toute évidence I'échange d'oxygene et de nutriments entre
le sang maternel et le feetus. Celui-ci permet |'apport d'oxygéne, d'eau, de sucres, de lipides, d'acides
aminés, de minéraux, de vitamines et d'autres nutriments au foetus tout en débarrassant celui-ci du
dioxyde de carbone et d'autres déchets (Gude et al., 2004).
[1.4.2.Fonction immunitaire
Le placenta forme une barriere immunitaire qui protége le feetus des pathogenes. De plus, les
cellules trophoblastiques géantes secrétent des facteurs, la progestérone et la PLP-A (prolactin-
likeprotein-A) pour réguler le systéme immunitaire utérin, afin de prevenir le rejet du feetus (Hu et
Cross,2010; Watson ,2005).
[1.4.3. Fonction endocrine
Le placenta est capable de sécréter des hormones stéroides (les cestrogénes et la progestérone) des
la 6°™ semaine de grossesse(Tsatsaris et al.,2010), des hormones polypeptidiques (hCG, Hpl ,PGH
Jen plus de nombreux facteurs de croissance, cytokines et neuropeptides impliqués dans la
croissance foetoplacentaire (Evain-Brion ,2001).
[1.4.5. Fonction de protection
Certains médicaments : les corticoides, les antibiotiques (abramowicz et sheiner ,2007)passent
également |la barriere placentaire, avec effets parfois nocifs sur le feetus (abramowiczetsheiner,
2007)plus on avance dans la grossesse, plus le risque de transmission est éevé, en revanche la
gravité de I’infection diminue (Dr Gallot et al.,2002).
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[1 .5.Action des pesticides sur le placenta et feetus

Le placenta était considéré comme un organe protégeant le feetus de I'exposition aux produits
chimiques toxiques.Les pesticides traversent la barriére placentaire et entre dans la circulation
feetale (Acosta-Maldonado et al., 2009)Par conséquent, I'exposition a des insecticides pendant la
grossesse a une probabilité dinduire des changements dans le développement des structures
placentaires entrainant par la suite un retard de croissance du feetus, la résorption ou la
tératogénicité(El Ghareeb et al., 2015),et un faible poids de naissance chez les nouveau-nés (Huan
Guo et al.,2014)avec un risque accru de malformations urogénitales (Fernandez et al., 2007) et

une diminution du développement reproductif a également été signalé(Andersen et al., 2008).

Des études récentes ont montré gue méme des niveaux extrémement faibles d'exposition in utero
aux pesticides peuvent endommager les systéemes reproducteurs et immunitaires du feetus en
dével oppement, provoquant des anomalies congénitales (Ren et al., 2011) et peut interférer avec le
systéme endocrinien endogene, comme les hormones thyroidiennes des femmes enceintes (L opez-
Espinosa etal., 2009) et peut entrainer un retard de croissance intra-utérin,l'exposition de I'EDS aux
rats enceintes augmente non seulement la résorption feetale et induit des anomalies feetales
grossieres, mais diminue également la spermatogenése chez les descendants (Milesi et al., 2012).

Les résultats histopathologiques dans cet organe ont également éé démontrés avec des éudes
expérimentales sur des animaux (Hudaverdi et al., 2008) que I’EDS pourrait activer la coagul ation
extrinséque induisant une lésion des cellules endothéliales, conduire a une hypercoagulabilité du
sang (Zhang et al., 2015), et causer |'apoptose des cellules endothéliales chez les rats (Wel et al.,
2015).

[1.7. Placenta et stress oxydant

Le placenta est dans de nombreux cas, plus sensible aux influences toxiques que les autres tissus
et organes. En raison de ses fonctions essentielles, les substances toxiques qui nuisent au placenta
ultérieurement et au développement du feetus (Mattison ,2010), Il génére des ROS qui peuvent
contribuer au stress oxydatif observé, méme dans la grossesse normale. Ce stress est trés important
dans la grossesse compliquée par une PE, I(RCIU) et un(DG). (Myatt ,2010), les ROS généré peut
auss provoquer certaines réactions indésirables dans la cellule, comme des dommages a la
membrane, altérations de I'activité métabolique et mort cellulaire. L'action de ces molécules atere
la fonctionnalité de la membrane plasmatique. (Uboh et al.,2011) .Le stress oxydatif perturbe la
fonction placentaire conduisant a des perturbations de la croissance feetale et du développement
(Lappaset al., 2011).




P T
v

Chapitre ITT
Les probiotiques



Analyse bibliographie

Chapitre 111 : Les probiotique

I11. 1. Définition

L’expression « probiotique » dérive de deux mots grecs ; « pro »et « bios » qui signifient en faveur
de la vie. Les probiotiques sont définis comme des microorganismes vivants, qui, lorsqu'ils sont
administrés en quantités adéquates, conferent un avantage pour la santé de I'héte (Hill et al.,
2014). 1l est un supplément d'alimentation microbienne vivante qui affecte de maniére bénéfique en

améliorant son équilibre intestinal (Sanders ,2008).
111 .2. Propriétés des probiotiques

Un produit reconnu comme probiotique doit présenter un certain nombre de caractéristiques

essentielles :

v’ L'efficacité probiotique dépend fortement de la capacité d'adhésion aux muqueuses
(Duaryet al., 2011).

v La capacité de survie dans le tractus gastro-intestinal (Gl)a pH faible (Tan et al., 2013).

v Une innocuité totale pour I’homme, cette derniére constitue un critére de choix en ce qui
concerne I’utilisation des probiotiques dans I’alimentation.

v" la capacité d’induire un bénéfice pour I’hote (Merck, 2011).

v' La résistance et la production de substances antimicrobiennes sont également importantes

pour la sélection des probiotiques (Ogier et Serror, 2008).
I11. 3.Classification des probiotiques
Les probiotiques sont souvent des bactéries lactiques ou légérement les levures.

I11. 3.1.Les bacteéries lactiques

Les bactéries lactiques (LAB) ont été historiqguement reconnues comme des bactéries favorisant la
santé chez I'nomme et sont largement utilisées comme probiotiques ( de Vos, 2011). LAB incluent
le genre Lactobacillus, ce sont des bactéries a Gram positif, géneralement immobiles, asporulées,

anaérobies.

Selon leur morphologie, LAB peuvent étre divisées en trois catégories : les lactobacilles, les coques

et les bifidobactéries (Corrieu et al., 2008 ) .
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a) Taxonomie des bactéries lactiques comme probiotique

La classification d’un probiotique est stricte et organisée, il est importante car les effets décrits
dépendent de la souche et non de I’espéce ou du genre (Guidelines ,2008). Par exemple, pour les
Lactobacilles.
Les lactobacilles font partie :

v" Reégne : bacteria

v" Phylum : Firmicutes

v Famille : Lactobacillaceae
v Classe : Bacilli
v

Ordre :Lactobacillales

Ces bactéries ont une forme de batonnets qui sont souvent groupés en chainettes (Felis et
Dellaglio, 2007).

b) Le genre

Les lactobacilles sont des microorganismes utilisés dans le domaine alimentaire a la fois comme
démarreurs technologiques dans les produits fermentés et comme probiotiques en raison de leurs

propriétés saines spécifiques a la souche (Altay et al., 2013).
c) L’espece lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum est un micro-organisme non pathogéne vivant naturellement dans la salive

humaine et le tractus gastro-intestinal (Alistair et al,. 2009).

Lactobacillus plantarum est I'une des espéces les plus polyvalentes, y compris les souches ayant des
compétences technologiques précieuses (da Silva Sabo et al ., 2014 ;Guidone et al ., 2014)ou
probiotique en soi pour ses propriétés bénéfiques et son activité anti-inflammatoire (Zvanych et
al ., 2014).

111.3.2. les levures

les levures Saccharomyces cerevisiae et Boulardii sont des microorganismes eucaryotes utilisées
comme probiotique dans la santé humaine pour le traitement des troubles gastro-intestinaux
(Czerucka et al., 2007), son efficacité clinique contre plusieurs maladies, y compris la diarrhée du

voyageur, la diarrhée associée aux antibiotiques (Mc Farland , 2010).
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Les levures sont également utilisées comme additifs alimentaires chez les animaux pour

améliorer les performances zootechniques (Kalliomaki et al., 2003),
111.4.Modes d’action des probiotiques
Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer le mode d’action des probiotiques

111.4.1 .compétition avec les agents pathogénes
» ils entrent en compétition avec les agents pathogenes pour les sites d’adhésion situés

sur les muqueuses (Bonifait et al., 2009)

» Concurrence avec des micro-organismes pathogénes pour les besoins nutritionnels (El-
Ghazely ,2016)

111.4.2 Production diverses substances antimicrobiennes
IIs sécretent diverses substances antimicrobiennes (Bonifait et al., 2009)

a) Production des acides organiques

Les souches probiotiques produisent souvent un ensemble de composes antimicrobiens, comme les
acides organiques qui sont des meétabolites primaires(le lactate et Il'acide acétique) (Tejero-
Sarifiena et al., 2012). lls induisent une réduction environnementale du pH qui peut étre négative

pour les microorganismes (Tharmaraj et Shah, 2009).
b) Production des bactériocines

D'autres composés antimicrobiens sont des métabolites secondaires, comme les bactériocines (Corr
et al., 2007) .Ces derniers sont des molécules de nature protéique. Elles agissent principalement sur
la membrane cellulaire des pathogénes : elles se fixent a certains récepteurs membranaires des
bacteries, formant des pores qui rendent la membrane cytoplasmique permeable donc la mort de la
bactérie (Kheadr et al.,2010)

111.4. 3 Immunomodulation

La modulation de I'immunité de I'néte est I'un des avantages sanitaires les plus communément
attribués a la consommation de probiotique (Cross, 2002). Ils peuvent procurer des effets
bénéfiques en stimulant I’immunité non spécifique et en modulant la réponse immunitaire humorale

et cellulaire ( Bonifait et al., 2009).
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Figure 09: Résumé schématique des mécanismes d’action des probiotiques (Sherman et al., 2009)

I11. 5. Effet bénéfique des probiotique « bactérie lactique »

LAB présente des propriétés bénéfiques telles que les anti-cancer (Riaz Rajoka et al., 2017) et la
stimulation immunitaire (Tsai et al., 2012) et de nombreux LAB sont des bactéries anti-pathogénes
(Sanz et al., 2007).
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Figurel0 : effet bénéfique sur la santé humaine attribués aux probiotique (Parvez et al . ,2006)

111.5.1.probiotiques et le stress oxydant

Le stress oxydatif est un désequilibre entre les pro oxydants et les antioxydants (Durackova Z,
2010), L’augmentation du stress oxydatif est largement considérée comme un mécanisme impliqué
dans le développement du cancer, du diabéte, de la maladie de Parkinson, de la maladie

d'Alzheimer, des maladies cardiaques, des troubles neurologiques et psychiatriques ( Rahal et al.,
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2014 ). De nombreuses publications ont montré que la prise d’antioxydants peut diminuer I’impact
du stress oxydant sur le corps humain. Des études plus récentes proposent 1’utilisation de bactéries
probiotiques pour diminuer le stress oxydant (Ebel, 2012).

111 .5.2.Les probiotiques et I’intolérance au lactose

L’un des effets des LAB qui a été le plus mis en avant et démontré chez I’homme est I’amélioration
de I’intolérance au lactose. Le lactose, présent exclusivement dans le lait et ses dérivés (Burgain et
al., 2012). Certaines souches probiotiques comme les Lactobacilles, excretent la lactase, une
enzyme capable de digérer le lactose souvent déficiente dans le tractus digestif de 1’hote

(Coudeyras et al. ,2010).
111.5.3.les probiotiques et le cholestérol:

Les souches probiotiques peut entrainer une diminution du gain de poids corporel, des niveaux
inférieurs de cholestérol plasmatique et des triglycérides (Cani et Van Hul, 2015), Le mécanisme
d'action proposé des lactobacilles et des bifidobactéries pour abaisser le taux de cholestérol est de
déconjuguer les acides biliaires et d'augmenter leur taux d’excrétion (Rerksuppaphol et al .,

2015).
111 .5.4. Probiotique et maladies cardiovasculaires

Il existe plusieurs indices qui confirment I'implication positive des probiotiques dans la prévention
des maladies cardiovasculaires. Les souches probiotiques et les sous-produits métaboliques peuvent
potentiellement étre bénéfiques pour le cceur par la prévention et le traitement des syndromes

cardiaques (Ebel et al., 2014).

111.5.5.Les probiotiques et la prévention du cancer :

Des études in vitro et animales ainsi que des études épidémiologiques ont montré le role positif des
probiotiques contre le cancer (Kumar et al.,2010), selon certaines études, les bactéries probiotiques
ont la propriété d’inhiber les processus conduisant a la formation du cancer du colon chez I’homme.

(Matsumoto et Benno, 2004)
111.5.6. probiotique et le Systéme immunitaire

Les probiotiques provoquent 1’activation de lymphocytes T et B, mais ne cause pas d’inflammation
ou d’infiltration des neutrophiles. Des effets sur I’'immunité innée et sur I’immunité adaptative ont

été décrits a maintes reprises dans la littérature (Kalliomaki et al., 2008).
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Matériel et méthodes

L’étude expérimentale a été effectuée au laboratoire de recherche de Toxicologie Moléculaire
a I’université de Jijel. Elle est consacrée pour 1’évaluation de I’effet du Lactobacillus plantarum
BJO021 sur la toxicité de l'unité foeto-placentaire induite par I’endosulfan des rattes gestantes

Wistar albinos.

. Matériel

I.1. Pesticide utilise :

Il s’agit d’un insecticide organochloré appartenant au groupe des cyclodiénes, la formulation
commerciale de I'insecticide organochloré EDS (6,7,8,9,10,10-hexachloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahydro-
6,9-méthano-2,4,3-ben-zodioxathiepine-3-oxyde, Numéro CAS 115-29-7)sous forme d’une poudre
tres fine de couleur blanche a été acheté auprés Laboratoire du Dr. Ehrenstorfer Schafers
(Augsburg, Allemagne) . Le produit chimique d'essai est préparé dans I'huile de mais (véhicule)

avec la dose de 4 mg / kg.

1.2. probiotique :

1.2.1.Souche bactérienne

La souche bactérienne utilisée dans notre étude nous a été fourni par le laboratoire de
Biotechnologie et Santé, Université de Jijel. Il s’agit d’une souche locale isolée a partir de beurre
de vache selon 1'étude d’Idoui et Karam (2007). Cette souche nommée Lactobacillus plantarum
BJ0021 a pu survivre in vitro a pH bas et en présence des sels biliaires, et a démontré une activité

inhibitrice contre les bactéries Gram + et Gram-.

1.3. Matériel biologique

L’¢étude est réalisée sur 15 rattes femelles, de souche wistar albinos, fourni par I’institut Pasteur
d’Alger, de poids corporel compris entre (180-243g). Les animaux sont élevés dans des cages en
métal avec libre acces a la nourriture et a ’eau. Ces cages ont été nettoyées chaque trois jours, avec
renouvellement de la litiére. L’animalerie est soumise & une photopériode de 12/24 h et maintenue a

une température entre 20 et 27°C.
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I1. Méthodes
I1.1. Préparation du probiotique

Selon la méthode de Bonnefoy et al (2002), un volume de 200ml de lait écrémé stérile est
ensemencé par Lactobacillus plantarum BJ0021 (3% d’une culture jeune), et incubé a 37°C jusqu’a
coagulation (durée approximative moyenne de 4h). Apres coagulation, on procede a la
détermination de 1’acidité par la mesure du pH et le dénombrement de la flore lactique sur la gélose
de Man, Rogosa, Sharpe (MRS) Le dénombrement a été réalisé sur une série de dilution (de 107
jusqu'a 10°®). Chaque boite de Pétri contenant la gélose MRS fondue et refroidie, recoit 0.1ml de la
dilution correspondante. Apres étalement de ce volume, les boites sont mises a incubation a
37°C/24h.

e Dénombrement des cellules
Le dénombrement et le comptage est réalisé sur une lame de MALASSEZ sous microscope
optique (x40). Il est effectué sur une dizaine de carrés unitaires, en comptant les éléments a cheval

sur les limites dans deux des limites sur les quatre angles.

Pour obtenir un résultat statistique satisfaisant, on compte au moins 10 et au plus 100 cellules sur
une dizaine de carrés. La moyenne est ensuite effectuée, et on calcule la concentration en

microorganismes de la suspension par la formule suivante :

n_.n.l10°
N= '

lot }
Nmoy: nombre moyen de cellules par rectangle.
n : nombre de volumes unitaires contenus dans le volume total de la cellule correspondant aux
« aux carres » du quadrillage.
Vtot= p x s : volume total de la cellule de comptage (mm3).

N : nomb- de microorganismes par mL.

Le dénombrement est effectué sur les boites ou les colonies sont bien distinctes, séparées et de
couleur homogéne. La dilution prise en compte est 107, donc le nombre des microorganismes par
ml est 133. 10° UFC,

11.2. Accouplement des animaux

Les rattes ont été sélectionnées en fonction du poids apres une période d'adaptation de deux

semaines, puis accouplées conformément aux recommandations de Laroche et Roussel (1990) a
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raison de deux rattes pour un rat male placées dans une cage pendant 6 jours afin d’augmenter les
chances de fécondation (car le cycle cestral du rat dure 4 a 5jours).Le succes de 1’accouplement est
évalué par I’identification des spermatozoides dans les frottis vaginaux, réalisés quotidiennement et

observés au microscope.
11.2.1. Diagnostic de la gestation
Il existe cependant une série de méthodes et de signes (Davis et Yeary, 1979):

v’ prise du poids : une franche prise de poids vers le 16/17éme jour.

v’ les tétines deviennent trés apparentes: ceci n'est valable que si on a le coup d'eeil et que si
la ratte n'a pas déja allaité une portée.

v’ absence de chaleurs: continuer a mettre la ratte en présence du male si rien ne se passe
au bout d'une semaine, c’est une preuve de réussite.

v le ventre est énorme pendant presque 3 semaines ; on doit pouvoir sentir des petites
boules en le tatant.

Nous nous sommes surtout basée sur la prise de poids et I’augmentation du volume du ventre, pour

le diagnostic de la gestation.
11.2.2. L’identification des spermatozoides sur un frottis vaginal

La technique du frottis vaginal consiste a prélever a I’aide d’un coton-tige mouillé dans I’eau
distillée le liquide visqueux retrouvé au niveau du vagin de la ratte. Une fois prélevé, le frottis est
étalé sur une lame pour procéder a la coloration selon la méthode d’Issac et Wurch (1966) qui
consiste a appliquer quelques gouttes du Bleu de Méthyléne sur la lame (solution alcoolique de 1%)
puis rincer a I’eau distillée. L’observation se fait sous microscope. L’observation des

spermatozoides correspond au jour O de gestation.
11.3. Traitement et répartition des animaux

Les rats jugés gravides sont logés individuellement dans des cages en polypropyléne et repartis au

hasard en trois groupes de 05 animaux chacun:
— Le 1% lot: Lot témoin recevant 0,5ml d’huile de mais
— Le 2™ ot : Lot traité par 0,5 ml de ’endosulfan avec une dose quotidienne de 4mg/kg.

— Le 3™ |ot: Lot supplémenté par Iml du probiotique (133. 10°microorganismes/ml) et
une heure apreés traité par 0,5 ml de ’endosulfan (4mg/kg).
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Afin d’assurer I’implantation de I’embryon, I’administration a été effectué a partir du 5 jours
de gestation, par gavage, quotidiennement le matin et pendant 14 jours, pour éviter les effets de
changements de rythme biologique. Les rats sont pesés trois fois par semaine pour suivre leur

évolution pondérale tout au long du traitement.
11.4. Sacrifice des animaux et prélevement du sang et des organes

11.4.1.Prélevement du sang

A la fin des délais d’administration, le 19%™ jour de gestation et avant la mise en bas, le sang est
prélevé a1’aide d’un tube capillaire d’hématocrite a travers le sinus rétro-orbital au niveau du I’ceil,
et recueillie dans des tubes héparinés pour le dosage des parametres biochimiques et ensuite
centrifugé a 3000 rpm pendant 15 min, le plasma est aliquotes et conservé a une température -

20°C jusqu’au moment de dosage et I’analyse.

11.4.2. Prélevement des organes

A la fin des délais d’administration 19émejour de gestation avant la mise bas et aprés anesthésie
légere par le chloroforme (pour immobiliser un peu I’animale et au méme temps garder la
circulation sanguine), la paroi abdominale est ouverte, Les placentas et les feetus sont prélevés,
plongés et lavés dans NaCl (0,9%) pour éliminer le sang, ils sont séchés puis pesés.

Les fractions des placentas ainsi qu’une fraction de chaque feetus est conservé a -20 °C pour le

dosage des parametres biochimiques et parameétres de stress oxydant.

11.5. Dosage des parametres biochimiques sériques et tissulaires

11.5.1. La glycémie

La glycémie est mesurée a I’aide d’un lecteur glucometre a bandelettes de test de glycémie
GlucoSureAutocode (glucometre GlucoSureAutocode) sur une goutte de sang total prélevée a partir

de ’extrémité caudale des animaux.

Ces bandelettes utilisent une enzyme (glucose oxydase) pour mesurer le glucose dans le sang.
Lorsque le sang touche le bout de la bandelette de test, il se jette dans la zone de réaction.
L’association de 1’enzyme et du sang produit un courant électrique, le glucométre mesure ce
courant et donne les résultats de test en 6 secondes. La concentration du glucose s’exprime en

mg /dI

.



Matériel et méthodes

11.5.2. Dosage du glycogéne hépatique selon la méthode (Dedier, 1994).

Principe

Apres extraction, le glycogene est coloré par I'eau iodée pour le mettre en évidence (coloration brun
acajou) et éventuellement le doser. Son dosage peut étre mené par colorimétrie a partir d'une droite
d'étalonnage.

Mode opératoire

5 grammes de foie frais sont coupés en petits morceaux et bouillis dans 50 ml d’eau distillée
pendant 2 minutes. Les fragments de foie sont égouttés a 1’aide d’une passoire et broyés avec un
mortier. 25 ml d’eau distillée sont ajoutés au broyat et la suspension obtenue est bouillie pendant 5
minutes. Le bouillonnat est filtré sous vide sur Buchner puis le filtrat est récupéré avec 3 gouttes
d’HCI (pour précipiter les protéines) et est filtré a nouveau. Le filtrat est traité par 4 fois son volume
d’alcool 95% puis filtré sous vide et le filtrat final est repris avec 2 ml d’eau distillée.

Pour doser le glycogeéne, 3 ml d’eau distillée et une goutte de lugol sont ajoutés a 1 ml d’extrait de
glycogene obtenu et la densité optique de la coloration brun acajou est lue a 470nm.

La concentration de glycogéne est déduite a partir d’'une gamme étalon établie avec du glycogene

pure comme standard.

11.5.3. Dosage des parameétres biochimiques sériques

11.5.3.1. Dosage du cholestérol total (Kit SPINREACT) :
e Principe
Le cholestérol présent dans 1’échantillon donne lieu a un composé coloré, suivant la réaction

suivante :

Cholestérol estérase
Cholestérol estérifié + H,O > Cholestérol + Acide gras

Cholestérol oxydase
Cholestérol + O, » 4-Cholesténone + H,0,

Peroxydase

2 H,0; + phenol + 4-AAR > Quinonéimie + 4 H,0

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de cholestérol présent dans
I’échantillon testé (Naito et al., 1984). La densité optique est déterminée a 505 nm et la

concentration est déterminée en mg/dl selon :




Matériel et méthodes

(A)échantillon—(A)Blanc
(A)étalon—(A)Blanc

x200(concentration étalon).

11.5.3.3. Dosage des triglycérides (Kit Spinreact)

e Principe :
Les triglycérides sont enzymatiquement hydrolysés en glycérol et en acides gras libres par la
lipoprotéine-lipase (LPL). Le glycérol sous I'effet du glycérol kinase forme le glycérol -3-
phosphate (GTP) qui est oxydé en H,0,. Ce dernier forme avec le 4-aminophenozone et le p-

chlorophenol en présence de peroxydase un complexe rouge, selon les quatre réactions suivantes:

LPL
Triglycérides » Glycérol + acide gras libres
Glycérol kinase
Glycerol + ATP » G3P + ADP
GPO
G3P + 0O, » DAP + H,0,
POD

H.0O, + 4-AF + P- chlorophénol ——— Quinonéimie + H,O

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de triglycérides présents
dans I’échantillon testé (Kaplan et al.,1984). La densité optique est déterminée a 505 nm et la
concentration est déterminée en mg/dl selon :

(A)échantillon—(A)Blanc
(A)étalon—(A)Blanc

x200(concentration étalon).

11.6. Exploration des parameétres du stress oxydant foeto-placentaire
11.6.1.Dosage de MDA cytosolique
e Principe
Le dosage du MDA repose sur la formation, en milieu acide et a chaud (100°C), entre une molécule
de MDA et deux molécules d’acide thiobarbiturique d’un pigment coloré absorbant a 530 nm et

extractible par les solvants organiques comme le butanol

e Mode opératoire
La quantité de MDA est évaluée selon la méthode de (Okhawa et al., 1979). 1g de tissu est
additionné & 3ml de la solution de KCI (1,15 M) puis broyé a I’aide d’un homogénéiseur de
DOUNCE. A 0.5 ml de ’homogénat, nous avons ajouté 0.5ml de TCA 20% et 1ml de TBA 0.67 %.
Le mélange est chauffé a 100°C pendant 15 minutes, refroidi puis additionné de 4 ml de n-butanol,
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le mélange est centrifugé pendant 15 minutes a 3000 tours /minutes, la densité optique est effectuée
sur le surnageant a 530 nm.

La concentration de MDA est calculée selon la loi de Beer Lambert en utilisant le coefficient
d’extinction molaire, du complexe MDA-TBA, ¢=1,53 .10° M cm™ (Buege et Aust, 1978) .Le
taux de MDA cytosolique est exprimé en Mm/g de tissus.

11.6.2. Dosage du glutathion réduit (GSH)

e Principe
Pour le dosage du GSH, nous avons utilis¢ la méthode colorimétrique par le réactif ’ELLMAN
(Ellman, 1959). La réaction consiste a couper la molécule d’acide 5,5 dithio-bis 2 nitrobenzoique
(DTNB) par le GSH, ce qui libére 1’acide thionitrobenzoique (TNB) lequel a PH alcalin présente

une absorbance a 412 nm, selon la réaction suivante :

GSH + DTNB = GSTNB + TNB

e Mode opératoire
Pour cela, 1 g du tissu (placenta et feetus) est homogénéisé avec trois volumes de I’acide
thrichloracétique TCA (5%) a 1’aide d’un broyeur de DOUNCE et centrifugé a 2000 tours/ minute,
ensuite 50 pl du surnageant sont dilués dans 10 ml de tampon phosphate (0.1 M et pH 8).20 pl du
DTNB (0.01M) sont ajoutés & 3 ml du mélange de dilution. Aprés 5 minutes d’incubation, la lecture
de la densité optique est effectuée a 412 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions
avec le TCA (5%). Le taux de GSH est déduit a partir d’une gamme étalon de glutathion préparée
dans les mémes conditions que le dosage et les concentrations sont exprimés en millimoles de

glutathion par gramme de tissu.
11.7. Dosage de D’activité des enzymes antioxydants
11.7.1. Préparation de la fraction cytosolique (de I’unité foeto-placentaire)

Pour la préparation de la fraction cytosolique nous avons utilisé la méthode décrite par Igbal et al.,
(2003). Pour cela 1 gde tissu (placenta et feetus) est coupé et homogénéisé par un Potter en verre
dans 3 volumes de la solution tampon phosphate (KH,PO4; 0.1M; pH 7.4) contenant du Kcl
(1.17%). L’homogénat obtenu est centrifugé a 2000 rpm pendant 15 minutes a 4°C a ’aide d’une
centrifugeuse SIGMA 3-16PK pour séparer les débris cellulaires, le surnageant obtenu est
centrifugé a 9600 rpm pendant 30 minutes a 4°C. Le surnageant ainsi obtenu est utilisé comme
source d’enzymes ( CAT, SOD et GPx).
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11.7.2. Mesure de I’activité enzymatique de superoxyde-dismutase (SOD)

e Principe
Le principe du dosage est basé sur la compétition entre la réaction d’oxydation du pyrogallol
(10mM) par I’anion superoxyde (O," ") (produit une couleur jaune) et la dismutation de (O, ) par la
SOD

e Mode opératoire
Le dosage est réalisé dans un volume de 1ml ; a 850pul de tampon Tris-Hcl (50mM, pH = 8,2), on
ajoute 20ul de la fraction cytosolique, 100ul d’EDTA (10mM) et 50ul de pyrogallol (2,5mM
préparé dans 10mM de Hcl).
Le changement de I’absorbance est mesuré a 420nm aprés chaque minute dans un intervalle de

temps de 5 minutes.

e Calcul
L’activité de I’enzyme est exprimée en unité/mg de protéine tissulaire.
Une unité de Pactivité de la SOD est définie comme ’enzyme qui causerait 1’inhibition de 50% de

I’oxydation du pyrogallol.

DO échnt—DO blanc

inhibition totale = x 100
DO blanc

inhibition total
nx50

[SOD] Ul/g protéine =
n = mg de protéine présente dans le volume de 1’échantillon utilisé.

I1. 7.3. Mesure de I’activité enzymatique de la catalase (CAT)
e Principe
La catalase est une enzyme tétramerique contenant un groupe heme qui catalyse, la décomposition
du H,O, en H,O et O,. La catalase est presente dans la plupart des organismes eucaryotes
ou procaryotes. L’activité catalytique a été mesurée selon la méthode de Clairborne (1985)
par la mesure de la diminution de ’absorbance d’une solution d’H,O, a 240nm chaque 1 min
pendant 2 minutes .cette diminution étant due a la dismutation du peroxyde d’hydrogéne par la
catalase selon la réaction :
2H;0p mm——p 2H,0 + 0O,
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e Mode opératoire
Dans une cuve en quartz de 3 ml, 25ul de I’homogénat sont mélangés avec 0,950 ml d’une solution
de peroxyde d’hydrogéne (H,0, 0,019M) préparée dans 1ml tampon phosphate (KH,PO,4 0,1M, pH

7.2). L’absorbance est mesurée a 240 nm chaque minute pendant 2 minutes.

e Calcul
L’activité enzymatique est exprimée en Ul / g de protéine selon la relation suivante :
Ul /g de protéine = (2, 3033/T .Log A1/A2)/ g protéines
Sachant que :
Al : Absorbance au temps 0 mn

A2 : Absorbance apres 1 mn

11.7.4. Mesure de I’activité de la glutathion peroxydase (GPx)
e Principe
Le terme glutathion peroxydase est réservé pour les sélénoprotéines catalysant la réaction

GPX
ROOH + 2GSH —  GSSG + ROH+ HO

L’activité de (GPx) est mesurée selon la méthode de Flohe et Gunzler (1984).

e Mode opératoire
0.2ml de surnageant est mélangée au milieu réactionnel contenant (0.2 ml tampon TBS (Tris 50
Mm NaCl 150 Mm pH 7.4), 0.4 ml de glutathion réduit a 0.1mM). Apres une incubation au bain
marrie pendant 15 minutes a 25°C, 0.2 ml de peroxyde d’hydrogéne (H,O, a 1.3 mM) est ajouté
pour initier la réaction, puis laisser agir pendant 10 minutes.1 ml de TCA (1%) est additionner pour
arréter la réaction, le mélange est déposé dans la glace pendant 30 minutes puis centrifugé a 3000
rpm pendant 10 minutes. Prélever 0.48 ml de surnageant et le mélanger avec 2.2 ml du tampon
TBS et 0.32 ml de DTNB (1mM), aprés 5 minutes, la DO est effectué sur le surnageant a 412 nm.

e Calcul
L’activit¢ de la GPx exprimé en micromoles de GSH oxydeé par milligramme de protéines

(umol GSH/mg prot) selon la formule suivante :

.
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X = (DO é&chantillon - DO étalon) x 0.04
- DO éetalon

Quantitée GSH disparu

GPx (umol GSH / mg protéine) =
[] de protéine

X : Quantité de GSH réduit disparu (oxyde) dans 0.2 ml extrait dans 1 ml.
DO échantillon : Densité optique de 1’échantillon.

DO étalon : Densité optique de 1’étalon.

0.04 : Concentration de substrat GSH (umol).

11.8. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

La concentration des protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1976). Cette
méthode est basée sur une réaction colorimétrique entre les protéines et le bleu brillant de
coomassie (BBC) qui se lie avec les acides aminés aromatiques et les résidus hydrophobes des
acides aminés présent dans les protéines. Pour le dosage 100ul de la fraction cytosolique sont
ajoutés a 4 ml du réactif (BBC). Aprés agitation au vortex et incubation a température
ambiante pendant 5 min, la lecture de I'absorbance est effectuée a 595 nm. La concentration des
protéines est déduite a l'aide de la courbe d'étalonnage réalisée dans les mémes conditions par la
BSA.

11.9. L’évaluation statistique

Les résultats sont donnés sous forme de moyennes et écart-types. L’évaluation statistique est
effectuée en utilisant le test t de Student on utilisant le logiciel MINITAB. La valeur trouvée par le
calcul du t peut affirmer que les populations sont différentes avec un risque d’erreur p tel que :
Comparaison lot traité EDS avec le témoin :

(NS) : Non significatif p>0.05), (*): Significatif P <0.05, (**) : Hautement significatif P <0.01,
(***) : Trés hautement significatif P< 0.001

Comparaison du lot traité par le probiotique avec le lot traité EDS :
(NS) : Non significatif p>0.05, (a) : Significatif P <0.05, (b) : Hautement significatif P <0.01 (c) :
Tres hautement significatif P< 0.001.
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|. Résultats et discussion
|.1. Effet du traitement chez laratte gestante

[.1.1. Variation du poids corporel, du gain de poids et de la consommation alimentaire

Comme illustré dans le tableau (02), dans les trois lots, le poids de toute les rattes gravides
augmente tout au long de la gestation quel ques soit |e traitement, mais nous notons une diminution
significative (p< 0 ,05)de la masse corporelle des rattes traitées avec I’endosulfan seul (180,72+7,72
)par rapport aux rattes témoins(214,4+19,17)et une augmentation significative (p < 0,05)du poids
des rattes supplémentées par le Lactobacillus plantarumBJO021 et traitées par I’EDS (192,03+3,49)
par rapport aux rattes recevant seulement I’EDS (180,72+7,72) .

Les résultats du tableau(02) montrent que le gain de poids étant plus petit dans le groupe EDS par
rapport aux deux autres groupes.

Le suivi de la consommation de I’aliment quotidinement a mis en évidence une diminution
significative (p < 0,05) de la consommation chez le groupe traité a ’EDS(22,40+2,2) par rapport au
témoin (28,72 +1,09), chez le groupe recevant le probiotique(26,01+1,8) la consommation

d’aliment a augmenté mais de facon significative(p < 0,05) par rapport au groupe traité par I’EDS.

Tableau 02 :Variation du poids corporel, du gain de poids et de la consommation alimentaire

apres administration de 4mg/kg d’EDS et du probiotique en comparaison avec du ot témoin

\EZ(M Lot témoin Lot EDS L ot EDS+BJ0021

Poidscorporel(g) | 2144+ 19,17 '180,72+ 7,72 2192, 03 + 3,49
Poids initial(g) 213,2+15,61 "181,96+16,94 NS182, 46+13,11
Poids final(g) 235,9+4,01 '212,7+18,03 N5207+13,69
Gain du poids(g) | 95,79+2,51 '85,50+0,68 °93,70+0,87
Nourriture 28,72 +1,09 22 40+2.2 426, 01+1,8
ingérée(g/jrirat)

La chute du poids corporel des rattes soumises a une dose de 4mg/Kg pendant 15 jours en premier
lieu ne peut étre expliquée que par la diminution de la nourriture ingérée due a la perte d’appétit
bien remarquée au cours de I’expérimentation, nos résultats sont en accord avec ceux de(Narra et

al., 2015). Cette chute de poids peut aussi étre expliquée par le petit poids de leurs feetus, Des
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résultats comparables ont été obtenus par Tian et al.,(2005) et Farag et collaborateurs ( 2006) ont
enregistré une réduction des poids corporels accompagnés des poids feetaux abaissés.
Conformément a nos résultatsSangha et al (2011) ont trouvé une diminution significative du gain

de poids corporel apres traitement des rattes gestantes par I’EDS avec une dose de 8mg/Kg.

La supplémentation par le probiotique donne une bonne améioration degain du poids avec une
augmentation de la masse corporelle des rattes gestantes, ceci est du probablement par
I’amélioration de la perméabilité intestinale qui a permet de rétablir I’appétit, la preuve est que la
quantité d’aliment ingérés dans ce lot est significativement augmentée. Nos résultats sont similaires
aceux de( Idoui et Karem ,2007) .
Nopchinda et al (2002) ont montré que les enfants qui ont regu plus I’aliment de nourrisson une
formule commercialisée de Bifidobactérium comme probiotique ont eu une meilleure croissance au
cours la période de six mois par rapport aux enfants n’ayant pas recu la méme formule.
[.1.2. Effet du traitement sur quelques parametres dereproduction
Le tableau(03) ne montre aucune différence significative du nombre de petit par portéeentre les
trois lots expé&imentaux et la résorption n’est observée que chez le lot traité & ’EDS mais sans
valeur statistique avec les autres lots.
Dans le méme tableau(03) nous remarquons que le poids des placentaset feetus association,des
feetus et des placentasissus des rattes traitées a I’EDS diminuent respectivement de facgon
significatives(p < 0,05), trés hautement significative (p < 0,001) etsignificatives(p < 0,05) en
comparaison aux poids des feetus et placentas du lot témoin ; par ailleurs la supplémentation
améliore significativement le poids des fcetus.
Tableau03: Evaluation des parametres de reproduction des rattes gestantes aprés administration
de 4mg/kg d’EDS et du probiotique en comparaison avec du lot témoin.

Lot Lot témoins | Lot EDS Lot EDS+BJ0021

Nombr e de petit par portée NSg33+152 | "°8,66+1,15 | "°8,66+2,08

Nombre de petit par portéeadroit | 5,66+0,57 NS333+0,57 | V°3,66+0.57

Nombr e de petit par portéea 4+1,73 NS5 66+0,57 | " 5+2
gauche
Nombr e des résor ptions 00+00 NS0,38+0,66 | 00+00

*
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Placenta +feetus | 1,46+0,56 "0,49+0,25 NS, 27+0,83
Placenta 0,38+0,22 ""0,28+0,079 NS0,31+0,72
foetus 0,94+0,47 "0,77+0,86 " 0,90+0,88

Lafigure 08 représente I’effet de I’EDS sur le poids foeto-placentaire.

Lot témoin Lot EDS Lot EDS+BIOOZ1

Figure08: variation de poids foeto- placentaire danslestroislots.

Le nombre de petit par portée n’est pas affecté par I’EDS certainementcar ce dernier a été
administré le 5™ jour de gestation, c'est-a-dire aprés I’implantation des embryons dans I’utérus,
mais le poids des placentasetdes feetus est remarquablement affecté témoignantprobablement un
RCIU, qui est d0 a un défaut d’apport nutritionnel maternelconfirmé par la consommation
d’aliments moindre dans le groupe EDS,le transport d'ééments nutritifs est essentiel pour le
développement du feetus ; Nos résultats sont en accord avec celui de (Gamal etal.,2015),fort
probablement aussi que le passage des éément nutritifs de la mere aux feetus ne sefait pas
normalement & travers le placentad cause des altérations induits par I’EDS, les anomalies au
niveau du placenta peuvent favoriser le développement de différentes complications de grossesse
dont 1aPE, de RCIU et le DG(Leclerc F et al., 2014).

La perte du poids des feetus est associée a I’augmentation des concentrations plasmatiques de
I’EDS chez leurs meres (Chevrier et al., 2000).
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L’étude macroscopique des feetus dans ce travail montre que le (RCIU) est harmonieux (figure
08)(symétrique) car il touche de maniere homogene le feetus, ce type de retard est associé a un
retard de croissance dans |e stades précoce de développement(Leclerc F et al., 2014).
L’administration desprobiotiques permet une amélioration de I’état genéral de I’adulte dont le
rétablissement de I’appétit et une perfusion placentaire adéquate qui est indispensable au bon
développement du feetus.

[1. Evaluation des paramétres biochimiques

[1.1. Evaluation du bilan glucidique : glycémie et glycogene hépatique

Commeillustré dans le tableau (04), On note une augmentation hautement significative (P<0.01),
du taux de glucose chez les rattes traitées par I’EDS (1.28 £ 0.02mg /dl) par rapport au lot témoin
(1.03 £0,07mg/dl), il est diminué chez les rattes recevant le probiotique (0,82+1,19mg/dl) de facon
hautement significative (P<0.01), par apport aux rattes traitées parl’EDS.

Alors que le taux de glycogene est diminué significativement(P<0.05) chez les rattes recevant
I’EDS (0.10+0.05g/1) par rapport aux témoins (0.11+0,06g/l), et est augmenté de facon significative
(P<0.05) dansle groupe probiotique (0.22+0,04g/1) par apport a celles traitées par I’EDS.

Tableau04: La variation des taux de glycémie et glycogene hépatique des rattes gestantes apres
administration de 4mg/kg d’EDS et du probiotique en comparaison avec du lot témoin.

Tm\ Lot témoins Lot EDS Lot EDS+BJOO21

glycémies (mg/dl) 1,03+0,07 ""1,28+0,02 "'0,82+1,19
Glycogene (g/1) 0,11+0.04 *0,10+0.05 *0,22+0,06

L'épuisement du glycogéne du foie et I'é évation des taux de glycémie suggerent qu'une partie du
glycogéne hépatique est converti en glucose, qui pénetre dansla circulation. Dans |'état de stressiil y
a une augmentation de la dégradation du glycogene hépatique et de la glycémie (Saxena et
Gupta., 2005).

L’augmentation de la glycémie semble étre plus associée a une diminution de I'activité de la voie
glycolytique hépatique dans le foie ou par une insuffisance d'insuline, I’EDS affecteles cellules 3 du
pancréas responsables de la sécrétion d'insuline (Ozmen et al.,2010).

La consommation des probiotiques peut réduire le taux sérique de glucose et de la tolérance du
glucose dans lediabete (Ostadrahimietal ., 2015).

|
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[1.2. Evaluation du bilan lipidique

[1.2.1 cholestérémieet triglycéridémie

La variation des parametres biochimiques lipidiques des rattes gestantes dans les trois lots est
illustrée dans le tableau 05.

Nos résultats montrent une augmentation significative (P<0.05) du taux de cholestérol et des
triglycérides chez les rattes traitées par I’lEDS par rapport aux rattes témoins ; ces taux se trouvent
diminuéés de facon hautement significative (P<0.01) pour le cholestérol et significativement pour
les triglycérides (P<0.05) chez lelot traité par e probiotique par apport au lot traité par I’EDS.

Ces variations des parametres biochimiques lipidiques des rattes gestantes dans les trois lots

Tableau05: La variation destaux de cholestérol, de triglycéridedans le sérum, des rattes gestantes
aprés administration de 4mg/kg d’EDS et du probiotique en comparaison avec du lot témoin.

Lot Lot témoin Lot EDS Lot EDS+BJ0021
Cholestérol (g/l) 1,72+0,7 '2,78+0,50 °1,83+0,62
Triglycérides 1.33+0.61 *2.92+1.57 41.95+0.74

L’augmentation de la cholestérémie peut étre attribuée a la perturbation des lipoprotéines comme
pour les pesticides carbamates(Raiet al.,2009) et les niveaux élevés des triglycérides sériques
peuvent indiquer une altération lipidiquepar I’EDS probablement par une inhibition de I’activité des

lipases au niveau du foie .

Les Lactobacillus plantarumBJ0021 utilisés dans notre étude ont pu abaisser les taux de cholestérol
et des triglycérides;la relation entre les LAB et le taux de cholestérol sérique est devenue une
source dintérét. Les études évaluant cette relation ont révélé que les lactobacilles pourraient
présenter des propriétés hypochol estérol émies chez les modél es animaux(Ning etal., 2013).

L effet hypocholestérémiant par les probiotique est le mieux documenté, il est expliqué soit par la
consommation de cholestérol par les bactéries intestinales, réduisant ainsi |a quantité de cholestérol
disponible pour I'absorption; soit que les bactéries ont facilité I'élimination du cholestérol dans les
excréments (Bouhafs et al.,2015).

AlLva et al (2012)ontmontré que I’augmentation des triglycérides est dépendante de la dose de
I’EDS administrée, et que la diminution des triglycérides est due probablement a I’effet des
probiotiques qui favorisent la dégradation des triglycérides ; en activantle catabolisme intestina des

triglycérides sous I’action de lipases pancréatiques.
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[11.Evaluation du taux des proténesfoeto-placentaire

Comme le montrela figure(09), I’administration de I’EDS a induit une déplétion significative
(P<0,05) du taux des protéines placentaire (9,92+0,557 mg/g de protéines) par apport aux rattes
témoins (13,46 +3,509 mg/g de protéine). Concernant les rattes traitées par le probiotique, une
élévation significative (P<0,05) du taux des protéines placentaire (12,27+1,68mg/g de protéines)

par apport aux rattes traitées par I’EDS.

D’apres nos résultats, les rattes traitées par I’EDS induit une déplétion hautement significative (P
<0.01) du taux des protéines feetal (8,38+0,55mg/g de protéines) par apport aux rattes témoins
(10,99+0,44 mg/g de proténes). Concernant les rattes traitées par e probiotique, une éévation non
significative (P>0,05) du taux des protéines feetal (10,11+3,03 mg/g de protéines) par apport aux

rattes traitées par I’EDS.
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Figure 09: la représentation graphique du taux des protéinesfoeto-placentaire chez les rattes

gestantesdans lestrois|ots.

La déplétion des protéines dans le placenta est peut étre due a une interruption de synthése de
protéines ou peut ére due a une dénaturation de protéines par le stress oxydatif induit par les
pesticides(Har abawy et al., 2014;Yonar et al., 2014).

L'exposition aux pesticides augmentent la génération desROS conduisant a l'oxydation des
protéines (Jerusa et al.,2017).

GoncAlves et al (2016)montrent que I'exposition a ’EDS provoque une oxydation des acides
aminés et conduit a la formation d'agrégats dans les cellules. Ces agrégats peuvent s’accumuler et
former des fibrilles insolubles, affectant lafonction protéique al'intérieur de lacellule.
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Toute perturbation touchant le placenta touche également le foetus, Un apport faible en acide aminé
et en protéines chez la ratte gestante induit srement une déplétion du taux de protéines chez le
feetus bien montré par nos résultats.Les protéines, les acides gras libres et le glycérol sont les
principaux nutriments transférés par le placenta de la mére vers le feetus. La croissance et le

développement du feetus dépendent uniquement de I'apport nutritionnel fourni par la mere.

La supplémentation par les Lactobacillus plantarum BJO021 augmente la teneur en protéine au
niveau du placenta, ceci peut étre expliquée que cette souche de bactérie a améliorée I’assimilation
des acides aminés essentiels pour I’héte en inhibant I’action destructrice des désaminases et des
décarboxylases bactériennes excrétées par la microflore résidante du tube digestif.De plus, certains
probiotiques peuvent synthétiser des acides aminés essentiels eux-mémes comme par exemple les
bifidobactéries qui sont capables de synthétiser de nombreux acides aminés : aanine, valine,
thréonine, acide aspartique (Rofes,2014).

|V. Evaluation du stress oxydatiffoeto- placentaire

IV.1. Taux du MDA cytosoliquefoeto- placentaire

Comme le montre la figure (10), Le taux de MDA placentaire et feetal est augmenté de fagon
hautement significative(p<0.01) chez les rattes traitées par I’EDSpar rapport aux rattes témoins, ce
taux estdiminuésignificativement (P<0.05) et non significativement (P>0,05) respectivement dansle

placenta et foetus chez le lot recevant le probiotique par rapport au |otEDS.
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Figure 10:la représentation graphique du taux de MDA cytosoliquefoeto- placentaire dans les

troislots.

IV.2. Taux de glutathionréduitfoeto- placentaire
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D’apres lafigure 11, nos résultats, les rattes traitées par I’EDS subissent une diminution hautement
significative (P<0,01) et significative (P<0,05)du taux de GSH respectivement au niveau du
placenta et feetus (2.266+0.768 mg/kg),(0.616+0.33 mg/g)par apport aux rattes témoins (4.696+0.54
mg/g), (1.583+0.31 mg/qg).

Ce taux est augmenté tres hautement significativement (P<0.001) ethautement significativement
(P<0.01) respectivement dans le placenta et foetus chez le lot recevant e probiotique par rapport au
|otEDS.
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Figure 11:Evolution destaux de GSH cytosolique foeto- placenta danslestroislots
V.Evaluation des parametr es antioxydants enzymatiques
V.1.L activité enzymatique de SOD foeto-placentaire

Dans la figure (12), au niveau du placenta, nous notons une déplétion trés hautement significative
(P<0,001) et une diminution non significative (P>0,05) de I’activité enzymatique de SOD
respectivement au niveau du placenta et feetus chez les rattes traitées par I’EDS
(0,734+1,001Ul/mg), (251,84+33,305Ul/mg) par apport aux rattes témoins (20,242+3,0394U1/mg),
(290.09 +32.283U1/mg). L activité de SOD chez les rattes traitées par |e probiotique a montré une
augmentation trés hautement significative (P<0,001) et non significative (P>0,05)respectivement au
niveau placentaire et feetal du taux de SOD (11,151+2,183UI/mg), (264.4+85.345Ul/mg) par apport

aux rattes traitées par I’EDS.
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Figure 12: lareprésentation graphique de I’activité enzymatique de SOD foeto-placentaire des

rattes gestantes danslestrois|ots.

V.2.L’activité enzymatique de la catalase foeto-placentaire

D’apres lafigure 13, nous notons une diminution significative (P<0,05) ethautement significative(P

<0.01)de I’activité enzymatique de la catalase respectivement au niveau placentaire et feetalchez les
rattes traitées par I’EDS (0,025+0,0005U1/mg),(0,148+0,113U1/mg) par apport aux rattes témoins
(0,283+0,191U1/mg),(2,828+1,469U1/mg).I’activité de la CAT chez les rattes traitées par le

probiotique a montré une augmentation hautement significative(P <0.01)et significative (P<0,05)
respectivement du taux de CAT au niveau placentaire et feetal (0,107+0,031UI/mg),(0,813+0,686

Ul/mg) par apport aux rattes traitées par I’'EDS
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Figure 13: la représentation graphique de I’activité enzymatique de la catalase foeto-placentaire

desrattes gestantes danslestrois|ots.
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V.3. Taux de glutathion per oxydasefoeto-placentaire

Les résultats représentés dans la figure(14) montrent une diminution non significative (P>0,05)et
significative (P<0.05) respectivement de taux GPx placentaire et feetal chez les rattes gestantes
traités par I’EDS (0.009+0.002umol/mg/g de protéines),(0.009+0.002umol/mg/g de protéines)par
rapport au lot témoin (0.031+0.034umol/mg/g de protéines),(0.014+0.002umol/mg/g de protéines).
Par contre on constate une augmentationtrés hautement significatif (P< 0.001) et significative
(P<0.05) respectivement deGPxau niveau placentaire et feetal chez les rattes gestantes recevant le
probiotique (0.032 +0.0007umol/mg/g de protéines),(0.012+0.002 pumol/mg/g de protéines) par
apport au lot traité par I’EDS.
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Figure 14 : Variation de I’activité de GPxfoeto- placenta chezlestroislots

Dans la présente étude, I’exposition des rattes gestantes & I’EDS a eu comme conséguence une
augmentation significative de LPO, indiquée par I’augmentation significative du taux de MDA
placentaire et foetal. Ceci montre bien que I’EDS est capable de promouvoir la génération des ROS,
qui se traduit par la LPO dans les tissus placentaires et foetales. Plusieurs études récentes ont
prouvé la capacité des organochlorés a induire le stress oxydant dans les différents organes par
production accrue des ROS(Singh etal., 2016 ;Eunet al., 2015).

Cependant la LPO chez le foetus confirmé par le taux élevé de MDA est la preuve que I’EDS a pu
franchir la barriere placentaire qui sépare la mere de son feetus et lui assurant une protection. Les
résidus de I’EDS ont été trouvé dans les tissus adipeux, le placenta, le cordon ombical et le lait de
lactation chez les femmes enceintes (Cerrillo et al.,2005).

Les données obtenues dans ce travail montrent que le lactobacillus plantarumBJ0021 a induit une

diminution significative de laLPO indiquée par la régression des taux du MDA dans les tissus
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(placenta et foetus), ainsi les bactéries probiotiques ont des propriétés antioxydantes efficaces

certainement en piégeant |'exces des radicaux libres (Bouhafs etal ., 2015).

Le glutathion est |'antioxydant principal du corps et le réducteur efficace qui va neutraliser les
radicaux hydroxyles. Le role du glutathion dans le développement du foetus et du placenta est

crucial.

Chez les animaux traités par I’EDS, le taux de GSH foeto- placentaire est significativement diminué
en comparai son avec le témoin. Nos résultats sont a accord avec celui de Hamdy et al .(2013).

Le traitement par le probiotique provoque une amélioration intracellulaire de I’activité non
enzymatique antioxydante du GSH foeto-placentaire.

Le SOD, la CAT et le GPx sont considérés comme la premiere ligne de défense contre la toxicité
de I'oxygene(Hemalathaetal ., 2015). ils constituent mutuellement une équipe de soutien de défense
contre les ROS(Soudaniet et al .,2010).Nos résultats enregistrent une diminution significative de
I’activité des enzymes antioxydants du SOD et de la CAT foeto-placentaire des rattes adultes

traitées par I’EDS, résultat conforme avec celui trouve par Sathyavathietal.(2012).

Différentes activités antioxydantes telles que les activités de SOD et CAT ont été significativement

diminués, preuve de lI'augmentation de LPO; I’activité de la CAT pourrait s’expliquer par une
réduction de la capacité des mitochondries d’éliminer le H,O,produit (L alaounietal.,2007),due de
sa consommation et son utilisation dans la conversion duH>Oen H,O &fin de contrecarrer le stress
oxydant induit par ’EDS (Garg et al.,2009).

Ladiminution de I'activité SOD et CAT peut étre attribuée al'inhibition de la formation de radicaux
superoxydes ou a |'améioration de |'activité de balayage des radicaux libres par d'autres fragments
dans le corps(M uthappa et al.,2014).

Chez les animaux traités par I’EDS, le taux de GPx foeto- placentaire est significativement diminué
en comparaison avec le témoin. Nos résultats sont similaires a celui de (Hamdy et al .,2013 ).Cette
diminution peut étre responsable de I’insuffisance des défenses antioxydants dans la lutte contre les
ROS ce qui provoque des dommages tissulaire (Krim,2014).

Le probiotique exerce des effets antioxydants bénéfiques, le Lactobacillus plantarum pourrait
augmenter la sécrétion d'antioxydants, qui peuvent efficacement éiminer les exces de radicaux
libres et réguler I'équilibre de radical libre du corps, ce qui entraine une capacité antioxydante
améliorée.llfavorise la synthése de CAT en agissant sur I’activation des enzymes, de leur synthese,
ou de leur recyclage, soit I’inhibition de leur dégradation, ce qui aboutit ala protection des cellules
cibles (Weifen et al.,2012).
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Conclusion

L’endosulfan pose un véritable probleme de santé publique, a la fois pour les utilisateurs,

mais aussi pour la population générale.

L’endosulfan & induit chez les rattes gestante traitées :

>
>
>

une perte de poids corporel
une pertede poids des placentas et feetus
Une augmentation du taux de la glycémie avec une diminution du taux de

glycogéene

Une altération des membranes cellulaires par les radicaux libres, aboutissant a une
augmentation de la peroxydation lipidigue foeto-placentaire.
Une altération de la consommation des protéines.

Un déséquilibre du statut antioxydant enzymatique et non enzymatique.

L'administration orale de BJ0021 chez des rattes gestantes a atténué de maniére significative

la toxicité induite par I’EDS. Cependant, le mécanisme exact par lequel Lactobacillus

plantarum BJ0O021 a provoqué :

une amélioration de poids corpordl, placenta et feetus.

Une diminutiondu taux de la glycémie avec une augmentation du taux de
glycogéne.

un mangue de résorption.

Une diminution de I’altération des membranes cellulaires par les radicaux libres,
aboutissant & une diminutionde la peroxydation lipidigue foeto-placentaire.

une augmentation du taux des protéines foeto-placentaire.

Une amélioration du statut enzymatique antioxydant telles que la, SOD, CAT et la
GPx et non enzymatique tel que, GSH foeto-placentaire.
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Figure 01 : Courbe d’étalonnage des protéines (sérum albumine bovine comme standard).
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Figure 02 : Courbe d’étalonnage du GSH avec le réactif de DTNB.
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Préparation des solutions :

Annexe 02

Dosage du glutathion (GSH) :

Solution TCA (5%) :

Dissoudre 7 g TCA dans 140 ml d’eau distillée.

Solution DTNB (0,01 M) :

Dissoudre 7,9 mg DTNB dans 2 ml de méthanol absolu.

Solution Tampon phosphate

(0,1M PH=8):

Dissoudre 7,098 g NaHPO4 dans 500 ml d’eau distillée.

Dosage des protéines :

Solution BSA (1 mg/ml) :

Dissoudre 0,1 g BSA dans 100 ml d’eau distillée.

Réactif de Bradford :

Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie (G 250) dans 50 ml
d’¢éthanol (95 %). Agiter par I’agitateur pendant 2 heures, puis
ajouter 100 ml d’acide ortho phosphorique (85 %) et 850 ml
d’eau distillée (pour obtenir 1 L de solution).

Ce réactif doit étre filtré puis conserver pendant 2 semaines

a une température de 4 °C et a I’abri de la lumiere.

Dosage du malondialdehyde (MDA) :

Solution TCA (20 %) :

Dissoudre 6 g de TCA dans 30 ml d’eau distillée

Solution Kcl (1.15% ):

Dissoudre 1.61 g de Kcl dans 140 ml d’eau distillée

Solution TBA (0,67 %) :

Dissoudre 0.0788g de TBA  dans 11.76 ml d’eau distillée
+0.24 ml de NaOH (2N)

(\Y]
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Dosage de la glutathion peroxydase (GPXx) :

Solution TBS : Tris (50 mM,
NaCL (150 Mm PH=7,4) :

Dissoudre 0,877 g NaCL dans 100 ml d’cau distillée, puis
poser 0,61 g Tris et compléter le volume & 100 ml par la
solution NaCl (150 mM) et ajuster le pH a (7.1-9) avec
HCL (12 N).

Solution du GSH (0.1 mM) :

Dissoudre 0,92 mg GSH dans 30 ml d’eau distillée.

Solution H,0; (1,3mM) :

Dissoudre 2,65ul H,0, dans 20 ml d’eau distillée.

Solution TCA (1 %) :

Dissoudre 0,6 g TCA dans 60 ml d’eau distillée.

Solution DTNB (1 mM) :

Dissoudre 5,94 mg DTNB dans 15mL de méthanol absolu.

Dosage de la catalase (CAT) :

Tampon  phosphate | -Solution (A) : dissoudre 0,871 g de K;HPO, dans 50 ml d’eau

OIMPH=72) " gistiliee
-Solution (B) : dissoudre 0,68 g de KH,PO4 dans 50 ml d’eau
distillée
Ajuster le pH a 7,2 de la solution (A) avec la solution (B).
-masse d’ H,O, dans un litre est :
1.11x10%g/l x 0.3g/g de solution=3.3x10? g/l

Catalase : mM H,0, = 34g/mol

Molarité = mol /1 =3.3x10? g/1/34 H,0, /mol =9.79mol/l

(\Y]
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C1 V1 = C2 V2

+

C1 =9.79mol/l
C, =0.019
V1=0.48mI=480uI(H,0,)

6. Dosage du superoxyde dismutase (SOD) :

Tris (50mM;pH 8.2) :

Dissoudre 0,2428g Tris dans 30 ml d’eau
distillée, et ajuster le pH a (8.2) avec HCL
(36%), puis compléter le volume a 40 mi

par I’eau distillée.

Dissoudre 0,058g EDTA dans 20 ml d’eau
distillée. Attention faire solubiliser ’EDTA

EDTA(10mM) : dans du NaOH, puis compléter le volume a
20 ml par I’eau distillée.
Dissoudre 4gNaOH dans 10 ml d’eau
distillée, et ajuster le pH a (8.2) avec le
NaOH (10M) : NaOH(10M), puis compléter le volume a 20

ml par ’eau distillée.

Pyrogallol (2.5Mm /Hcl 50Mm) :

Dissoudre 0,00315g de pyrogallol dans 10
ml d’Hel 10mM
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Le theme :
L’effet antioxydant du lactobacillus plantarum BJ0021sur le stress oxydatif foeto-
placentaire induit par I’endosulfan chez la ratte gestante.

Master Académique en Biologie : option pharmacologie expérimentale.

Résumé

Notre étude a pour objectif I'évaluation du stress oxydatif au niveau foeto- placentaire chez des rattes gestantes apres
administration par gavage d’une dose journaliére de 4mg/kg d’un insecticide organochloré, 1” endosulfan pendant 14
jours en comparaison avec un lot témoin ne recevant que d’huile de mais d’une part, et d’autre part a I’évaluation de
I’effet bénéfique de probiotique chez un autre lot de rattes gestantes recevant la méme dose d’endosulfan et
supplémenté par le Lactobacillus plantarum BJ0021 comme probiotique. Nos résultats révélent une perte de poids
corporel, des placentas et des feetus et une augmentation du taux de cholestérol, de triglycérides sérique et de la
glycémie avec une diminution du taux de glycogene chez le lot traité par endosulfan. L’évaluation du stress oxydatif
montre une élevation du MDA et une déplétion de la SOD, CAT,GPx et de GSH foeto-placentaire. Ces mémes
paramétres se trouvent améliorés favorablement en présence des lactobacillus plantarum BJ0021. Ceci met nettement
en évidence le role protecteur de cette souche probiotique vis-a-vis du stress oxydant généré au cours du traitement par
ce pesticide.

Les mots clés : Endosulfan, Probiotique, Stress oxydatif, Rattes gestantes, placenta, foetus

Abstract

Our study focuses on relates evaluation of oxidative stress after administration of a daily dose of 4mg/kg
endosulfan to pregnant rats for 14 days in comparison with a control group receiving only the corn oil on the one hand,
and secondly to evaluate the beneficial effect of probiotic in another group of pregnant rats receiving the same amount
of endosulfan and supplemented by Lactobacillus plantarum BJ0021 as probiotic. Our results reveal a loss of body
weight, placentas and fetuses and an increase in cholesterol, serum triglycerides and blood glucose with a decrease in
glycogen in the lot treated with endosulfan. L' evaluation of the oxidative stress an elevation of MDA and a depletion
of the CAT,SOD,GSH, GPx of the placenta and fetus in the group treated by endosulfan thus indicating lipid
peroxidation and alteration in the consumption of proteins of the placenta and fetus. These parameters are improved
favorably in the presence of lactobacillus plantarum BJ0021. This clearly emphasizes the protective role of this
probiotic strain against of oxidative stress generated by the treatment with the pesticide.

Key words: Endosulfan, Probiotic, Oxidative stress, Gestating rats, placenta, fetus
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