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Résumé

Résumé :

Le plomb est un métal omniprésent dans I’environnement et dont la toxicité est bien établie, il
est considéré comme un ¢lément non essentiel pour les fonctions vital de 1’organisme.
L’exposition a ce métal, méme a des doses tres faibles, entraine des dysfonctionnements
importants au niveau des différents organes (foie, rein...) et particulierement sur le systeme
nerveux central. A cet effet, notre travail porte sur I’impact de I’intoxication au plomb sur le
stress oxydatif et I’¢tude de 1’extrait aqueux de la plante Mélissa officinalis comparé a la souche
Lactobacillus plantarum NSCS5C pour contrer les séquelles générées par le plomb. L’exposition
a 2g/l de l’acétate de plomb par voie orale, aux rats Wistars pendant 7 semaines a permis
d’observer une baisse significative de la prise hydrique, et une augmentation du poids des

animaux.

Les résultats de notre étude ont montré que 1’intoxication au plomb entraine une augmentation
non significative dans la glycémie, cholestérol et triglycéride des rats intoxiqué, Par contre le
probiotique permis de baissé le taux de ces trois parametre, Par ailleurs I’administration de la
plante au rats intoxiqués a permis d’augmenté la glycémie de manicére non significatif, et

d’enregistré une diminution de ces deux parametre.

Concernant le taux de MDA les résultats obtenus ont montré que l’intoxication au plomb
entraine une augmentation significative du taux du MDA hépatique et cérébrale chez les rats
exposés au plomb comparé au lot témoin, tandis que les rats traités par la combinaison (Pb-mo)
et par la combinaison (pb-prob) montrent une diminution significative du taux du MDA du
cerveau et une diminution non significative du taux du MDA du foie en comparaison aux rats

intoxiqué.

A partir de cette étude, on peut conclure que les feuilles de Mélissa officinalis et La souche
NSC5C Lactobacillus plantarum ont modifié les effets toxiques du plomb et montré que cette
plante et cette bactérie ont une efficacité relativement similaire contre le stress oxydant induit

par le plomb.

Les mots clés: plomb, stress oxydatif, Mélissa officinalis, Lactobacillus plantarum,

probiotiques.



Résumé

Abstract

Lead is a metal that is ubiquitous in the environment and has a well-established toxicity. It is
considered a non-essential element for the vital functions of the body. Exposure to this metal,
even at very low doses, causes significant dysfunctions in the various organs (liver, kidney ...)
and particularly in the central nervous system. To this end, our work focuses on the impact of
lead intoxication on oxidative stress and the study of the aqueous extract of the plant Melissa
officinalis compared to the strain Lactobacillus plantarum NSC5C to counter the sequelae
generated by lead. Exposure to 2g / 1 of oral lead acetate, to Wistar rats for 7 weeks, showed a

significant decrease in water intake, and an increase in the weight of the animals.

The results of our study showed the results of our study showed that lead poisoning leads to a
non-significant increase in the glycaemia, cholesterol and triglyceride of the poisoned rats. On
the other hand, the probiotic allowed lowering the rate of these three parameters. Plant poisoned
rats allowed to increase blood sugar in a non-significant way, and recorded a decrease in both

of these parameter.

Regarding the MDA level, the results obtained showed that lead poisoning caused a significant
increase in the level of hepatic and cerebral MDA in the rats exposed to lead compared to the
control group, while the combination (Pb-mo) and combination (pb-prob) treated rats showed
a significant decrease in brain MDA and a non-significant decrease in liver MDA compared

with intoxicated rats.

From this study, it can be concluded that the leaves of Melissa officinalis and the strain NSC5C
Lactobacillus plantarum have modified the toxic effects of lead and show that this plant and

this bacterium have a relatively similar efficacy against lead-induced oxidative stress.

Keywords: lead, oxidative stress, Melissa officinalis, lactobacillus plantarum, probiotic.
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=  %: Pourcentage.

= 1ml: 1 milliliter

= ADN : Acide désoxyribonucléique

=  ADNr: acide ribonucléique ribosomique

=  ADP : Adénosine diphosphate.

= AGPI: Acides gras polyinsaturés

=  AMPc : Adénosine Mono Phosphate cyclique

= Apaf-1: Apoptotic peptidase activating factor 1.

=  APG : Angiosperm Phylogeny Group = groupe phylogénétique des Angiospermes
= ARNr 16 S: Acide ribonucléique ribosomiale de la petite sous-unité 16S
=  ATP : Adénosine triphosphate.

= Bax: Bcl2 Associated X.

= Bcl2 : B-cell Lymphoma 2.

= C°: Degré Celsius.

= (Cat: Catalase

= CESO0 et DESO : Concentration et Dose efficace 50*
=  CoQ10: Coenzyme Q10.

= (Cys: Cystéine.

=  Cytc: Cytochrome c.

=  DAO: dérivés actifs oxygénés

=  DO: Degré D’oxydation

= ¢ :électron.
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= FAO : Organisation des Nation Unies pour I’amélioration et I’agriculture

= Fe+2: Fer réduit.

=  G/C : Guanine - Cytosine

=  GR: Glutathion réductase.

=  GSH: Gluthation réduit.

=  GSSG: Glutathion oxydé.

= H*: Proton.

= H202 : Eau oxygénée (peroxyde d’hydrogene).
= HO. : radical hydroxyle
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I : intoxiqué

IP: injection intra péritonéale.

Lb : Lactobacillus

Lb. plantarum: Lactobacillus plantarum
LPO: Peroxydation lipidique.

MDA: Malondialdéhyde.

mg: milligramme.

MICI : maladies inflammatoires chroniques de I’intistin
MMO : Systeme microsomal cytochrome P450-dépendant monooxygénase.
MO :Melissa officinalis

MRS: de Man Rogosa et Sharpe

NaCl: Chlorure de sodium
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O2: Oxygene moleculaire.
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OMS : Organisation Mondiale de la Santé
pH: potentiel d’Hydrogene
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ROO": Radical peroxyle.

ROOH : hydroperoxyde lipidique
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SOD: Superoxyde dismutase.

T : témoin

T3: tritodothyronine

T4: thyroxine

TBA : L'acide Thiobarbiturique
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Introduction

Introduction :

Depuis ces dernicres décennies, les effets de 1’industrialisation ont rompu 1’équilibre existant
entre la nature et I’humain. L’utilisation brutale et massive de métaux lourds y compris
I’aluminium et le Plomb ont peu a peu conduit a I’apparition de risques nouveaux, encore mal
¢valués. Bien que les risques d’intoxication par de faibles niveaux de métaux lourds ne soit
toujours pas pris tres au sérieux par la majorité des médecins conventionnels, le danger existe
bel et bien. De nouvelles recherches ont montré que ces métaux s’accumulent dans 1’organisme
et peuvent avoir des effets tres néfastes sur la santé.

Dans l'organisme, il existe plusieurs types de molécules a activité antioxydant : les enzymes
antioxydants directement synthétisées par l'organisme (superoxyde dismutases, glutathion
peroxydases, catalase...) et les composés antioxydants d'origine exogene alimentaire (les
vitamines A, C et E ; les caroténoides comme le lycopene et la lutéine ; la taurine ; les
polyphénols ; certains minéraux et oligoéléments comme le magnésium, le zinc, le sélénium et
le manganese).

L’apparition de stress oxydant important peut ainsi déséquilibrer les systémes antioxydant
naturel, ce qui induit un désordre général pouvant toucher les barrieres d’enzymes
antioxydantes et méme d’autres systémes tel que le systéme nerveux central notamment leurs
role dans la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson et la sclérose latérale amyotrophique
(maladie de Lou Gehrig).

Des solutions thérapeutiques ont été mises en ceuvre, mais ces derniéres n’ont pas montré une
résolution satisfaisante a cause du faible rendement d’efficacité en plus des effets indésirables

pouvant ainsi donner naissance a de nouvelles anomalies.

L’objectif de ce travail consiste a la recherche des activités biologiques de I’extrait de la plante
de Mélissa officinalis et de la souche bactérienne NSC5C Lactobacilus plantarum sur le stress

oxydatif engendré par une intoxication chronique au plomb.

Ce travail a été divisé en deux parties, la premiere étant une bréve revue bibliographique sur le
Plomb et le stress oxydatif, présentant la problématique du mémoire, suivie d’un deuxiéme
chapitre sur les deux traitements suggérés pour cette étude afin de palier a I’intoxication au
plomb qui sont une source probiotique (Lactobacillus plantarum) et une plante (Mélissa
officinalis)

La deuxiéme partie est I’expérimentation sur des rats Wistar.
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I -Lactobacillus plantarum et probiotiques :
I -1- Généralités :

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes, organotrophes, formant un groupe
hétérogene constitué de cocci et de bacilles (Badis et al., 2005). Ce sont des bactéries a Gram
positif, asporulantes, aéro-anaérobie facultatives ou micro-aérophiles, généralement
immobiles, acido- tolérantes et capables de croitre a des températures comprises entre 10°C et
45°C (Zhang et Cai, 2014).

Elles rassemblent un certain nombre de genres qui se caractérisent par la production, liée a un
métabolisme exclusivement fermentaire, de quantités importantes d’acide lactique a partir des

Sucres.

En général ces bactéries ne possedent ni catalase, ni nitrate réductase, ni cytochrome oxydase
(a Pexception de quelques souches sous certaines conditions elle sont protéolytique ne
liquéfient pas la gélatine et ne forment plus d’indole ni d’hydrogene sulfureux, ces bactéries
sont également incapables de fermenter le glycérol (Dellaglio et al., 1994; Salminen et al.,

2004 ; Zhanget Cai, 2014).

Elles ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les peptides, les
vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentes cibles ; C'est la raison qui explique

leur abondance dans le lait (Dellaglio et al., 1994; Hogg, 2005; Novel, 1993).

I -2-Le genre Lactobacillus :

Au sein des bactéries lactiques, les lactobacilles forment un ensemble tres disparate.

Ils appartiennent au groupe des Firmicutes, a la classe des Bacilli, a 'ordre des
Lactobacillales et a la famille des Lactobacillaceae (De Vos et al., 2009 ).

Le genre Lactobacillus est quantitativement le plus important des genres du groupe des

bactéries lactiques. Créé, pour la premiere fois, par Beijerinck en 1901, il comprend
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actuellement, au moins 145 especes reconnues qui présentent une diversité phylogénétique,
phénotypique et écologique extréme (Corrieu et Luquet, 2008 ; Barinov ef al., 2011). Cette
diversité est due a la variation en contenu guanine/cytosine (G/C) qui varie entre 30 et55 %

selon les especes (De Vos et al., 2009).

I -2-1- Identification :

L’identification d’espéces de lactobacilles peut étre difficile a réaliser par les méthodes
biochimiques en raison du trés grand nombre d’espéces existantes. Elle repose essentiellement
sur des tests de fermentation des sucres. La galerie API 50 CH avec I’utilisation du milieu
pour lactobacilles, est la méthode biochimique la plus utilisée et probablement la plus fiable

(Roissart et Luquet, 1994 ; Ozgan et Vural, 2011).

L’utilisation des outils de taxonomie moléculaire comme [’hybridation quantitative
ADN/ADN et le séquencage des génes d’ADNr 16S ont permis de lever des ambiguités et de
nommer précisément les espéces de lactobacilles d’intérét en santé et en alimentation humaine
parmi plus d’une centaine d’especes de lactobacilles actuellement décrites (Dellaglio et Felis,

2005).

I -2 -2- Intérét technologique des lactobacilles :

L'intérét pratique des lactobacilles est considérable pour plusieurs raisons :
¢ La production d'acide lactique est une des principales fonctions des lactobacilles, car
la quantité produite par ces derniers est supérieure a celles formée par les autres genres
utilisés industriellement (Luquet et Roissant, 1994).

s L’activité protéolytique des lactobacilles participent a l'accélération de 'affinage des
fromages avec un moindre risque de développement d'amertume, et d'étre a 1'origine
d'une flaveur plus intense (Bartels et al., 1987).

¢ Certaines especes du genre Lactobacillus comme Lb. delbrukii ssp. Bulgariccus
possedent une aptitude a produire un polysaccharide, qui confere I'épaississement du

milieu dans le cas de yaourt (Schmidt J.L. et al., 1994).
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I -2-3- Lactobacillus plantarum :

L’espece Lactobacillus plantarum est une bactérie : Gram positif, non pathogene,
naturellement existante dans la salive humaine et au niveau du TD. Elle est en forme de
batonnet (road-sharped), Hétérofermentaire facultative (fermente les pentoses et/ou le
gluconate), Mésophile, a croissance positive a 15°C mais pas a 45°C.

C’est une bactérie ubiquitaire qui peut étre rencontrée dans différentes niches écologiques
(aliments fermentés et tractus gastro-intestinal) (sirulin, 2010).

Aérotolérante, elle peut convertir 1'oxygene en peroxyde d'hydrogene (voie de manganese
dépendante), ce qui lui confere une grande tolérance a I’H>0Ox.

En I’absence d’oxygene, elle est capable de fermenter les sucres en acide lactique et alcool
(hétérofermentaire). L’acide lactique produit est une combinaison de D-et L-isomeres.

De plus, elle est capable de liquéfier la gélatine. (Anonyme, 2009)

I -3- Probiotiques :

I -3-1-Historique et définition des probiotiques :

Le terme probiotique dérive de deux mots grec « pros » et « bios » qui signifient littéralement
« pour la vie » (Gbassi, 2010). Les probiotiques ont bénéficiés de plusieurs définitions qui ont
évolué dans le temps en fonction des connaissances scientifiques et des avancées
technologiques. La notion de probiotiques a été développée principalement grace aux travaux
de Metchnikoff ayant suggéré que 1’ingestion de bactéries lactiques vivantes accroit la
longévité en réduisant, dans le tube digestif, la population de bactéries purifiantes ou
produisant des toxines. Une des premieres définitions les décrivaient comme « facteurs
promoteurs de croissance produits par des microorganismes » a €t€é proposé. Ensuite, la
définition a été élargie a des « organismes et substances qui contribuent a 1’équilibre de la
flore ». Cette derniere définition inclut potentiellement des produits métaboliques microbiens
y compris les antibiotiques. Plus tard, une autre définition trés proche du sens actuel a été

proposée : «Supplément alimentaire microbien vivant qui affecte de fagon bénéfique 1’hote en
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améliorant I’équilibre de sa flore intestinale » (Makhloufi, 2012). La FAO et ’OMS ont

établi récemment des lignes directrices pour 1’utilisation du terme « probiotiques » dans les

aliments et formulent la définition suivante : « micro-organismes vivants qui lorsqu’ils sont

administrés en quantités adéquates, exercent une action bénéfique sur la santé de I’hote qui les

ingere». (FAO/OMS, 2002).

De nombreux microorganismes sont considérés comme probiotiques, Il en existe 4 grands

groupes:

X/
L X4

X/
L X4

Les ferments lactiques : Ils sont capables de produire de I’acide lactique par la
fermentation de certains sucres comme le lactose. Ils sont regroupés en 2 catégories,
en fonction de leur morphologie : les lactobacilles (Lactobacillus bulgaris,
Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus casei) et les coques (Enterococcus
etStreptococcus)

Les Bifidobactéries : D’origine humaine ou animale, elles appartiennent a la flore
intestinale normale et posseédent une bonne résistance aux sucs gastriques. Avec 1’age,
la population de Bifidobacteries diminue et leurs especes varient.

Les différentes levures de type Saccharomyces : Elles sont principalement utilisées par
I’industrie agroalimentaire.

Les autres bactéries sporulées : Dont Bacillus subtilis etBacillus cereus (Dias et al.,

1995).

I -3-2-Mécanisme d’action et role des probiotiques :

Le mécanisme d’action exact des probiotiques est encore inconnu. Toutefois, trois principales

hypotheses ont été avancées

L’influence favorable de ces agents serait reliée a:

>

>
>

L’inhibition de la croissance des bactéries pathogenes et de leurs liaisons avec
I’épithélium gastro-intestinal
L’amélioration de la fonction barriére de 1’intestin

La modulation du systéme immunitaire (Marteau et al., 1998).
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I -3-3-Probiotiques et produits toxiques :

Les probiotiques interviennent trés certainement dans la neutralisation de produits toxiques.
IlIs provoqueraient une atténuation du catabolisme intra-digestif et une orientation de la
microflore intestinale pour réduire I’absorption des substances toxiques (ammoniacs, amines
et indoles) et diminueraient les biotransformations des sels biliaires et des acides gras en
produits toxiques. Les bactéries probiotiques auraient aussi la capacité de produire des
métabolites susceptibles de neutraliser in situ certaines toxines bactériennes (Marteau et al.,
1994)

I- 3-4- Probiotiques et stress oxydant :

De nombreuses études menées sur I’implication du stress oxydant dans diverses pathologies
(dont des pathologies intestinales) ont montré 1’intérét d’étudier les effets des souches

bactériennes probiotiques et anti-oxydantes afin de traiter ce déséquilibre physiologique.

» Modeles d’étude chez 1’animal
Dans les maladies inflammatoires de l'intestin, 1’activation soutenue du systéme immunitaire
entraine un stress oxydant au niveau du TD ainsi qu’une perte de I'homéostasie intestinale.
Dans le cas des MICI, un exces de DAO a été observé au niveau du TD. Cette observation a
encouragé 1’¢tude des bactéries probiotiques anti-oxydantes pour le traitement de ces
dysfonctionnements intestinaux. En effet, ces bactéries pourraient résister au stress oxydant et
survire au transit pour exercer leurs effets bénéfiques, et limiter les dommages causés par

I’inflammation en éliminant les DAO produits dans le TD. (Rochat et al.)

» Modeles d’étude chez I’homme
I1 est difficile d’observer les effets des probiotiques sur la santé des personnes saines, mais il
existe quelques études réalisées sur des volontaires sains. Si un probiotique est capable
d’induire une fonctionnalité positive sur les indices relatifs au stress oxydant, il aidera a
stabiliser et promouvoir le potentiel des systemes de défense anti-oxydants, méme en absence

de symptomes cliniques.
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Par exemple, I’efficacité¢ de la souche L. fermentum Me-3 a été testée chez des volontaires
sains. Cette souche a été identifiée comme souche anti-oxydante suite a des essais in vitro et
in vivo chez la souris (Kullisaar, Zilmer et al., 2002; Mikelsaar and Zilmer 2009).

Les effets de la souche ont été évalués sur des marqueurs de stress oxydant humains.

II -Melissa officinalis :

II -1-Description botanique :

La mélisse est une plante herbacée vivace a la tige carrée, dressée et ramifiée, poussant en touffe,

mesurant le plus souvent entre 30 et 80 centimetres de haut (Perrot & Paris, 1971 ; Thoby, 2009).

Les feuilles, pétiolées, sont réparties de facon opposée et décussée sur la tige (Wichtl &
Anton, 2003). Leurs bords sont fortement crénelés. Elles sont de forme ovale et cordiforme,
aux nervures réticulées tres saillantes sur la face inférieure, donnant cet aspect gaufré a la face
supérieure. La surface est recouverte de fins poils courts.

Les fleurs sont regroupées par douzaine ou demi-douzaine, en verticille, a la base des
feuilles .De couleur blanche a rosée, elles sont formées d’une corolle tubulaire Constituée de

deux levres inégales (Perrot & Paris, 1971).
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Figure 1 : Mélisse officinale (Melissa officinalis)

II -2-Taxonomie de La mélisse (Melissa officinalis L) :

La place de la mélisse dans la classification phylogénétique APG III (2009) est la suivante
(Perrot & Paris, 1971 ; Meyer et al., 2008 ; Thoby, 2009) :
Regne : Végétal

Ordre : Lamiales

Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Eudicotylédones

Sous-classe : Astéridées,

Famille : Lamiacées

Genre : Melissa

Espece : officinalis.
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II -3-Caractéristiques chimiques :

La quantité de I’huile essentielle présente dans la mélisse n’est pas trés importante (0,02R
0,32% du poids sec de la mélisse) (Ribeiro et al. 2001 ; Toth et al., 2003 ; Carnat et al.,
1998). Les principaux composés de 1’huile essentielle sont le citral (représenté par les deux
stéréo-isomeres néral et geranial), le caryophyllene et le citronellal (Toth et al., 2003 ;
Carnat et al.,1998 ; Fialova et al., 2008 ; Rozzi et al., 2002). D’autres composés y sont
présents en petits quantités tels que germarcene D, ocimene, citronellol (Carnat et al.,
1998), oxyde de caryophyllene, néral acétate (Rozzi et al., 2002), linalol, geraniol
(Ribeiro et al., 2001).

La mélisse est composée de flavonoides, lutéoline, quércétol, acides phénols, caféine,

chlorogénique, labiatique, muccilage, dérivés terpéniques (Hmamouchi, 1999).

IT -4-Activité biologique :
I -4-1-Activité sur le systeme digestif :

Propriétés antispasmodiques :

Des études réalisées sur organes isolés (iléum, jéjunum, trachée) ont confirmé 1’effet
antispasmodique de I’huile essentielle et de certains de ses composants, le citral et le
citronellal. Ainsi, sur une préparation de trachée isolée de cobaye, la CE50 de I’huile
essentielle est de 22mg/l et de 7,8mg/l apres stimulation électrique de préparations
musculaires lisses isolées du plexus mésentérique. Cette activité spasmolytique a également
été confirmée pour des solutions aqueuses saturées en huile essentielle. Des recherches

complémentaires s’aveérent nécessaires pour déterminer si ces effets se produisent chez ’Homme, a

doses thérapeutiques et par voie orale. (Teuscher et al., 2005)

Une équipe de chercheurs a démontré, a 1’aide de mesures sur le cerveau d’animaux de
laboratoire, que les huiles essentielles de la mélisse agissaient sur une partie du cerveau
responsable des fonctions autonomes, celles qui geérent notamment les spasmes gastro-

intestinaux, le rythme cardiaque et la contraction ou la dilatation des vaisseaux sanguins.
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IT -4-2-Activité antivirale :

L’activité antivirale de la mélisse étudiée sur plusieurs virus pourrait étre liée aux acides

phénols et/ou a leurs dérivés qui interagiraient avec les protéines virales. (Bruneton, 1999)

Des tests sur cultures cellulaires et des essais cliniques en application locale ont permis de
conclure que I’extrait aqueux de mélisse avait des propriétés contre les virus de 1’herpés, de la

grippe, de la vaccine et contre le virus HIV-1. (Hayon, 2007)

II -4-3-Activité hormonale :

Activité sur les hormones thyroidiennes :

Des études allemandes réalisées in vitro ont montré que des extraits de plantes, dont la
mélisse, sont capables d’inhiber la liaison de la TSH a ses récepteurs thyroidiens. Certains
composés de la mélisse vont en effet former avec la TSH, des complexes moléculaires poids

¢levé qui I’empéchent de se lier avec ses récepteurs. (Auf’molk et al ., 1984)

I1 -4-4-Action antibactérienne et antifongique :

Les huiles essentielles des Lamiacées sont connues pour leurs propriétés antifongiques et
antibactériennes. Une premiere €¢tude a évalué I’activité antifongique de I’huile essentielle vis-
a-vis de trois especes responsables de mycoses : Mycrosporum gypseum, Trychophyton
equinum, Trichophyton rubrum. L’huile essentielle présente une activité inhibitrice de 100%
pour les trois especes de type fongicide. (Dikshit et al., 1984)

Une étude a permis de mettre en évidence une activité bactériostatique de 1’huile essentielle
de mélisse vis-a-vis de plusieurs bactéries : Pseudomonas aeruginosa, P.putida,
Staphylococcus aureus, Micrococcus lysodeikticus, Escherichia coli, Aeromonas sp.

,(Larrondo et al ., 1995)

10
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I1 -4-5-Activité antioxydant :

Une étude a été€ menée sur des extraits de plantes médicinales qui ont des propriétés
antioxydants. Les plantes étudiées, Melissa officinalis, Matricaria recutita et Cymbopogon,
citratus sont utilisées au Brésil dans certaines pathologies neurologiques. Les effets
antioxydants des composés phénoliques ont été examinés et comparés. Les résultats montrent
que la mélisse présente les meilleurs effets antioxydants. Cette étude a permis de démontrer
que les extraits de plantes pouvaient limiter les réactions d’oxydation induites par les agents
pro-oxydants et ainsi empécher les réactions de péroxydation de lipides (Peireira et al.,

2008).

I1 -4-6-Activité sur la biosynthése protéique et sur la division cellulaire :

Une étude a montré qu’une fraction glycosidique isolée de 1’extrait aqueux de mélisse inhibe
la synthése protéique. En effet il s’agit de I’acide caféique et d’un glycoside non identifié. Ils
en ont déduit que des dérivés d’acide caféique se formaient et participaient a 1’inhibition de la
synthese protéique. Cette fraction glycosidique agirait par interaction directe sur le facteur

d’¢élongation EF-2 qui a pour effet d’empécher sa liaison aux ribosomes et donc de stopper

1’¢élongation peptidique. (Chlabicz et Galasinski, 1986)

I1 -5-Toxicité :

Aucune toxicité¢ aigue ou chronique n’est signalée lorsque la mélisse est utilisée comme
condiment ou en infusion aux doses usuelles. Aucun cas de réaction allergique n’est signalé.

(Teuscher et al., 2005)

11
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III -stress oxydatif :

III -1-Définition :

"Le stress" est un terme général qui a été d'abord employé dans un contexte biologique par
I'endocrinologiste Hans Selye en 1936, pour décrire la réponse physiologique inadéquate d'un
organisme. (Schiavone et al., 2013). Le stress occupe une place importante dans la recherche
biologique actuelle. L'intérét considérable porté a ce domaine est justifié par les multiples
implications des ROS dans diverses pathologies, comme le cancer, les maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives. C'est pourquoi la recherche fondamentale du stress
oxydant s'efforce a déchiffrer les bases moléculaires des agressions oxydatives provoquées
par les ROS, ainsi que les systemes physiologiques de protection et de réparation des lésions
d’origine oxydatives (Enoiu, 2001). Dans I’ensemble des tissus sains, la balance
antioxydants/pro-oxydants est en équilibre, cet équilibre est important pour I’homéostasie de
la cellule. Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre les systemes de défense
antioxydants et la production des RL. Ce déséquilibre peut étre di a un déficit nutritionnel en
antioxydants, a une surproduction endogenes ou a une exposition environnementale a des
facteurs pro-oxydants (Collard, 2014). Ce déséquilibre endommage des macromolécules, des
cellules, des tissus, des organes et 1'organisme dans 1'ensemble. Une fois qu'il y a des dégats a
ces macromolécules, leurs fonctions essentielles dans le métabolisme cellulaire sont changées

aboutissant a la manifestation de beaucoup de maladies. (Kumar et al., 2017)

I1I -2- Les symptomes du stress oxydatif :

I n'y a pas de symptOomes officiellement reconnus du stress oxydatif. Cependant,
selon des études récentes, les symptomes peuvent inclure la fatigue, des maux de téte, la
sensibilité au bruit, perte de mémoire, douleurs musculaires et articulaires, les rides et les

cheveux gris, trouble de la vision et une diminution de I'immunité. (Szalay, 2016)

12
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III -3- Les radicaux libres :

III -3-1- Définition d’un radical libre :

Un radical libre peut €tre défini comme toute espece moléculaire instable et tres réactive, qui
contient un ou plusieurs électrons non appariés dans 1’orbitale externe (Lobo et al., 2010).
Les ROS et les RNS sont considérés comme des produits réactifs, qui ont la capacité pour
faire le don d'électrons (e-) aux macromolécules. (Kang et al., 2017) tels que I'ADN, les
protéines et les lipides, entrainant une réduction de molécules et des enzymes protectrices, la

mort cellulaire. (Gonzalez-Vicente et al., 2017 ; Tanguy et al., 2009).
III -3- 2-Les sources de radicaux libres :

Les ROS et les RNS sont générés a partir de sources endogenes ou exogenes. Les radicaux
libres endogenes sont produits de la chaine respiratoire mitochondriale, l'inflammation,
I'exercice excessif, I’ischémie, 'infection, le cancer et le vieillissement. Et les ROS exogenes
sont le résultat de la pollution de I'air et de 1'eau, la fumée de cigarette, 1'alcool, des métaux de

transition, de certains médicaments, et les radiations. (Hrycay et al., 2015)
III -3- 2-1- sources endogeénes :

La mitochondrie est considérée comme une source majeure des ROS. Il est évalué que 2-3 %

d'O2 consommé par la mitochondrie sont incompletement réduits (Mohammed et al., 2015)

13
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Proton gradient

Succinic acid

La figure N°2 : Le transport électronique a travers la chaine respiratoire mitochondriale et la
production des ROS. Complexe I : NADH déshydrogénase, Complexe II : succinate
déshydrogénase, Complexe III : Coenzyme Q-cytochrome c réductase, Complexe 1V :

Cytochrome c oxydase, CoQ10 : Coenzyme Q10. (Li et al., 2017)

Les complexes I-IV sont localisés dans la membrane interne mitochondriale. Pendant la
chaine respiratoire, si le complexe Il ne peut pas recevoir des électrons de CoQ10, les
électrons seraient acceptés par O2, qui pourrait produire les ROS et aboutir au stress oxydatif.

(Li et al., 2017)

Les cellules phagocytaires sont une autre source importante d'oxydants, elles liberent des
produits toxiques, qui incluent le monoxyde d’azote (NO), le peroxyde d’hydrogéne (H202)
et I'anion super oxyde (O7’). (Baskaran et al., 2017)

L apoptose est un processus de la mort cellulaire programmée. Elle active le Bel™ un groupe
de protéines qui stimule le Bax, qui cause la fuite de cytochrome c. Ce cyt ¢ se lie a Apaf-1 et

forme I’apoptosome. Ceci active la caspase 9 et finalement, cause la dénaturation de protéines

et la phagocytose de la cellule, d’ou la génération des ROS. (Noori, 2012)

14
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Le systtme microsomal monooxygénase cytochrome P450-dépendant (MMO) est 1'un des
principales sources des ROS dans le réticulum endoplasmique, notamment le H202. (Di Meo

et al., 2016 ; Zeeshan, 2016)

III -3- 2-2- Sources exogenes :

Les especes réactives d'oxygene peuvent €tre produites par des processus exogenes. Les
sources environnementales comprennent les rayonnements ionisants, et les polluants comme
les produits chimiques qui favorisent la formation des superoxydes tels que les quinones, les
nitroaromatiques et les herbicides (par exemple le parquat). La fumée de cigarette contient des
composés organiques et de nombreux radicaux, comme le superoxyde et 'oxyde nitrique.

Les ions de métaux lourds, tels que le fer, le cuivre, le cadmium, Mercure, peuvent induire la

génération de radicaux réactifs et provoquent des 1ésions cellulaires (Birben et al., 2012)

III -3-3- Formation des radicaux libres :

Normalement, les obligations ne se divisent pas pour laisser une molécule avec un électron
impair non apparié. Mais quand des liens faibles se divisent, des radicaux libres sont formés.
Les RL sont tres instables et réagissent rapidement avec d'autres molécules, essayant de
capturer 1'électron nécessaire pour gagner leur stabilité. Lorsque la molécule "attaquée" perd
son €lectron, elle-méme devient un radical libre, en initiant une réaction en chaine. Tout cela
arrive en nanosecondes. Une fois le processus démarré, il continue en cascade, résultant

finalement en la rupture d'une cellule vivante. (Sarma et al., 2010).

I1I -4- Les especes oxygénées activées :

La chaine respiratoire mitochondriale, dans laquelle les €tres aérobies puisent leur énergie,
joue un role capital dans la cellule en couplant 1’oxydation de coenzymes transporteurs
d’hydrogene ou d’électrons avec la phosphorylation de I’ADP (Adenosine DiPhosphate) en
ATP (Adenosine TriPhosphate). Les conséquences de cette activité mitochondriale sont
doubles et paradoxales. D’une part, la mitochondrie fournit a la cellule une source d’énergie

importante puisque 36 molécules d’ATP a haut potentiel énergétique sont générées lors de la
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réduction de I’oxygene. Par contre, dans les conditions physiologiques, environ 0,4 a 4 %
d’¢électrons s’échappent, réagissent directement avec 1’oxygene dissous dans le cytoplasme et
donnent naissance a des EOA. Celles-ci sont soit des radicaux libres comme [’anion
superoxyde O ou le radical hydroxyle (OH’), soit des molécules comme le peroxyde
d’hydrogéne (H202) ou ’oxygene singulet (102), Dans cette chimie particuliére, les métaux
de transition, comme le Fe;* et le Cux*, agissent comme catalyseurs dans la formation du
radical hydroxyle

I1I -5- Dommages oxydatifs des macromolécules :

III -5- 1- Les dommages oxydatifs aux protéines :

La protéine subit différents types de modifications, qui peuvent étre soit direct ou indirects.
Lors des modifications directes, 'activité de la protéine est modifiée en raison de diverses
modifications chimiques, telles que la nitrosation, la carboxylation, la formation de liaisons
disulfures. La modification indirecte des protéines peut survenir a la suite d'une interaction
avec les produits de la LPO. (Das et al., 2014). L’oxydation des protéines provoque la
fragmentation au niveau des résidus d'acides aminés, la formation des réticulations protéine-
protéine, et l'oxydation des structures protéiques qui conduit finalement & une perte de

fonction. (Zegarac et al., 2017).

III -5- 2- L’ADN :

Les ROS peuvent causer des dégats oxydatifs a I’ADN nucléaire. L'attaque sur I'ADN aboutit
a l'oxydation de désoxyribose. (Sharma et al., 2012).

Le OH et 10; sont les principaux ROS affectant directement ’ADN. (Avery, 2011). Les
dégats d'oxydation d'ADN comptent plus que celui d'autres macromolécules, parce qu'ils
peuvent mener aux mutations génétiques associées aux cancers. La modification oxydative de

I’ADN arrive en conséquence des dégits des bases de pyrimidines et de purines
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I1I -5- 3- Les lipides membranaires :

Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogene sur les carbones situés entre deux
doubles liaisons des acides gras poly-insaturés (AGPI) : c’est la phase d’initiation. Le radical
lipidique réagit avec une molécule d’oxygeéne pour former un radical peroxyle (ROO),

suffisamment réactif pour arracher un H™ a un AGPI voisin, propageant ainsi la réaction (3).

Il en résulte une altération de la fluidité membranaire qui conduit inévitablement a la mort
cellulaire. Les peroxydes générés seront neutralisés par la glutathion peroxydaseou continue-
ront & s’oxyder et a se fragmenter en aldéhydes (malondialdéhyde, 4-hydroxynonénal) dont

les activités pro-athérogenes sont bien connues.

III -6- Les systemes de défense antioxydants :

Les antioxydants sont des substances qui peuvent protéger les cellules des dégats causés par
des radicaux libres. Les antioxydants interagissent et stabilisent des radicaux libres et peuvent
empécher certains des radicaux libres de dégits pourrait autrement causer. (Shinde et al.,
2012).

Les antioxydants existent dans les cellules vivantes, 1'un ou l'autre enzymatique (le
superoxyde dismutase, le glutathion peroxydase et la catalase) ou non-enzymatique (comme
le glutathion et I’acide urique) comme des boueurs de ROS, pour empécher les dégats
oxydatifs des membranes biologiques. A coté de ces antioxydants trouvés dans les cellules,
les antioxydants naturels existent dans les Iégumes et la majeure partie d'entre eux incluant la

vitamine A, la vitamine C, la vitamine E et les caroténoides. (Pieme et al., 2017).

I1I -6-1- Les antioxydants enzymatiques :

6-1-1- Les superoxydes dismutases :

Les superoxydes dismutases (SOD) constituent la premiere ligne de protection contre les
dérivés radicalaires de 1'oxygene. (Vergely et al., 2003). IIs sont présents dans presque toutes
les cellules aérobies et dans les liquides extracellulaires. (Kabel et al., 2014).

6-1-2- La Catalase :

La catalase est une enzyme présente dans les cellules des organismes vivants. (Flora., 2009).

Elle est considérée comme une enzyme peroxisomale se trouve aussi dans les autres
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compartiments cellulaires. (Castaldo et al., 2016). La catalase catalyse la dismutation d'eau

oxygénée en eau et oxygene

6-1-3- Le systeme de glutathion :

Le systeme glutathion inclut le glutathion, le glutathion réductase, le glutathion peroxydase.
(Mandal, 2012). Le glutathion réductase (GR) est une oxydoréductase NADPH-dépendant,
coopérant avec la glutathion peroxydase. Il catalyse la conversion du glutathion oxydé
(GSSG) a glutathion réduit (GSH). (Csiszar et al., 2016).

La stabilité des membranes cellulaires et subcellulaires dépend principalement du glutathion
peroxydase, et l'effet d'antioxydant protecteur de la glutathion peroxydase dépend de la
présence du sélénium. Donc il appartient a un groupe d'antioxydants sélénoenzymes qui

protegent les cellules des dégats oxydatifs. (Shazia et al., 2012).

I1I -6-2- Les antioxydants non enzymatiques :

6-2-1- vitamine E :

La vitamine E est un groupe d’antioxydants, solubles dans les lipides, trouvés dans toutes les
membranes cellulaires. (Grimm et al., 2016). Elle est capable d’empécher la peroxydation
lipidique. (Duncan et al., 2017). La vitamine E existe sous multiples formes naturelles, qui
comprennent : I’a-tocophérol, le B-tocophérol, le y-tocophérol, et de d-tocophérol ainsi que

les formes de tocotriénols de chacun d’entre eux. (Cook-Mills et al., 2010),

6-2-2 -La vitamine C (I'acide ascorbique) :

C’est un antioxydant que I'on trouve chez les animaux et les plantes, mais ne peut pas étre
synthétisé chez 'homme, et doit &tre obtenu a partir de 1'alimentation (Kabel et al., 2014). Il
est généralement considéré comme 1'antioxydant hydrosoluble le plus efficace dans le plasma

humain. (Vergely et al., 2003).

6-2-3- Le Glutathion (GSH) :

Glutathion est un tripeptide, formé par la condensation d'acide glutamique, de cystéine et de la
glycine :(y-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine).Il peut réagir chimiquement avec O>,, OH, H>O>
et, donc peut fonctionner directement comme un boueur de radical libre. Le GSH est recyclé

par le glutathion réductase (GR). (Sharma et al., 2012).
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6-2-4- Les oligo-éléments :

Les oligo-éléments sont des cofacteurs enzymatiques impliqués dans toutes les grandes voies
métaboliques, notamment dans la protection contre les especes radicalaires. Parmi ces oligo-

éléments on a le sélénium, le zinc et le cuivre.

IV -Le plomb :

IV -1- Lutilisation du plomb :

Le plomb est I’un des premiers métaux connu et qui fut utilisé par I’homme. Des découvertes
archéologiques ont mis en évidence la présence de plomb dans des objets et des pigments des
début de 1I’Age de Bronze (Lessler., 1988).

Aujourd’hui la principale utilisation du plomb est la fabrication d’accumulateurs (environ
50% de la consommation totale), le plomb y est utilisé sous forme métallique les grilles et
les bornes sont en plomb allié et sous forme de matiere active mélange d’oxyde de plomb et
d’additifs divers.

Parmi les autres utilisations du plomb sous forme métallique, on trouve les bandes et les
tables de plomb laminés pour les couvertures et l’insonorisation dans le batiment, les
plombs de chasse, les métaux d’apport pour les soudures, essentiellement en alliage plomb
étain. Les feuilles et plaques de plomb servent dans la lutte contre la corrosion (dans
I’industrie chimique) et la protection contre les rayonnements (installation utilisant des
rayons X ou vy, énergie nucléaire) (Ademe., 2003.). Le plomb est utilisé dans de nombreuses

autres applications (tableaul)
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Tableau 1 : Autres usages du plomb (Ponthieu et al., 2002)

Applications Forme chimique
Impression du coton Pb (CH3COO) »
Conservation du bois Tributylacétate de plomb
Cosmétique (teinture pour les cheveux), Pb (CHOO) »
Disinfectant

Glagure PbS

Semi conducteur PbS, PbSe, PbTe
Catalyseur lors de la polymérisation de PhPb (OAc) 3
polyuréthanne

Céramique

Magquillage PbO/PbO2/Pb304
Teinture de textiles PbS

Feux d’artifices (oxydant) PbO,

IV -2- Propriétés physico-chimiques du plomb :

Du latin plumbum, le plomb est un élément présent naturellement dans 1’environnement,
il est présent dans de nombreux minéraux et ne se rencontre que rarement a 1’état natif.
Le plomb appartient au groupe IVB de la classification périodique. Sa configuration
électronique est [Xe] 4f1*5d!° 6s’6p? avec deux électrons non appariés sur la derniére
couche. Cette configuration électronique autorise les degrés d’oxydation (+2) et (+4), en
plus de la forme métal (0). Dans les milieux naturels, les especes inorganiques du plomb
incorporent cet élément sous le degré d’oxydation (+2). Le degré d’oxydation (+4) n’est
représenté que dans des conditions trés oxydantes non rencontré dans les sols : il se
retrouve majoritairement dans les composés organiques dont la source est principalement
anthropique (Newland et Daum, 1986). La forme 0 (plomb natif) n’est quant a elle que
rarement représentée car elle nécessite des conditions peu courantes dans un sol
(conditions tres réductrices). Les propriétés physico-chimiques du plomb (tableau2) sont
tres importantes pour la compréhension des mécanismes de biodisponibilité et d'action de

ce métal. L'oxydation du sulfure en sulfate dans les particules des émissions industrielles
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augmente 1'hydrosolubilité et donc la biodisponibilité du plomb. Les variations de pH au
niveau des sols comme au niveau des liquides biologiques peuvent expliquer les
différences de biodisponibilité ainsi, il y a solubilisation dans 1'acide chlorhydrique de

I'estomac et précipitation au de 1’estomac (Hinsinger et al., 2005) .

Tableau 2 : Propriétés physico-chimique de 1’¢lément de plomb (Sposito et al., 1982)

Numéro atomique 82

Masse atomique (g.mol™!) 207,2

Point de fusion 327 °C

Point d’ébullition 1740 °C

Densité 11,35

Valences 0,+2, +4

Electronégativité de Pauling 1,8

Masse volumique 11,34 g.cm™ 220 °C

Rayon atomique (Van der Waals) 0,154 nm

Rayon ionique 0,132nm (+2), 0,084nm (+4)

IV -3- Les sources d’exposition :
3. 1. Sources d’exposition liées aux activités industrielles :

Les sources de plomb sont surtout constituées par les industries d’extraction miniere, de
meétallurgie de métaux non ferreux, de fabrication d’accumulateurs, de récupération des
métaux (Cecchi., 2008).

3.2. Sources d’exposition liées aux activités domestiques et mode d’alimentation :

La présence de plomb dans les eaux de distribution public provient tés rarement de la
ressource en eau. Cependant, en fonction de leurs caractéristiques physico-chimiques, ces
eaux peuvent se charger en plomb par dissolution des tuyauteries (en plomb) ou des
soudures.

En fonction de I’origine des aliments consommeés, 1’alimentation contribue pour une par
parfois non négligeable a I’apport en plomb. Mais méme en absence d’une consommation
de ce type, il existe une exposition de fond, de la population des payés industrialisée, par
accumulation du plomb dans la chaine alimentaire et également par des techniques
inappropriées de conditionnement ou de cuisson des denrées destinées a la consommation

humaine ou animale.(Schroder et al., 2004 )

21



Revue Bibliographique

IV -4.- Toxicocénitique de plomb :
4.1. Absorption
Méme si 'absorption du plomb peut étre respiratoire, dans la plupart des situations, elle est

digestive. Chez ’adulte, I’absorption digestive du plomb est faible (5 a 10 %) alors que chez
le jeune enfant, elle atteint 40 a 55 %. Elle est augmentée par la carence martiale (en fer), la
vitamine D, les régimes pauvres en calcium, en magnésium, ou en zinc et par le jeline.

(Garnier R et al., 2000)

4.2. Distribution

A I’état d’équilibre, le plomb présent dans 1’organisme est stocké dans :

—Le sang (1 22 %) ot pres de 98 % du plomb est intra-érythrocytaire.

— Les tissus mous (5 a2 10 %) qui contiennent la plus grande partie du plomb biologiquement

actif.
— Les os (plus de 90 % chez l'adulte et 75 % chez ’enfant).

De méme, le pool de plomb biologiquement actif augmente pendant la grossesse et
’allaitement. Le plomb franchit aisément la barriere placentaire. A la naissance, les

plombémies de la mere et de I’enfant sont peu différentes. (Garnier R et al., 2000)
4.3. Elimination

L’excrétion du plomb est principalement urinaire (75 %) et fécale (15-20 %). Le reste est
éliminé dans les phaneres, la sueur et les sécrétions bronchiques. La demi-vie d’élimination
est d’abord de 30 a 40 jours ; apreés quelques mois, elle est supérieure a 10 ans (Garnier R et

al., 2000).
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Absorption par voie Absorption par voie
digestive (+++) respiratoire

——> Pénétration dans I'organisme <——

Plomb stockeé

Transport par le sang —— dans le sang
1a2%
Plomb stocké
dans les os
— . 90 %
Fixation dans les tissus
Plomb stocke
dans les
= N ti
Perturbations des voies 'Sss 251 Bn ﬁ;ous
métaboliques et
des processus physiologiques
/Elimination\
Voies urinaires Autres Voies fécales
75 % 5a10% 15320 %

IV -5- Principaux effets toxiques du plomb sur la santé humaine :
5-1- Toxicologie chronique :

Si ’exposition par ingestion prédomine dans la population générale, et I’inhalation en milieu
professionnel, ces deux voies sont le plus souvent indiscernables I’une de 1’autre. Pour pallier
la difficulté qui consiste a identifier ces différentes voies et sources d’exposition, les effets du
plomb sur I’homme sont identifiés a partir de la dose interne de plomb mesurée dans le sang

(plombémie).
5-1-1- Effets sur le systéme nerveux central :

Chez I’adulte, les intoxications chroniques séveres (plombémies > 1 500 pg/l) se traduisent
par une encéphalopathie saturnique grave, heureusement devenue tres rare en milieu

professionnel (Gilioli et Grazia-Cassitto, 1978 ; Lauwerys, 1998).

Pour des intoxications moins importantes (plombémies < 1 000 pg/l) des troubles d'ordre
neurologique ont été observés chez I’adulte comme chez I’enfant : irritabilité, troubles du
sommeil, anxiété, perte de mémoire, confusion, sensation de fatigue (Awad et al., 1981

;Pasternak et al., 1989 ; Haenninen et al., 1979).
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Les sujets les plus exposés ont de plus montré de fortes perturbations neurocomportementales
et psychomotrices, avec notamment une réduction des capacités de raisonnement et des

performances visuo-motrices.

Chez I’enfant, on observe un effet sur le développement cérébral et les fonctions cognitives. A
la différence des intoxications aigués, la symptomatologie d’une intoxication a long terme est
subtile et peu spécifique chez I’enfant. Ce sont les études épidémiologiques qui ont mis en
évidence les conséquences a long terme de l'intoxication chronique par le plomb (plombémie
inférieure a 400 pg/l) sur le développement psychomoteur ou intellectuel et sur le

comportement scolaire des enfants.
5-1-2- Effets rénaux :

Plusieurs enquétes épidémiologiques en milieu professionnel, ou prédomine 1’exposition par
inhalation, ont mis en évidence un exces de mortalité par insuffisance rénale chez les sujets
qui avaient subi des expositions chroniques intenses au plomb (Selevan et al., 1985). Les
l1ésions qui se développent se caractérisent notamment par la présence de tissu interstitiel
fibrotique, une atrophie glomérulaire et tubulaire qui conduisent a une altération irréversible

de la fonction rénale (Albahary et al., 1965).

Dans I’é¢tude de Verschoor, un coefficient de corrélation significatif a été obtenu entre
plombémies et activité de la NAG (N-acétyl B-Dglucosaminidase) urinaire dans une cohorte
dont les plombémies étaient comprises entre 207 et 1030 pg/l (Verschoor et al., 1987). Pour
la population générale, certaines études suggerent que le plomb, méme a des faibles niveaux

de plombémie, pourrait exercer un effet négatif sur la fonction rénale.

Chez les enfants vivant a proximité de fonderies de plomb, plusieurs marqueurs de toxicité
rénale (protéine de liaison a la vitamine A, B2-microglobuline, NAG) ont pu étre associés

avec des taux de plombémie compris entre 300 et 3 500 pg/l (Verberk et al., 1996).
5-1-3-Effets sur le foie :

Plusieurs études ont rapporté que le plomb induit une forte hépatotoxicité et provoque des
changements dans le métabolisme du cholestérol, une prolifération des cellules du foie, et de
syntheése d’ADN indiquant une hyperplasie hépatique (Dini et al., 1999).

L’accumulation des quantités significativement élevée du plomb au niveau du foie est

impliquée dans I’induction d’un effort oxydant important, et ce par une peroxydation de lipide
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avec I’inhibition concomitante de plusieurs enzymes antioxydantes telles que la superoxide
dismutase (SOD), catalase, glutathion peroxydase, le glutathion réductase (GSSG) et d’une
réductiondu rapport GSH/GSSG (Sandhir et Gill, 1995 ; Burns et al., 2003).

Les mécanismes de I’effort oxydant induit par le plomb au niveau de hépatocytes contribuent
dans la production de lipoperoxyde (LPO) et I’expression des médiateurs de cytokine, y
compris o-TNF. Ces médiateurs sont également associes au déclin significatif dans la
concentration intracellulaires en triphosphate différents d’adénosine observée dans les
cultures d’hépatocytes de rat (Sieg et Billings, 1997) et dans les dommages oxydants de
I’ADN et puis finalement suivie d’une apoptose d’hépatocytes (Milosevic et Maier, 2000).
Par ailleurs, d’autres études ont rapporté que le plomb a un role dans la mort cellulaire des

hépatocytes par protéolyse (Pagliara et al., 2003).
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1-Matériel Biologique
1.1 Matériel animal

Dans notre étude, nous avons utilisé 20 rats males et femelles de la souche Wistar Albinos;
largement utilisés dans divers domaines de recherche. Pesant entre 70-140 g (au début de
I’expérimentation), issus d’un ¢élevage au niveau de I’animalerie de I’Université¢ de Molay
Tahar Ain El Hdjar saida. Tous les animaux ont été gardés dans des cages dans les mémes
conditions de température (22 + 2°C) et ont un acces libre a la nourriture et 1'eau stérile du

servie dans des biberons ad libitum.

Figure 3 : Un groupe des rats dans une cage.

1.2 Souche utilisées pour le crible probiotique :

Lactobacillus plantarum NSC5C Lait de chamelle de Naama
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1.2.1. Milieux de culture :
» Milieu MRS (gélosé +bouillon)
Le milieu utilisé pour les lactobacilles est le milieu MRS décrit par Man, Rogosa et
Sharpe (1960), sa composition figure dans I’Annexe 1.

1.2.2. Purification et conservation des souches :

v" Purification :

La purification consiste a réaliser des repiquages successifs sur gélose et bouillon MRS pour
les lactobacilles et sur milieu MRS avec une incubation a 30°C pendant 24h, jusqu’a

I’obtention de colonies de méme taille, forme et couleur témoignant sur la pureté des souches.

v Pré-identification des bactéries lactiques isolées :

Les colonies subissent deux tests comme une pré-identification le premier test est la

coloration de Gram et le deuxi¢me est la recherche de I’enzyme catalase.

v Recherche de la catalase :
Le test consiste a déposer sur une lame une goutte d“eau oxygénée (10 volumes) dans laquelle
sera dissoute une petite colonie. La souche examinée est dite catalase positive si un
dégagement gazeux est observé et le contraire indique 1’absence de 1’enzyme catalase

(Marchal et al., 1991).

v' Examen microscopique :
Apres I’examen macroscopique des colonies sur gélose,et dans le but d’écarter tout ce qui ne
peut pas €tre une bactérie lactique, les isolats ont été soumis a la coloration de Gram, celle-ci
permet de différencier les bactéries a Gram positif de celles a Gram négatif (Annexe 3), les
batonnets, les coques et de nous renseigner sur le mode d’association (Larpent et

Larpent,1990).

Seuls les isolats catalase négatifs et Gram positifs sont retenus comme étant des lactobacilles.

1.2.3 Conservation des souches :

Deux types de conservation sont a noter. Une a courte et I’autre a longue durée.

> Conservation courte durée :

La conservation a court terme des souches pures est effectuée sur milieu solide MRS incliné.
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Apres croissance a la température optimale, les cultures sont maintenues a 4°C et le

renouvellement des souches se fait par repiquage toutes les 4 semaines (Badis et al., 2005).

» Conservation longue durée :

A partir des cultures de 18h (milieu liquide), les cellules sont récupérées par centrifugation a
4000 tours par minute pendant 10 min. Une fois le surnageant est éliminé, on ajoute le milieu

de culture de conservation sur le culot.

Le milieu de conservation contient 70% de lait écrémé et 30% de glycérol. Les cultures sont
conservées en suspension dense et en tubes eppendorfs a —20 °C. En cas de besoin, les
cultures sont repiquées dans du lait écrémé enrichi avec I’extrait de levure, deux fois avant

’utilisation (Badis et al., 2005).

1.2.4 Préparation du lait fermenté par la souche probiotique :

Des tubes contenants chacun 6ml de lait demi écrémé stérile sont ensemencés avec un
lactobacille (Lb. plantarum) et incubés a 30°C jusqu’a coagulation. Ce lait coagulé sert
d’inoculum pour ensemencer 250ml de lait demi écrémé stérile. Les cultures sont incubées et

le coagulat obtenu est ensuite conservé a 4°C jusqu’a ce qu’il soit présenté aux animaux.

1.3Matériel végétal :

La plante de Melissa officinalis L. est récoltée dans la région de Guelma (Algérie) en mois de
mai 2018. Apres séchage a une température ambiante et a I’abri de la lumiére solaire, afin de
préserver au maximum 1’intégrité des molécules, le matériel végétal est broyé grossiérement

dans un moulin électrique.
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Figure 4 : Melissa officinalis Apres séchage
1.3.1 Extraction :

11 de I’eau distillée chaufée a 100C° plus 100g de la plant poudre

<=

Agiter pondant 10 min

<=

aisser refroidir, puis filtre dans un bécher a I’aide d’un tissu
L froidir, filtre d béch Paide d’un t

<=

Le filtrate 1 est filtré dans un erlenmayer munie d’un entonoir + papier filter

<=

Le filtrat 2 est séché a I’étuve a 40C°
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Figure 5: Méthode de I’extraction de Melissa officinalis

1.3.2 Détermination du rendement :
Le rendement des extraits aqueux est définit comme étant le rapport entre la masse des

extraits secs obtenue et la masse du matériel végétal a traiter (Haje Ammar et al., 2009). Le

rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :

R (%) =M x 100/M(

=X

——

[ERAm Y

A1
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» R (%) : Rendement en extraits sec de matiere séche.
» M : quantité d’extrait récupérée exprimée en g.

» Mo : quantité de la matiere seche utilisée pour I’extraction exprimée en g.

1.3.4 Préparation de la solution injectable de plante a dose 25mg/kg :
L’extrait aqueux de la mélisse est obtenu par dilution de I’extrait sec dans 1’eau distillée a une

dose de 25 mg/Kg. La solution injectable est de 10 ml/ Kg (Zarei A et al., 2014).

1.4 Répartition des groupes :

Les rats ont été repartit en 4 lots homogenes de 5 individus par lot (3 males et 2 femelles)

durant une période de 7 semaines :

e Lot témoin : composé de 5 rats, ils regoivent de I’eau du robinet sans acétate de
plomb.

e Lot Pb (intoxiqué) : composé de 5 rats qui recoivent par voie orale une eau contenant
0,2 % d’acétate de plomb.

e Lot Pb-Prob (intoxiqué et traité) : composé de 5 rats qui recoivent par voie orale
une eau contenant 0,2 % d’acétate de plomb combiné avec probiotique.

e Lot Pb-MO (intoxiqué et traité) : composé de 5 rats qui regoivent simultanément
une eau contenant 0,2% d’acétate de plomb par voie orale et I’extrait aqueux de la
Mélisse a une dose de 25 mg/kg par voie intrapéritoniale (ip).

+» Pesée des animaux

Les animaux sont pesés une fois par semaine, a partir du premier jour de I’expérimentation,
jusqu’a la fin des 7 semaines, en respectant le jour et I’heure de la pesée.

2-Parametres de croissances :
Gain de poids moyen par semaine :

Le gain de poids hebdomadaire moyen est déterminé en sous trayant le poids des animaux de
la semaine «Sy.1 » a celui de la semaine « Sp», divisé par le nombre d’individus du lot en
question selon la formule :

Poids des individus a Sn- Poids des individus a Su.1

Gain de poids moyen (g) =
Nombre d’individus du lot
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3- Prélevements :

3-1 Prélevement du sang et des organes :

Apres 7 semaines de traitement les 4 groupes sont sacrifiés (par décapitation) le matin apres
une nuit de jeline, Le sang est récupéré dans des tubes secs et centrifugés a 3000 tours/min
pendant 15 minutes, le plasma obtenu est stocké a 4°C pour ’analyse des parametres
biochimiques. Le foie et le cerveau sont prélevés rapidement, rincés avec une solution de

NaCl a 0.9% puis pesés et stockés a - 20°C pour I’analyse d’un parametre du stress oxydative.

Figure 6 : le surnagent obtenue apres Centrifugation (3000 tours/min pendant 15 min)

Figure 7 : Aspect de foie Figure 8: Aspect de cerveau
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————
!

Période
d’adaptation

7 semaines de traitement

-
J

Récupération du sang Extraction des organes

!

Figure 9 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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4- Dosages :
4-1 Dosage Biochimique : (Annexe 4)

> Glycémie
Le glucose est dosé par une méthode colorimétrique enzymatique (Roder et Mallein, 1973)

> Cholestérolémie

Nous avons utilisé la méthode de Thomas (1992)
» Triglycéridémie

Nous avons utilisé la méthode Fossati (1982)

4-2 Dosage des parametres du stress oxydant

4.2.1 Préparation de I'homogénat

On a utilisé 1g/8ml pour le foie et 1g/4ml pour le cerveau des rats des différents groupes
étudiés. Apres broyage et homogénéisation des tissus dans le TBS (Tris 50 mM,
NaCL150mM, pH 7.4), on a procédé a une centrifugation de la suspension cellulaire
(9000tours/min, 4°C, 15 min), puis le surnageant obtenu est aliquoté dans des tubes

éppendorfs puis conservés a -20°C jusqu’au dosage

Figure 10 : pesée d’organe Figure 11 : broyage de tissu (foie)
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Figure 12 : homogénéisation des tissus par vortex

4-2-2 Dosage de malondialdéhyde (MDA)
e Principe

L'MDA est I’'un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides gras
polyinsaturés (PUFA) médiées par les radicaux libres. Dans notre étude, les taux du MDA
hépatique ont été évalués selon la méthode d’Ohkawa et al., (1979). Le dosage repose sur la
formation en milieu acide et chaud (100 °C) entre le MDA et I’acide thiobarbiturique (TBA)
d’un pigment coloré absorbant a 530 nm, extractible par les solvants organiques comme le

butanol.
e Mode opératoire
Prélever 0,5 ml de 'homogénat.
Ajouter 0,5 ml d’acide trichloracétique (TCA) 20 %.
Ajouter 1 ml d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67 %.
Mélanger et incuber au bain marie a une température de 100 °C pendant 15 minutes.
Refroidir et additionner de 4 ml de n-butanol.
Centrifuger pendant 15 minutes a 3000 tours/min.

Récupérer le surnageant, et lire la densité optique a 530 nm contre le blanc.
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Calcul de la concentration du MDA :
La quantité du MDA dans I’échantillon est exprimée en nmol/gramme de tissu (cerveau, foie).
Elle est obtenue grace a une courbe standard réalisée avec du 1,1°,3, 3’-tetraethoxypropane

faite dans les mémes conditions.

9 vy =0,0046x+0,0141
0, R: = 0,999]
0.8

0.7 -
0.6
05
0.4
03 -
02
0.1

0 S0 100 150 200 250
MDA nM'L

Figure 13 : Coubre standard pour le calcul de MDA
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Résultats et discussion :

1. Vérification de la pureté des souches lactiques :

Apres plusieurs repiquages successifs sur gélose MRS, L’observation macroscopique a révélé
que les colonies formées présentent toutes un aspect lisse, de couleur blanchétre, forme ronde

avec un contour régulier et d’un diametre qui varie entre 0,5 et 1 mm

Figure 14 : Aspect macroscopique de la souche NSC5C sur MRS gélosé

La coloration de Gram nous a permis de confirmer que les bactéries sont a Gram positif et se

présentent sous forme de batonnets, souvent associés en chainette figure 14.

Le test de catalase est négatif

Figure 15 : Aspect microscopique de de la souche NSC5C (grossissement x100)

S}
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2. Déterminations de Rendement de I’extrait :

L’extrait aqueux de Mélissa officinalis a ét¢ extrait par la méthode d’infusion a partir de la

maticre seche et broyée. Et le rendement est de 1’ordre de 7%

Le rendement

Figure 16 : Le rendement de la plante Mélissa officinalis.

3. Effet du plomb et de Melissa officinalis, et de probiotique sur I’évolution
pondérale :

Les résultats montrent que 1’exposition subchronique a L’acétate du plomb a raison de 2 g/l
pendant une durée de 7 semaines induit une augmentation non significative des poids
corporels. La figure 16 montre que le poids des rats témoins et les rats intoxiqué augmente
considérablement a partir de la premiere semaine et continue jusqu'a la fin du traitement. Au

début du traitement les animaux intoxiqués et témoins ont presque le méme poids corporels.

L’expérience relative a la croissance pondérale, permet d’évaluer I’effet des probiotiques et de
I’éxtrait de Melissa officinalis sur 1’évolution du poids corporel suite & une intoxication
subchronique par plomb, les résultats montrent une diminution non significative des poids

corporel de ces deux lots comparés au lot témoin.

Nos résultats sont en accords avec les travaux d’Ademuyiwa et al., (2008) qui ont montré
que I’exposition a des faibles doses de Pb peut augmenter le poids corporel et provoquer ainsi
un risque d’obésité di a ’accumulation des lipides dans le foie. De plus, une autre étude a
démontré que ce gain de poids est di principalement a la toxicité cellulaire de plomb qui
perturbe plusieurs voies métaboliques en inhibant les enzymes a activité Zinc-Dépendante

(Ibrahim et al., 2011). Par contre d’autre travaux ont montré que l’intoxication au plomb
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provoque une diminution du poids corporel des rats suite a une réduction dans la

consommation de la nourriture (Smith et al., 2008).

300
250 e
= /
$ 200
3
/\ e Témoin
£ 150
2 100 pb-Mo
(7]
9 e pb-prob
50
0 T T T T T 1
S1 S2 S3 S4 S5 S6
les semaine

Figure 17 : Effet de Mélissa officinalis et de probiotique sur 1’évolution pondérale chez les

rats exposés au plomb pondant 7 semaines comparés aux témoins. Les valeurs sont exprimées

en moyenne + SEM

25 -+ o
Gain corporel moyen (g)

20 A

s | B Témoin
H Pb

10 - = Pb-Mo 25
H Pb-Prob

5 -

O .

lots

Figure 18 : Effet de Mélissa officinalis et de probiotique sur le gain corporel moyen chez les
rats exposés au plomb.
Les valeurs sont exprimées en gramme
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4. Dosage des parametres biochimiques (glycémie, cholestérol triglycéride)
Glycémie

L’exposition au plomb a permis d’observer une augmentation non significative dans la

glycémie des rats par rapport au rat témoin et les rats intoxiqués traités par le probiotique.

On observe également que 1’administration de la plante au rats intoxiqués a permis d’augmenté
la glycémie de maniere non significatif par rapport au rats intoxiqués non traités, par contre le
traitement par le probiotique a permis de baisé le taux de glucose par rapport aux rats

intoxiqués.

Des travaux sur I’intoxication au plomb on permis d’enregistré une augmentation significatif
de la glycémie des rat ; ceci serait directement lié aux effets néfastes de plomb sur le pancréas
et plus exactement sur I’excrétion d’insuline par les ilots de langerhans (Saka et al., 2011 ;

Behadada A., 2017).
Cholestérol et triglycéride

Une augmentation non significative des taux de triglycéride et de cholestérol a été observée
chez les rats intoxiqués par rapport au témoin, Par ailleurs, le traitement par la plante et le
probitique a permis d’enregistré une diminution de ces deux parametre par comparaison au

rats intoxiqués non traités.

Nos résultat son en accord avec ( Behadada A., 2017) qui a trouvé une augmentation de
cholestérol et triglycéride chez les rats exposés a ’acétate de plomb suite & une éventuelle

altération du métabolisme lipidique.

Nos résultats ne s’accords pas avec 1’expérience de (Zerrouki kh., 2017) qui montre que
L’intoxication des souris par le (CCI3COOH) et traité par D’extrait de Salvia officinalis a
entrainé une diminution de la glycémie comparativement au groupe témoin et intoxiqué et
une diminution de triglycéride des souris traité par 1’extrait de la plante par rapport au groupe
témoin et intoxiqué. Pour la teneur de cholestérol, il y a une augmentation de la valeur par
rapport au groupe témoin mais il y a une amélioration de la teneur par rapport au groupe
intoxiqué. D’autre résultats montrent que 1’extrait aqueux des feuilles de Salvia officinalis
possede un effet hypoglycémiant, qui a été confirmé par des études in vivo d’Eidi et al., 2005
[348], cet effet se présume selon Ninomiya et al., 2004 [349] par inhibition de la lipase

pancréatique, et une diminution de la concentration du triglycéride dans le sérum.
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Figure 19 : Teneur en glycémie.
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Figure 20 : Teneur en triglycérides.
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Figure 21 : Teneur en cholestérol sérique.

5. Le parametre du stress oxydant :
Le malondialdéhyde (MDA)

Le plomb est connu par ses effets néfastes qui provoquent la production des radicaux libres

(Bechara et al., 1993).

Le taux de MDA est un produit des réactions de peroxydation lipidique qui se forme lors de
I’attaque des lipides polyinsaturés (de la famille n-6) par des espéces réactives de I’oxygene
générées par certains contaminants (métaux lourds). Les hydroperoxydes ainsi formés se
décomposent en intermédiaires radicalaires et en aldéhydes dont un des représentants les plus
réactifs est le malondialdéhyde (MDA). Le MDA est un agent alkylant puissant capable de
réagir avec les macromolécules biologiques. Le dosage de ce composé présente donc un
intérét certain chez les soumis a des contaminations multiples.

D’apres les résultats illustrés dans la figure 21et 22, nous avons observé une augmentation
hautement significative du taux du MDA hépatique et cérébral chez les rats traités par le
plomb par rapport aux rats témoins, tandis que les rats traités par la combinaison (Pb-mo) et
par la combinaison (pb-prob) montrent une diminution significative du taux du MDA du
cerveau et une diminution non significative du taux du MDA du foie en comparaison aux rats

intoxiqué .
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Figure 22 : Variations de taux de MDA tissulaire dans le foie des rats
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Figure 23 : Variations de taux de MDA tissulaire dans le cerveau des rats

On peut conclure que les groupes traités par probiotique et par Mélissa officinalis améliore la

perturbation induite par ce métal dans ces organes (foie, cerveau).

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Lakshmi et al., ( 2013) ; Bekkara A ; 2017
ont montré que l'administration de plomb chez les rats a induit une augmentation de

peroxydation lipidique au niveau du foie et dans le cortex cérébral par rapport au groupe témoin.
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Ainsi El-Nekeety et al., (2009); Saka et al., (2011) ont montré que le traitement par 1'acétate

du plomb a abouti a une augmentation significative dans le taux de MDA hépatique.

L’intoxication chronique par plomb affecte la structure de la myéline dans le systéme nerveux
central des rats par le ciblage des glycoprotéines (Crichton, 2012).

Wojdylo et al., 2007 signalent que la plupart des especes de la famille de Lamiaceae
possedent une activité antioxydant en raison de la présence de poly phénols. La fraction
phénolique n'incorpore pas tous les antioxydants et les interactions synergiques entre les
antioxydants dans un mélange fait que 1’activité antioxydant dépend non seulement de la

concentration, mais également de la structure et la nature des antioxydants.

Selon les études de Gohari et al., 2011, I'ensemble des extraits méthanolique de la partie
aérienne d’échantillon de plantes Salvia officinalis (famille de Lamiaceae) posséde une
activité antioxydant. L'activité antioxydant de ces especes peut étre due a la présence de

flavonoides, poly phénols, coumarines méme mono terpenes dans les extraits de plantes.

Un des axes santé visé dans le projet Probiotique est le pouvoir antioxydant. Les méthodes
permettant de mesurer la diminution du stress oxydatif sont nombreuses (Griffiths et
al.,2002). Elles peuvent étre divisées en trois catégories : (1) la composition (production
d’enzymes, d’antioxydants) ; (2) le potentiel (capacit¢ a diminuer I’effet de molécules

oxydantes); (3) la susceptibilité a I’oxydation (résistance aux radicaux libres).

L’¢étude de Bruno Ebel ; 2012 pour Le but du confirmer les résultats obtenus par I'INRA
MICALIS sur la susceptibilité a I’oxydation des souches probiotiques. L’INRA a en effet
test¢ au préalable la résistance de plus de 150 souches au stress oxydant (H202) et a
sélectionné les 6 meilleures. Ces souchessont Lb. brevis, Lb. delbrueckii, Lb. plantarum, Lb.
zeae et St. thermophilus. A ces souches sont également ajoutées la référence industrielle, Lb.
fermentum ME-3, la référence académique, Lb.paracasei. La multiplication des approches in
vitro par notre laboratoire devrait ainsi permettre de choisir les deux souches au pouvoir
antioxydant le plus élevé pour mener par la suite des expériences in vivo

Selon Kechaou N ; 2012 le dosage des MDA au niveau des foies montre une différance
significative de taux de MDA pour les sourie stressé et traités avec la souche VEL12237 (Lb
.zeae)et les souches ME-3 (Lb. fermentum) et VELI2348(Lb. brevis)diminuent les

concentrations en MDA
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Les souches B. bifidum, Lb. brevis, Lb. zeae et Lc. lactis présentent une capacité a diminuer la

formation d’un radical libre. (Bruno Ebel ; 2012)
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CONCLUSION :

Le plomb est utilisée dans I'industrie et dans la fabrication de produits domestiques depuis de
nombreux siecles Mais 1'époque moderne, grice aux progres effectués en toxicologie et en
épidémiologie au cours du XXe siecle est la période pendant laquelle une forte incidence a

I'exposition au plomb s'est manifestée et a donné lieu a de nombreux travaux sur ce sujet.

Notre travail a porté sur I’impact de 1’intoxication chronique a 1’acétate de plomb sur les
différents organes : cerveau, foie, chez les rats wistar. Cette exposition a I’acétate de plomb a

la dose de 2g/I diluée dans I’eau d’abreuvement a été réalisée sur une durée de7 semaines.

Les résultats obtenus montrent que l’intoxication chronique par [’acétate de plomb est
responsable de I’apparition d’importants changements induis par un stress oxydatif qui
perturbent les systemes enzymatiques de détoxification et les capacités défensives de

I’organisme.

L’exposition du plomb induit une augmentation non significative des poids corporels rats
intoxiqué, Par ailleurs, le traitement par la plante et le probitique a permis d’enregistré¢ une

diminution non significative des poids corporel de ces deux lots comparés au lot témoin.

L’exposition au plomb entraine une augmentation non significative dans la glycémie des rats
intoxiqué, Par contre le probiotique permis de baissé le taux de glucose, Par ailleurs
I’administration de la plante au rats intoxiqués a permis d’augmenté la glycémie de maniere

non significatif.

L’exposition au plomb entraine Une augmentation non significative des taux de triglycéride et
de cholestérol a été observée chez les rats intoxiqués, Par ailleurs, le traitement par la plante et

le probitique a permis d’enregistré une diminution de ces deux parametre.

Concernant le taux de MDA les résultats obtenus ont montré que I’intoxication au plomb
entraine une augmentation hautement significative du taux du MDA hépatique et cérébral
chez les rats exposés au plomb, Tandis que les rats traités par la combinaison (Pb-mo) et par
la combinaison (pb-prob ) entraine une diminution significative du taux du MDA du cerveau

et une diminution non significative du taux du MDA du foie .

En fin, Nous pouvons confirmer que le plomb a des effets hépatotoxiques et neurotoxique en

raison de leurs effets sur la fonction métabolique du foie et sur les systémes nerveux.
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Notons que le traitement par Mélissa officinalis et La souche NSC5C Lactobacillus
plantarum.Ils ont un effet sur le poids corporel et taux de MDA cérébrale et hépatique.et un
effet sur taux le cholestérol et triglycéride tandis que La souche NSCS5C Lactobacillus

plantarum a un meilleur effet sur la glycémie par rapport Mélissa officinalis.

Cependant, notre travail laisse entrevoir de nombreuses perspectives d’expérimentation afin
de pouvoir approfondir la compréhension des mécanismes impliqués dans les effets
protecteurs de la Mélisse et souche NSC5C Lactobacillus plantarum contre 1’intoxication au
plomb. Il serait intéressant d’augmentation la durée et I’effectif pour la précision de I’effet des
prébiotiques et de la mélisse sur plomb, et d’étudier les modifications histologiques au niveau

du tissu hépatique et cérébral.

11 serait souhaitable de dosé d’autre paramétres comme les enzymes antioxydantes comme la

catalase, Superoxyde dismutase, le glutathion pyroxydase.
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Annexes 1

Composition des milieux de culture (pour 1L d’eau distillée)

0,

s Milieux de cultures :

Gélose MRS
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Annexes 2

v

v
v
v
v
v
v
v
v
v
v

¢ Produits chimiques
v Fushine de Ziehl

Violet de gentiane phénique

Lugol

NaCl

TBS

H202(10%)

Alcool (95°)

Formol

L’acide Thio barbiturique TBA.
L’acide trichloroacétique TCA (20%)
Le n-butanol.

NaOH
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Annexes 3

+* Coloration de Gram

v Préparation de frottis :
Prélever une goutte de la suspension bactérienne et la déposer au centre de la lame ;
Etaler avec la pipette sur la lame, de facon a obtenir un étalement mince ;

Sécher et fixer en portant la lame au-dessus de la flamme du Bec Bunsen.
v Coloration :

La coloration de Gram consiste a déposer quelques gouttes de violet de gentiane sur un frotti
fixé pendant 1 minute, apres rincage, on redépose du Lugol pendant 1 minute, les bactéries
sont décolorées a I’alcool 95°puis on rince avec de 1’eau distillée .Enfin, quelques gouttes de
fuchsine de Ziehl sont verses sur la lame qu’on laisse agir 20 secondes. La lame est lavée a

I’eau distillée. Apres séchage, on passe a 1’observation microscopique (Larpent et Larpent.,
1990).
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Annexes 4

Dosage Biochimique :

» Glycémie
Le glucose est dosé par une méthode colorimétrique enzymatique (Roder et Mallein, 1973)

» Cholestérolémie
Nous avons utilisé la méthode de Thomas (1992):
Une premiere réaction fait en sorte que les esters de cholestérol sont hydrolysés en cholestérol
libre par une cholestérol estérase. Le cholestérol qui est entierement libre réagit avec
I'oxygene en présence de cholestérol oxydase pour donner de la cholesténone (I'hydroxyle en
position, devient cétone) et du H,O.. Le peroxyde formé est réduit en H>O par un indicateur

en présence de peroxydase (on mesure la quinone-imine produite a 500 nm).
» Triglycéridémie

Nous avons utilisé la méthode Fossati (1974) pour le dosage les triglycérides dans le sérum
respectivement. Elles reposent sur le dosage enzymatique du glycérol libéré apres hydrolyse
des triglycérides des lipoprotéines par la lipase.

e Utilisation du Kit GK, GPD :
Lipase : TG + 3 H20 — Glycérol + 3AG
GK : Glycérol + ATP — Glycérol-3-phosphate + ADP
GPD: Glycérol-3-phosphate + NAD+ — DHAP + NADH, H+

Elle est effectuée a pH = 9,4 en présence de magnésium et d’hydrazine. On lit ’absorbance a

340 nm.
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Annexes 5

La préparation des tampons (TBS) :

Pour 11 de TBS (50Mm de tris, 150Mm de Nacl, PH 7.4) :
v Tris:

IM  ——— 157.6g

50%107 m— 7.88g
v Nacl :

IM  —— 58.44g

150%10 ey 8.77 g
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