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Introduction ‘

Introduction

L'oxygéne une molécule indispensable a la vie des étres vivants, mais si la
concentration de I'oxygene depasse le seuil physiologique, cette molécule peut provoquer un
stress oxydatif via la production d'espéces oxygénée activées. Il s'agit notamment des
radicaux libres comme I'anion superoxyde ou le radical hydroxyle, aussi bien, d'autres
éléments d'oxygene non libres peuvent étre produits telles que I'eau oxygénée (H,0,), ou
I'oxygeéne singulet (O2). En raison de leur nature instable ou oxydante les especes oxygénees
activées interagiront avec divers substrats biologiques dans I'environnement ou elles sont
produites (Haleng et al., 2007; Pincemail, 2001).

Ces especes oxygénées reactives peuvent causer des effets délétére sur les protéines,
les glucides, les acides nucléiques, et les lipides membranaires conduisant a une altération

profonde du métabolisme cellulaire et par la suite a la mort cellulaire (Bennamara, 2017).

Le stress oxydatif sera a I'origine de nombreuses maladies : Cancer, sclérose latérale
amyotrophique, et vieillissement accéléré. 1l est également lI'un des facteurs qui potentialise
I'apparition de maladies multifactorielles comme le diabete, la maladie d'Alzheimer, les

rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Bennamara, 2017).

La mise en ceuvre de traitements chimiques pour lutter contre toutes ces pathologies
peut entrainer des effets nocifs pour la santé humaine. Plusieurs recherches sont réalisées pour
découvrir de nouvelles molécules d'origine naturelle a éliminer ou a réduire les effets néfastes
de ce traitement, parmi les traitements proposer l'usage de bactéries lactiques a caracteres
probiotiques appartenant au genre Lactobacillus sp, ces micro-organismes ont la capacité de
renforcer la flore intestinale dont la présence aide a lutter contre la multiplication des
bactéries pathogenes (Ezzariga, 2015).

L'objectif du présent travail de recherche est de démontrer que les bactéries lactiques
ont un effet probiotique sur le stress oxydatif induit avec I'acétaminophene sur un modele

animal (rat).
A cette fin, notre travail se divise en deux parties :

la premiére partie porte sur une synthese bibliographique divisée en deux chapitres
comme suite : le premier chapitre, traite des généralités concernant les probiotiques, le

deuxieme chapitre a pour but de connaitre les différentes espéces réactives d’oxygene,
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I'origine de leur fabrication, et leur effets physiopathologiques sur les substrats biologiques,
Définir les divers bio marqueurs nécessaires a I'évaluation du stress oxydatif et finalement
déterminer I'effet des espéces réactives de I'oxygene sur la pathologie humain et le role des

antioxydants en prévention et en thérapie.

La deuxiéme partie comprend deux chapitres : le premier chapitre matériaux et
méthodes dont nous présentons le mateériel et les diverses méthodes employées dans notre
travail. Le deuxieme chapitre présente les principaux résultats de notre travail avec une
explication simplifiée. Enfin, une conclusion générale récapitulera les principaux axes de cette

étude.
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1. Définition de microbiote intestinal
Le microbiote que I'on I'appelait flore, désigne les communautés de microorganismes qui

vivent et colonisent le tube digestif (Marteau et Doré, 2017).

LeMicrobiote intestinal est considéré comme un organe acquis aprés la naissance, Il est
unique pour chaque individu et stable dans le temps, 1 est composé de 10' bactéries ainsi que
d'autre microorganismes comme les virus, les champignons et les archées (Békhed et al.,
2004 ; Landman et Quévrain, 2016).

Cette microflore représente environ 10 fois le nombre totale de cellule du corps humain,La
flore subite des variations importantes quantitatives et qualitatives le long du tube
digestifatteignent leurs valeurs maximales dans le c6lon (Békhed et al., 2004 ; Campotto et
al., 2007).

Le microbiote intestinal contribue a la maturation du systtme immunitaire et assure une
barriére directe contre la colonisation par des agents pathogénes. Le microbiote intestinal est
impliqué dans de nombreuses voies métaboliques comme la fermentation des sucres et des
protéines, elle permet aussi la déconjugaison des selles biliaires, et la production de
nutriments essentiels dans le corps comme les vitamines B9 et K (Doré et Corthier, 2010 ;
Moroni, 2007 ; Landman et Quévrain, 2016).

Le déséquilibre de sa population ou la dysbiosePeut entrainer diverses pathologies
digestives (maladies inflammatoires chroniques intestinales,cancer colorectal....etc ) mais

aussi dans l'obésité et I'autisme (Landman et Quévrain, 2016).

2. Probiotiques

2.1. Historique et définition
Le concept du probiotiques a été développé principalement grace aux travaux de Elie
Metchnikoff le lauréat du prix Nobel, au début des annees 1900, il a suggeéré que la
consommation reguliere de produits laitiers fermenté comme le yaourt par des ruraux
bulgares augmente sa longévité,ll pensait que les lactobacilles pouvaient résister aux effets

putréfiant du métabolisme gastro-intestinal(Martirosyan et Leem., 2019).
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En1965, une des premiers definitions de probiotiques a été proposé par Lilly et Stilwell
comme: facteurs promoteurs de croissance issue des micro- organismes (Muller-Marin,
2004).

En 1989, Fuller redéfinissait les probiotiques comme des «Compléments nutritionnel
ayant des effets bienfaisants sur I'animal hote en ameliorant son équilibre microbien
intestinal» (Burns et Rowland., 2000).

En2002, 1I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) et 1’Organisation des Nations Unies
pour I’alimentation et I’agriculture (FAQO) officialisaient la définition du probiotique comme
des organismes vivants qui lorsqu’ils sont ingérés en quantité suffisante exercent un effet

bénéfique sur la santé de 1'hote (Markowiak et Slizewska., 2017).

Au cours des derniéres décennies, plusieurs définitions ont été développées, parmi lesquelles :
les probiotiques sont des préparations contenant des micro-organismes et leurs métabolites
utilises comme additifs alimentaires et affectant I'organisme hote de maniére bénéfique. Dans
la plupart des cas, les probiotiques comprennent des micro-organismes capables de se
développer et/ou de fonctionner dans I'intestin d'un animal(Smoragiewicz et al., 1993).

2.2. Relation probiotiqueprébiotique symbiotique et métabiotique
2.2.1. Probiotique et prébiotique

Les prébiotiques sont différents des probiotiques car ce ne sont pas des micro-organismes.
Ce sont des composants alimentaires non digestibles qui stimulent sélectivement la
croissance et l'activité d'un nombre limité d'espéces bactériennes dans le cblon capables
d'améliorer la physiologie et donc la santé de I'néte(Gibson et Roberfroid, 1995).

Les prébiotiques peuvent étre des sucres non digestibles, des protéines ou des peptides et
méme des lipides qui en raison de leur structure ne sont pas absorbés dans I’intestin

gréle(Favre, 2004).
2.2.2. Synbiotique et probiotique

Un composé synbiotique est un produit qui contient a la fois un (des) probiotique(s) et un
(des) prebiotique(s). Lessynbiotiques sont ajouté afin de favoriser la survie et 1’activité des
souches probiotiques.Par conséquent, il est nécessaire d'adapter les prébiotiques aux
probiotiques utilisés pour lui fournirles conditions les plus favorables possibles(Roussseau,
2004 ;Tredez, 2008).
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2.2.3. Probiotique et métabiotique
C’est un métabolite produit par les bactéries probiotiques.Par exemple:

La bactérie probiotiqueBacillus subtilis produit un antibiotique 1’amicoumacin A qui

inhibe de la prolifération de Helicobacterpylori(Ezzariga, 2015 ;Halpern et al., 1996).

2.3. Classification des probiotiques

Les probiotiques sont constitué de bactéries lactiques ou de levures et naturellement
présent chez 1’homme, notamment au niveau de la flore digestive. D’autres bactéries, les
bactéries non lactiques dont le métabolisme est différent des précédentes, font également
preuve d’intérét en tant que probiotiques. Il s’agit notamment de la souche Escherichia coli
Nissle 1917 et de bactéries sporulées dont Bacillus subtilis et Bifidobacteriumcereus(Ezzariga,
2015).

Les probiotiquessont introduit dans 1’alimentation sous forme de produits lactés fermentes

ou de suppléments alimentaires(Ezzariga, 2015).

Tableau 1 représente les principaux probiotiques utilisés chez I’homme.

Tableau 01: Principaux microorganismes utilisés comme probiotiqgue chez

I’homme(Piquepaillie, 2013).

Bactéries lactigues Bactéries non lactique
Et levure

Espéces de Espéces de Autres
Lactobacillus Bifidobacterium
L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus Bacillus cereus
L. brevis B. animalis faecium B. subtilis
L. casei B. bifidum
L. crispatus B. breve
L. delbrueckii B. infantis E. faecalis
subsp. bulgaris B. lactis Streprococcus  Escherichia coli Nissle
L. fermentum B. longum lacris 1917
L. gasseri
L. helveticus
L. johrnsonii ho
L. lactis thermophilus Saccharomyces
L. paracasei Lactococcus bowlardii
L. plantarum lactis 8. cerevisiae
L. reuteri
L. rhamnosus
L. salivarius

( 6 )

. )
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2.4. Comment sélectionner une souche probiotique ??

Plusieurs espéces bactériennes sont utilisées depuis dizaines d'années dans la production
alimentaire ou directement dans leur fabrication, soit en tant que source d'additifs
alimentaires,Mais le choix d'une bactérie a ajouter a un produit probiotique doit prendre en
considération de nombreux criteres que nous décrirons aux paragraphes suivants (Kechaou,
2012) :

2.4.1. Criteres de sécurité

» ldentification de la souche

Pour la sélection d’une souche probiotiqueil faut déterminer sa classification taxonomique
qui peut indiquer son origine, son habitat et la physiologie de la souche .L'identification des
souches probiotiques qui se faire grace a des méthodes phénotypiques et génotypiques fiables
est importante pour déterminer les risques associés a l'utilisation d'une bactérie donnée, ainsi

que pour assurer un suivi précis et des études épidémiologiques(Wedajo, 2015).

» Innocuité total pour ’homme

Les souches probiotiques ne doivent présenter aucun danger pour le consommateur, c'est
a dire étre non toxiques et exempt de tout pouvoir pathogénique par conséquent il est
important d'étudier tout effet nocif possible (activité antibiorésistance, activité métabolique
nocive et production de toxines, activité hémolytique)( PIQUEPAILLE, 2013).

e Activité antibiorésistance
Pour pouvoir utiliser une souche probiotique, il faut s'assurer qu'elle ne résiste pas aux
antibiotiques. Autrementdit, les génes de résistance aux antibiotiques soient stables et ne
soient pas transmis aux agents pathogenes de I'intestin gréle(Hotel et Cordoba, 2001 ;Butel,
2014).

e Activites métaboliques
Certaines souches produisent des métabolites tel que le D-lactate et I’ammoniac, ou une
déconjugaison des sels biliaires, susceptibles de provoquer des problemes physiologiques
chez I'humain .par conséquent, ils ne doivent pas étre utilisés en tant que probiotique
(Ezzariga, 2015).
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e Activité hémolytique
L'hémolysine est un des facteurs de virulence les plus courants, 1’activité non hémolytique est
considérée comme une condition d'innocuité pour la sélection d'une souche de probiotiques.
En effet, ces bactéries ne sont pas virulentes, et I'absence d'’hémolysine assure qu'aucune
virulence n'apparaitra chez les souches (Kesen et Aiyegoro, 2018 ; Asan-Ozusaglam et
Gunyakti, 2019 ; Casarotti et al., 2017).

2.4.2. Criteres fonctionnels

» Reésistance aux conditions rencontrées au cours du transit digestif
Les probiotiques pour étre efficace doivent résister aux mécanismes de défense de

I'nGte, et donc parvenir vivantes a leur site d’action (Midolo et al., 1995).

La survie des probiotiques tout au long du transit digestif varie selon la souche et leur

résistance intrinseque, et aussi en fonction de la dose administrée (Ezzariga, 2015).

Les bactéries étant administrées oralement, il est nécessaire qu’elles traversent les
principaux obstacles du passage digestif, il faut donc résister aux lysozymes présents dans la
cavité buccale, au PH gastrique bas, aux sucs pancréatiques et a la concentration biliaire dans
I'intestin gréle(Midolo et al., 1995).

» Colonisation du tractus digestif et adhésion aux cellules intestinales
La capacité d'adhérence a la muqueuse gastro intestinale est importante car elle
augmente la persistance des probiotiques dans le tractus digestif et donc la colonisation de ce
dernier. Ce qui participe a I'exclusion des pathogenes par la compétition et blocage de leurs

sites de fixation aux mugueuses(Tortora et Derrickson , 2007 ; Novik et al., 2014).

» Activité antimicrobienne
L’activité antimicrobienne Vis-a-vis les germes pathogénes est 1’un des critéres
fréeqguemment utilises pour la sélection des souches probiotiques.Ces organismes peuvent
fonctionner comme des barriéres microbiennes contre les pathogénes gastro-intestinaux grace
a l'exclusion compétitive de la liaison des pathogénes, la modulation du systeme immunitaire

de I'h6te et la production des substances antimicrobiennes (Marianelliet al., 2010).
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2.4.3. Critéres technologiques

En plus des propriétés de sécurité et propriétés fonctionnelles, des critéres technologiques
sont également pris en compte dans la sélection des souches probiotiques. (Samedi et
Charles, 2019).

> Viabilité et stabilités des microorganismes
Il est largement admis que pour avoir un effet positif sur la santé, il faut determiner
I’efficacité de la souche probiotique, cette efficacitéconcerne la stabilité a la fois physique et
génetique, taux de croissance élevé, bonnes propriétés de la viabilité de la souche tout au long
des étapes de transformation, de stockage et de conservation et la survie apres le passage dans

le tractus gastro-intestinal(Gupta et al., 2018).

» Resistance aux phages
Les activités bénéfiques des probiotiques peuvent étre fortement affectées en cas de
contamination phagique, cette contamination peut notamment conduire a des pertes
économiques significatives, produits de mauvaise qualité, une prolifération d'agents

pathogéenes bactériennes, une diminution totale de la production (Nagarajan et al, 2019).

2.5. Effets bénéfiques des probiotiques

Figure 01 représente les effets bénéfiques des probiotiques sur la santé humaine

Amélioration dela
tolérance au lactose

Réduction du risque
Réduction du taux decancer
de cholestérol \ t /
Activité métabolique
oo
Réduction des
Homéostasie du microbiote intestinal allergies
Elimination des
bactéries Prévention et
pathogénes traitement des
maladies
inflammatoires de
I'intestin(MICI)

Figure 01 : Effets bénéfiques desprobiotiques sur la santé humaine (Parvez et al., 2006 ).
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2.5.1. Effets sur les fonctions intestinales

» Digestion intestinale
Les probiotiques peuvent jouer un réle important dans I'amélioration de la digestion et de
I'absorption intestinale en produisant et en accroissant l'activité de plusieurs enzymes
digestives surtout chez les sujets présentant un déficit enzymatique. A titre d'exemple, la
lactase dans les bactéries du yogourt Lactobacillus delbrueckiisubsp, Bulgaris et
Streptococcus thermophilus améliore la digestion du lactose dans I’intestin & la comparaison

a un lait standard, méme chez les sujets hypolactasiques( Burgain et al,. 2012).

Ainsi, une étude a montré que I’ingestion de Saccharomyces cerevisiae, qui est riche en
saccharase aidait a la digestion du saccharose et supprimait les signes cliniques d’intolérance

chez les enfants ayant une carence congenitale en saccharaseisomaltase (Marteau, 2004).

» Motricité intestinale et transit
Certaines souches probiotiques accélérent le transit colique total et/ou segmentaire. A ce
sujet, une étude menée chez des volontaires sains agés de 21 a 42 ans, a montré que la
consommation quotidienne de trois pots de yaourt contenant Bifidobacteriumanimalis DN-
173010 (108 UFC par gramme) pendant onze jours raccourcissait d’environ 20 % le temps de
transit colique par rapport a une méme période de consommation de yaourt sans

supplémentation du probiotique (Flourié et Nancey, 2007 ; Adem, 2010).

2.5.2. Réduction du risque de diarrhées
Nombreux types de diarrhées sont dus a des infections microbiennes, desétudes
montrent que certaines souches de probiotiques ont des effets protecteurs contre certaines

infections intestinales sur des modeles animaux (Gill, 2003).

En effet, De nombreuses études ont été entreprises pour évaluer l'efficacité des
probiotiques dans le traitement de la diarrhée associée aux antibiotiques (DAA), parmi les
quelles Saccharomyces boulardii qui a été le mieux etudié. Lesprobiotiques sont administrés

pour prévenir ou améliorer la DDA, en diminuant sa durée et/ou sa sévérité (Ezzariga, 2015).
2.5.3. Réductiondu taux de cholestérol sanguin

Certains chercheurs ont montré que les taux de cholestérol sanguin sont considérablement
réduits aprés avoir consommeé du yogourt ou lait fermenté par lactobacillus acidophilus et du

lait non fermenté supplémenté avec cellules vivantes de lactobacillus spp a des animaux
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experimentaux ( Grunewald, 1982 ; Kiyosawa et al., 1984; Pulusani et Rao, 1983 ; Thakur et
Jha, 1981 ; Todd, 1989 ; Thompson et al.,1982).

SelonGilliand et al. La capacité des lactobacillesadégraderles acides biliaires
impliqués dans la synthése du cholestérol confirme leur rélebénéfique dans la régulation du
métabolisme chez I’homme et I’animal. La diminution du cholestérol dans le sangpeut étre
attribuée al'absorption du cholestérol par les bactéries lactiques et la modulation du rapport
lipoprotéines de haute densité - lipoprotéines de faible densité (HDL-LDL)(Smoragiewicz et
al., 1993).

2.5.4. Diminution des allergies alimentaires

Les bactéries probiotiques régulent les réactions immunitaires aux antigénes alimentaires
lors de processus d’inflammation a différents niveaux talque 1’augmentation de 1’activité
phagocytaire sanguine, régulation de la sécrétion de cytokines aboutissant a la réduction
d’immunoglobulines E (IgE) et une diminution de I’inflammation, dégradation des antigeénes
alimentaires ainsi que la diminution de la translocationbactérienne( Merck , 2009 ; Marteau ,
2009).

L'allergie alimentaire chez I'enfant prend souvent la forme d'eczéma atopique. Des
traitements curatifs et préventifs conte cette maladie avec la bactérie de 1’acide lactique
(BAL) ont été évalués au cours d’une étude clinique de 27 enfants allaités souffrant d'eczéma

atopique (lIsolauri et al., 2000).

En 2021, Dans une autre étude clinique, des chercheurs ont complémenté avec un
probiotique contenant 3 souches de Lactobacillus(L. plantarum PBS067, L. reuteri PBS072 et
L. rhamnosus LRH020) des adultes présentant une dermatite atopique, une sécheresse
cutanée, une desquamation, Les patients qui ont recu ce complément pendant 56 jours ont
montré une diminution de l'indice SCORAD ( Scoringatopicdermatitis)score pour évaluer la
dermatite atopique, amélioration de la douceur et de I'hydratation de la peau (Michelotti et al.,
2021).

2.5.5. Traitement des maladies inflammatoires de I’intestin

Les formes les plus connues de maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI)

sont la maladie de Crohn, la rectocolite hémorragique et la pochite. A ce titre, les probiotiques
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pourraient apporter une solution intéressante comme agent thérapeutique( Marteau et al,
2003 ; Girardin et Frassard, 2012).

L’ingestion de lactobacilles probiotiques peut modifier la composition et 1’activité
métabolique de la flore intestinale en produisant des acides gras a chaines courtes et de gaz,
En plus, ils influent sur la mobilité intestinale et ont un effet anti-inflammatoire qui diminue

les symptomes de ce syndrome (Jonkers et Stockbriigger, 2007).

Des ¢études obtenus a 1’aide de Lactobacillus plantarum en addition avec Lb.
rhamnosus GG et Lb. reuteriont montré des résultats prometteurs concernant les symptémes
de cette irritabilité (Kajander et al., 2007).

2.5.6. Prévention du cancer du colon

Le role bénéfique de certains probiotiques dans la prévention du cancer du colon dépend
de leur aptitude a inhiber la production des enzymes pro-carcinogénes engendrés par le
métabolisme du microbiote intestinal (gycosidases, PB-glucuronidases, azoréductaseset

nitroréductases) (Rawland, 2004).

L’activité anti cancérigéne est attribuée a plusieurs bactéries probiotiques utilisées dans
I’industrie laitiere, Plusieurs études sur des sujets humains ont démontrés des effets important
de lactobacilles sur le contrdle du cancer du colon.Lb. acidophilus, Lb. caseiShirota et Lb.
rhamnosus GG ont montrésdans différentes études des capacités a réduire 1’activité
enzymatique cancérigene de la flore intestinal. Ce phénomeéne peut avoir un effet bienfaisant
sur le colon, la vessie et le tractus urinaire (Gilliand, 2004 ; Gill et Rowland, 2003 ; Sliminen
et al., 2003).

2.5.7.Effet des probiotiques sur le stress oxydatif

Plusieurs publications indiquent que la prise d’antioxydants peut réduit I’effet du
stress oxydatif sur I’organisme humain. Des études plus récentes suggérent [I’utilisation de

bactéries probiotiques pour diminuer le stress oxydant (Ebel, 2012).

Plusieurs étude in vitro et in vivo montre que les lactobacilles et les bifidobactéries et
leurs constituants cellulaires possedent une excellente pouvoir antioxydants ou elles
fournissent une protection du 1’organisme vis-a-vis des maladies associées au stress oxydatif,
en effet, les lactobacilles et les bifidobactéries sont considérées comme une nouvelle source

d’antioxydants naturels (Averina et al., 2021).
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En effets, Une nouvelle étude contrdlée randomisée a démontré que la supplémentation
en lactobacillus augmente les niveaux d'antioxydants dans le lait maternel. Les chercheures
de I’Université de Sciences Médicales de Tabriz en Iran ont réalisé une étude sur 50 femmes
en lactation pendant deux mois,devisées en deux groupes de fagon équivalente. L’un d’eux
recevait une supplémentation journaliére en Lactobacillus (Lactobacillus acidophilus PXN 35,
Lactobacillus casei PXN 37, Lactobacillus bulgaricus PXN 39, Lactobacillus rhamnosus PXN
54), ’autre un placebo. Ils ont observé une augmentation considérable de la capacité
antioxydante totale du lait maternel des femmes recevant des suppléments de lactobacillus.
Les concentrations en malondialdéhyde (MDA), ont également progressivement diminué. Par
ailleurs, le groupe placebo a monté des niveaux d’antioxydants inferieurs et des

concentrations de MDA supérieures dans le lait maternel( Mahdavi et al., 2017).

Une autre étude menée chez un modeéle humain (24 volontaires), visant a évaluer les
effets antioxydants des bactéries lactiques chez les athletes, pendant 4 semaines d'activité
physique vigoureuse. Les sujet sont répartis en deux groupes de 12 sujets chacun, L'un des
deux groupes a regu une supplémentation quotidienne avec un mélange des deux souches
pendant 4 semaines, alors que l'autre groupe n'a consommé aucun supplément. Des tests
sanguins  ont été établis avant et aprés l'ingestion des souches, et le taux plasmatiques
desespéces oxygénées activéeset le potentiel  antioxydant ont été déterminés.Les
résultatsobtenus suggeérent qu'une activité physique intense induit le stress oxydatif et que la
consommation de probiotiques augmente le taux d'antioxydants dans le plasma neutralisant
les especes oxygénés activées. Les deux souches L. rhamnosus IMC 501 et L. paracasei IMC

502, exercent une forte action anti- activité oxydante (Martarelli et al,. 2011).

Selon une étude fait chez un modele animal, les bactéries probiotiques peuvent jouer un
réle antioxydant dans le traitement des maladies inflammatoires de I'intestin lorsqu'un exces
de dérivés actifs oxygénés(DAO) a été observé au niveau du tractus digestif (TD) .Ces
bactéries pourraient résister au stress oxydant et survire au transit pour exercer leurs effets
bénéfiques, limiter les dommages causés par I’inflammation en éliminant les DAO produits

dans le TD (Larguéche, 2012).

En effet, L’ajout des probiotiques aux ratsest capable d'induire la transcription des
génes impliqués dans la biosynthese du glutathion dans la muqueuse intestinale et
d'augmenter la synthese du glutathion dans les cellules pancréatiques (Lutgendorff et al., 2009
;Lutgendorff et al., 2008).
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2.6. Mécanisme d’action

Les mécanismes d'action par lesquels les probiotiques exercent leur effet antagonisme

vis-a-vis plusieurs bactéries pathogenes au cours des infections entériques sont :

» Compétition spécifique et non spécifique pour I’adhésion
Les probiotiques peuvent réduire I'adhésion des bactéries pathogénes aux cellules
intestinales épithéliales en se liant a ces mémes récepteurs.En effet, les mécanismes de
compétition de fixation se font généralement de deux fagons, la premiere est dit spécifique
par l'intermédiaire des adhésines, la deuxiéme est non spécifique qui implique des
interactions électrostatiques ou hydrophobes, des forces passives et stériques (Ezzariga, 2015

; Servin et Coconnier, 2003).

» Production de substances antimicrobiennes
Le troisiéme mécanisme d’action avec laquelle les probiotiques empéchent la croissance
des bactéries nuisibles est représentée par la sécrétion des composés
antimicrobiennesprincipalement les bactériocines, le peroxyde d’hydrogéne et les défensines
(Yan et Polk, 2009).

La bactériocine peut étre divisée en deux catégories : les composés peptidiques et les
Composés non peptidiques. Elles sont actives sur la majorité des bactéries a Gram positif mais
elles ont un effet sur les bactéries a Gram négatif souvent retrouvées en infectiologie
digestive. (Oelschlaeger, 2010).

Les Lactobacilles sécrétent généralement la bactériocine, par exemple lactobacillus
salivarius produit une bactériocine dirigée contre listeria monocytogenes (Dortu et Thonart,
2009).

» Compétition au niveau de ’utilisation des nutriments
Autre mécanisme impliqué par les probiotiques dont le but est ’empéchement de la
prolifération des entéropathogenes, c’est la restriction des nutriments. En effets, les
probiotiques entre en compétition avec les pathogénes en utilisant les mémeséléments
nutritionnels présents dans la lumiere intestinale. La réduction des substrats disponibles rend
I’environnement défavorable a la croissance des agents pathogene (Wealleans et Litten,
2010 ;Delcenserie et al ., 2008).
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» Amélioration de I’effet barriere

Les probiotiques participent a I’effet barriere des cellules épithéliales en diminuant la
perméabilité de I’épithélium et en augmentant la résistance électrique transepithéliale par le
maintien structural des protéines du cytosquelette et des jonctions serrées intercellulaires
(Oelschlaeger,2010 ;Bocle et Thomann, 2005).

> Stimulation des mécanismes de défense immunitaire

Le dernier mécanisme porte sur I’interaction des probiotiques avec le systéme immunitaire
pour accroitre la réponse immune de 1’hote contre des entéropathogenes. Parmi les effets
observés, on trouve la stimulation de I’immunité adaptative (IgA, IgG) et innée par les
probiotiques (Fooks et Gibson, 2002; Gill, 2003).

La stimulation de I’immunité innés est commencé avec la création d’un complexe
membranaire entre les motifs bactériens PAMPS ( pathogen-associatedmolecular pattern) et
les récepteurs PRRS ( Pattern—recognition receptor) des cellules épithéliales immunitaire de
I’héte ce qui active les facteurs de transcription (NF-kappaB), Une fois libérés, ils se dirigent
vers le noyau, c’est la translocation nucléaire, et vont permettre la transcription de nouveaux
génes impliqués dans la réponse immunitaire et la sécrétion de messagers moléculaires
(cytokines et/ou chimiokines). C’est la méme procédure que les probiotiques appliquent pour
favoriser I’'immunité innée. Lesprobiotiques peuvent aussi passer a travers la couche
épithéliale et migrer vers les ganglions mésentériques, c’est la translocation et a partir de I3,

ils activent directement I’immunité de 1’h6te (Calmettes, 2020).

L'immunité adaptative répond par une production d'anticorps protecteurs (IgG, IgA) et
une activation des cellules T CD4 ou CDS8. Plusieurs études ont montré que certains
probiotiques activent et renforcent cette immunité sécrétoire(Heyman, 2007 ; Heyman et
Heuvelin, 2006).

2.7. Réglementation : médicament et aliment

Les conditions de mise sur le marché des probiotiques sont définies en fonction de leur
application médicamenteuse ou alimentaire. En majorité, les probiotiques sont des aliments
fonctionnels ou sont utilisés sous forme de compléments alimentaires. Ces aliments santé se
situent a la frontiere entre le médicament et 1’aliment traditionnel et sont régis par la

Iégislation alimentaire (Ministre de la Santé de Canada 2017).
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Actuellement, les produits probiotiques sont commercialises sous trois formes (Patterson,
2008):

e Un concentré de culture ajouté a des aliments et boissons a base de produits laitiers, des
fruits et de céréales.

e Un ingrédient ajouté a un aliment a base de lait ou de soja et auquel on permet
d’atteindre une concentration élevée par fermentation.

e Des cellules séchées, concentrées, en poudre, en capsule ou en comprimes.

2.7. l.utilisation des probiotiques dans le domaine alimentaire

Les produits contenant des bactéries probiotiques se trouvent généralement sous deux

formes :

» Complément alimentaire
IIs sont commercialisés sous forme de doses (gélules, pastilles, comprimés, sachets de

poudre, ampoules...) (Derbre, 2010).

» Aliment fonctionnel (produits alimentaires)

Des progres importants ont été réalisés au cours des derniéres décennies dans le
développement de produits laitiers contenant des probiotiques, telles que les laits fermentés,
creme glacée, divers types de fromages, formules pour bébés, lait en poudre, les desserts
laitiers glacés, boissons a base de lactosérum, la creme sure, le babeurre, le lait liquide normal

et aromatisé (Belhamra, 2017).
2.7.2. Utilisation des probiotiques dans le domaine médical

Les probiotiques sont plus en plus répondant depuis ces dernier années et se classent au
sein des médicaments, les souches qui sont considérés comme probiotique ils doivent étre
répondant aux critéres biens déterminées spécifiées par 1’organisation mondiale de la santé en
2002 : la résistance de la souche pendant leur ingestion, un bénéfice clinique et 1’absence
d’effet indésirable. Les pharmaciens semblent impliqués dans la délivrance de probiotiques

puisqu’ils peuvent étre une alternative thérapeutique intéressante (Fanny, 2016).

En France, il y a peu de médicaments probiotiques. Certains les nomment "agents bio
thérapeutiques” pour les différencier des autres formes. Il y a ultra-levure©, bacilor©,
carbolevure®©, trophigil© et florgynal©. A noter que lactéol© ne fait pas partie de cette classe
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car il contient des souches de Lactobacillus inactivées (Vidal, 2015 ; Bendjedi et Barkati,
2021).

Ils ont été mis sur le marché apres une évaluation rigoureuse de leur sécurité, de leur
efficacité et de leur qualité, sur la base des résultats d’essais pharmaceutiques, précliniques et

cliniques (Rambaud, 2004).
2.8. Effets indésirables de probiotiques

La plupart des souches probiotiques appartiennent aux genresBifidobacterium et
lactobacillus sont considérée comme des organismes dépourvus de pouvoir pathogene.
Toutefois, il faut tenir compte de quatre types d'effets néfastes (McHeyzer, 2005 ; Madsen,
2006).

> Infections

Le risque d'infections probiotiques est presque nul. Cependant, le risque gu'ils traversent
le sang par translocation existe. Les bactéries indigenes sont continuellement transférées mais
rapidement détruites par les organes lymphoides. Chez les patients présentant un traumatisme
ou immunodeficients, ou des Iésions séveres sur la muqueuse intestinale, la translocation est

I'une des principales causes d'infections systémiques (Ezzariga, 2015).

> Activités métaboliques délétéres

Alors que les probiotiques provoquent des réactions métaboliques positives dans lI'appareil
digestif,ils peuvent favoriser des réactions métaboliques délétéres chez 1’hdte. Pendant la
colonisation bactérienne, les microorganismes présents en surnombre peuvent induire des
Iésions intestinales et des diarrhées viales voies de déconjugaison et de hydroxylation des
sellesbiliaires. Pour éviter les réactions de déconjugaison il est primordial de réaliser de bons
tests in vitro (Bouchefra , 2012 ; MARTEAU et SHANAHAN, 2003).

» Immunomodulation excessive

L'administration parentérale de composants de parois bactériennes tels que les
peptidoglycanes peut induire de la fiévre, des arthrites et des maladies auto-immunes. Ces
effets secondaires sont médiés par les cytokines et il est désormais bien établi que la sécrétion

de cytokines est induite par de nombreux probiotiques(Marteau, 2005).
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» Transfert de génes
Certains génes microbiens, en particulier les genes de résistance aux antibiotiques,
peuvent étre transférés d'un microorganisme a l'autre. La résistance des probiotiques aux
antibiotiques n'est pas en elle méme un risque. Sauf si le probiotique devient intraitable en cas
d'infection systémique par celui ci. Ou si elle peut étre transmise a des agents pathogénes dans
lesquels une résistance thérapeutique peut avoir des conséquences cliniques indésirables
(Aires et al., 2007 ; van Reenen et Dicks, 2011).

3. Stress oxydant

3.1. Définition

L’oxygéne est une molécule nécessaire a la vie, il est indispensable a la production
d’énergie. Cette production d’énergie appelée phosphorylation oxydative, elle se fait
notamment par I’intermédiaire de chaines de transport d’électrons présentes dans la
membrane interne des mitochondries mais elle est susceptibles d’entrainer des altérations de
notre organisme par la formation de radicaux libres et d’espéces oxygénées activées (EOA)
(Mazat et Ransac, 2010 ; Haleng et al., 2007).

Le stress oxydant défini comme une perturbation de 1’équilibre entre la production
d’espéces radicalaires et les capacités cellulaires anti oxydantes. Cette déséquilibre est produit
soit par la production excessives des oxydants (comme le cas de vieillissement) soit par une
diminution des capacités anti oxydantes (chez les personnes souffrant d’obésité et les

fumeurs) ( Migdal et Serres, 2011)(figure 02).

Les EOA ont longtemps été reconnus comme des sous produits toxiques du
métabolisme normal de 1’oxygéne et impliquées dans de nombreuses pathologies, en effets,
depuis plusieurs années, la production contr6lée de radicaux libres est considérée comme un
mécanisme indispensable de signalisation cellulaire qui contribue au maintien de

I'noméostasie cellulaire ( Migdal et Serres, 2011).
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Figure 02: Balance entre le stress oxydant et les systemes de défenses antioxydants
(Pincemail et al., 1999)

3.2. Espéces oxygénées activées (radicaux libres)

Les radicaux libres peuvent étre definis comme toute espece chimique neutre ou
chargé qui a la particularité de porté un électron célibataire (non apparié) sur sa couche
périphérique, ce qui le rend instable et capable de réagir plus ou moins rapidement avec
d’autres molécules chimiques. Les EOA, considérées comme les seules substances nocives
dans 1’organisme vivant, ont également joué un role positif (Carriére et al., 2006 ; Lushchak,
2014).

3.2.1. Origine des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre d’origine endogene a travers différents processus
physiologiques dans 1’organisme, mais aussi d’origine exogeéne causée par de multiples
sources chimiques et physiques (Barouki, 2006 ;Betteirdge, 2000 ; Hininger-Favier, 2003)
(figure 03).
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Figure 03 : source endogéne et exogene de stress oxydant (Parc, 2016)

» Origine endogéne

e Chaine respiratoire

La chaine respiratoire mitochondriale au sein de laquelle les étres aérobies puisent
acquérir leur énergie joue un réle capital dans la cellule en couplant 1’oxydation de
coenzymes transporteurs d’hydrogénes ou d’¢électrons avec la phosphorylation de I’ADP en
ATP. Dans les conditions physiologiques, environ 0,4 a 4 % d’électrons s’échappent,
réagissent directement avec I’oxygéne dissous dans le cytoplasme et donnent naissance a des
EOA. Celles-ci sont soit des radicaux libres comme 1’anion superoxyde, ou le radical
hydroxyle, soit des molécules comme le peroxyde d’hydrogéne ou I’oxygene singlet. Dans
cette chimie particuliére, les métaux de transition, comme le Fe**et le Cu?* agissent comme

catalyseurs dans la formation du radical hydroxyle (Delattre et al., 2005).
e Réaction immunitaire

L’inflammation est également une source importante de radicaux libres d’oxygéne
produits  directement par le complexe enzymatique NADPH oxydase des cellules
phagocytaires activées. Cette enzyme est capable d’utilisé ’oxygéne moléculaire pour
produire de grand quantité d’anion superoxyde au niveau de la membrane cellulaire, ce
mécanisme permet la phagocytose des corps étrangers. De plus les cellules inflammatoires et
immunes peuvent produire des cytokines comme le TNF-alpha qui est capable de faire

produire des radicaux libres par les mitochondries des cellules cible (Hininger-Favier, 2003).
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e Peroxysomes

Les peroxysomes sont I'un des principaux sites de la cellule ou les radicaux libres sont
a la fois généreés et piegés, Le peroxysome joue un rdle important dans la production cellulaire
de peroxyde d’hydrogéne formé par les oxydases qui transférent I’hydrogeéne des métabolites
a l’oxygéne moléculaire. Dans le foie, environ un cinquieme de la consommation totale
d’oxygeéne est imputable a ’activité paroxysmale oxydase (Dansen et Wirtz, 2001 ;Reddy,
1994).

e Cytosol

Dans ce site, diverses réactions enzymatiques peuvent produire des radicaux libres comme

I’anion superoxyde et I’eau oxygénée (Wilson et Salamatian, 2003).
% Xanthine oxydase

La xanthine oxydase (responsable de la transformation de I’hypoxanthine en xanthine),
I’aldéhyde oxydase, les galactoses oxydases sont a 1’origine de la formation de radicaux
superoxydes O,*  (Wilson et Salamatian, 2003).

Xanthine oxyvdase
HYPOXANTHINE ——————= XANTHINE
= =_-

02 0,*"

La xanthine oxydase peut également catalyser I’oxydation de la xanthine en acide urique

générant ainsi des EOA (Harrison, 2002).
Xanthine oxydase

{anthine +20;+ H;0; ————"— acideurique +20,*+2H"

« NO-synthase

Une autre espece radicalaire, le monoxyde d’azote est également produit par des systémes
enzymatiques tels que la NO synthase a fins de médiation cellulaires, la production
simultanée dans un méme site de NO et de 1’anion superoxyde s’aveére dangereuse donnant

naissance au radical peroxynitrite (Hininger-Favier, 2003).
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e Auto —oxydation de petites molécules

L’oxydation de plusieurs molécules telles que la dopamine, I’adrénaline, les flavines et les
hydroquinones constituent une source importante d’espéces oxygénees activees, le produit

direct de ces auto-oxydations est souvent 1’anion superoxyde (Servais, 2004).

» Origine exogéne

¢ Rayonnements et Métaux

Les rayonnements peuvent étre une source de radicaux libres via différents
mécanismes, il s’agisse des rayons ionisantes X ou gamma, ou des rayons ultraviolets. Ils sont
capables de générer 1’anion superoxyde ou [’oxygéne singlet aprés activation de

photosensibilisation (Hininger-Favier, 2003).

Le dioxygene est une molécule bi-radicalaire, il est susceptible de récupérer quatre
électrons, mais ses capacités oxydantes sont limitées par une barriére cinétique importante. En
présence de rayonnements, il est capable de capter un électron pour donner le radical
superoxyde O,®, qui est un radical réactif. De plus, 1’oxygéne peut étre transformé en

oxygéne singlet sous I’influence de rayonnements UV (Barouki, 2006).

Les métaux toxiques tels que le chrome, le vanadium, le cuivre et le fer libre générent
en présence de peroxyde d’hydrogéne (H,O,), des radicaux hydroxyles trés réactifs par une

réaction appelée réaction de Fenton (Hininger-Favier, 2003).
e Médicaments

Il existe des preuves montrent que les médicaments peuvent induire le stress oxydatif,
qui représente un mécanisme de toxicité dans de nombreux tissus et systeme d’organes; le
foie, les reins, les oreilles et les systemes cardiovasculaires et nerveux. Plusieurs médicaments
anticancéreux, anti-inflammatoires non stéroidiens, agents antitérétroviraux peuvent étre
associes a des évenements indésirables auxquels le stress oxydatif peut contribuer (Deavall et
al., 2012).

e Tabagisme

Le tabagisme contribue au déséquilibre de la balance oxydant-antioxydants, car il est

associé a une production accrue d’espéces 0xygenées activees qui contribuent largement au
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développement de plusieurs pathologies telles que I’athérosclérose, le cancer du poumon et de

la broncho-pneumopathie chronique obstructive (Koechlin, 2006).

Une étude menée dont le but est I’évolution du stress oxydatif chez les fumeurs, il est
démonté qu’il y a une augmentation significative de la concentration du malondialdéhyde
(MDA), qui constitue un marquer du stress oxydant chez les fumeurs par rapport aux non-
fumeurs, ils ont été constaté que le risque d’une augmentation du MDA s’accroit avec le
nombre de cigarettes fumées par jour et avec I’ancienneté de 1’exposition (Mouhamed et al.,

2012).
3.2.2. Différents types de radicaux libres

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules on peut

distinguer :

> Les radicaux primaires: ce type de radicaux dérivent de 1’oxygeéne par des

réductions a un électron tels que I’anion superoxyde et le radical hydroxyle ou de
’azote tel le monoxyde d’azote NO

» Les radicaux secondaires : se forment par réactions des radicaux primaires sur les
composés biochimiques de la cellule.

% Especes activés de ’oxygene : ces espéces sont dérivées de 1’oxygene tels que

I’oxygéne singlet, le peroxyde d’hydrogéne ou le nitroperoxyde (ONOOH), ils ne

sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des

précurseurs de radicaux (Favier, 2003).

Tableau 02 représente les Principales espéces oxygénées activeées (EOA) radicalaires et non-

radicalaires.

Tableau 02 : principales EOA radicalaires et non radicalaires (Halliwell et Whiteman,
2004).

Espéces réactives de I'oxygéne (ERO)

Radicalaire Non radicalaire
Radical superoxyde: 05" Peroxyde d'hydrogéne: H.O;
Radical hydroxyle: OH" Ion hypochlorite: C1O°
Peroxyle: ROY Ozone: O3
Alkoxyle: RO* Oxygéne singulet: 'O,

E T S0y Peroxynitrite: ONOO"
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3.2.2.1. Espéces oxygénées activées radicalaires
< Anion superoxyde O,°-

Le radical anionsuperoxyde (O,°") provient formellement de I’addition d’un seul

électron sur le dioxygene selon la réaction suivante (Dwassy, 2014).

Oy +18 7 O~

Le radical superoxyde est peu réactif, il est rapidement transformé en peroxyde
d’hydrogéne selon une réaction catalysée par 1’un des membres de la famille des superoxydes
dismutases SOD (RéD. B et al., 2005).

200+ 2H° . > H:0, + O,

L’anion superoxyde constitue le précurseur de la plupart des EOA et induit les

réactions oxydatives en chaine (Abele et al., 2002) figure 04.

02 —_— 02.- —_— Hzoz —_— 2 OH. — H20

Oxygéne Anion Peroxyde Hydroxyle Eau
moléculaire superoxyde d'hydrogéne (radical)
radical) (eau oxygénée)

Figure 04 : étapes de réduction de I’oxygéne moléculaire et les EOA générés
(Vamecq et al., 2004).

% Radical hydroxyle OH*®

Le radical hydroxyle est le radical le plus réactif parmi les espéces activées de
I’oxygeéne, expliquant sa nature hautement toxique. Le peroxyde d’hydrogeéne H,O, peut
génerer le radical hydroxyle en présence d’ions ferreux, selon la réaction de Fenton

suivante (Vamecq et al., 2004).

H,O; + Fe'? ——————— OH®* + OH + Fe*®

Le radical hydroxyle peut étre produit aussi par une réaction appelée réaction de
Haber —Weiss (Vamecq et al., 2004) :
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HO; + O ——= OH*'+OH + O,

3.2.2.2. Espéces oxygénées activées non-radicalaires
% Oxygene singlet (102)

L’oxygéne singlet correspond a un état excité de 1’oxygéne moléculaire, c’est une
espece réactive non radicalaire. Lorsque 1’énergie est apporté a 1’oxygéne, il passe a 1’état
singulet représente la forme activée, une forme trés énergétique de grande réactivité qui peut
oxyder de nombreuses molécules. Il est formé a partir de I’ion superoxyde selon la réaction

suivante (Vamecq et al., 2004 ; Albert et al., 2003 ; Pastre, 2005).

°0-0 C———— == 0O2.(Souslaction de la lumiére)

L’oxygene singulet est un agent oxydant trés puissant, capable d’oxydé diverses molécules

talque I’ADN et les lipides. (Halliwell, 2006).
< Peroxyde d’hydrogéne H,O;

Le peroxyde d’hydrogéne ne posséde pas une structure radicalaire, mais il est considéré
comme un espéce oxygéné activé, car il est capable de propager des dommages oxydatives (
Pastre, 2005).

Le peroxyde d’hydrogéne peut étre produit par 1’association de deux radicaux
hydroxyles selon la réaction suivante (DWASSY, 2014) :

OH* + OH* ————— = H;O;

A partir d’O,*", le peroxyde d’hydrogéne est formé par dismutation spontané catalysé

par superoxyde dismutase (SOD) (Deby et al., 2002).
s Peroxynitrite ONOO~

Le peroxynitrite est trés oxydant et forme de nouvelles espéces activées dont certaines
sont radicalaires (OH® et NO2°). Il résulte de réaction de I’anion superoxyde (O,°-) avec le
monoxyde d’azote (NO® radicalaire). La concentration de chacun de ces radicaux libres est

tributaire de réactions enzymatiques : NO synthase pour la formation de NO® et superoxyde
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dismutases pour la dégradation de 1’O2°- (Deby-Dupont et Lamy, 1999 ; Vamecq et al.,
2004).

Le peroxynitrite existe physiologiquement a 1’état d’anion ((OONO), une proportion
de peroxynitrite peut exister sous la forme acide (HOONO). Le peroxynitrite est une espece
oxydante importante, car sa réactivité est assez proche de celle du radical hydroxyle (OH"), la

plus réactive des espéces oxygénées activees (Vamecq et al., 2004).
3.3. Radicaux libres sont-ils indispensables a la vie ?

Malgré leur mauvaise réputation, les radicaux libres sont utiles et vitaux pour
I'organisme a la dose raisonnable évidemment ils sont impliqués dans des mécanismes
différentes (Favier, 2003).

Les EOA vont jouer un role important dans Il'activation des facteurs de transcription et
en particulier dans la régulation de I'apoptose, a la transduction de signal et la différentiation
cellulaires, a la régulation de la dilatation des vaisseaux sanguins, I'immunité contre les agents
pathogenes, ainsi que le fonctionnement de certains neurones, a la fécondation de I’ovule et a

la régulation des genes. (Huet et Duranteau, 2008 ; Favier, 2003).
3.4. Principales cibles biologiques des EOA

3.4.1. Peroxydation lipidique

Les lipides et principalement les acides gras poly- insaturés en raison de leurs doubles
liaisons sont la cible préférée d’EOA (Esterbauer et al., 1992 ; St-Louis, 2011).

Le radical hydroxyle est capable d'extraire I'hydrogene des carbones localisées entre
deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés c'est la phase initiale. Le radical lipidique
réagit avec une molécule d'oxygéne pour former un radical peroxylique (ROO") qui est assez
réactif pour enlever un H* d'un acide gras polyinsaturé a proximité, propageant ainsi la

réaction (Haleng, 2007).

La peroxydation des acides gras polyinsaturés les rend plus hydrophiles ce qui a pour
effet de modifier la structure des membranes cellulaires et de perturber leur fonctionnement,

particulierement leur rdle de transport, de récepteur et de barriére (St-Louis, 2011).
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3.4.2. Oxydation des protéines

Les acides aminés ont différentes susceptibilités envers EOA. Toute attaque radicale
d'un acide aminé entrainera I'oxydation de certains résidus ce qui aura comme consequence
I'apparition de groupes carbonylés, de clivages peptidiques, et des ponts bi-tyrosine intra et
inter-chaines (Haleng, 2007).

Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques et
deviennent beaucoup plus sensibles a I'action des protéases en particulier les protéasomes et
les protéines oxydées, ils deviennent aussi tres hydrophobes. Quelques protéines oxydées et
constituent des agrégats qui s'accumulent dans les cellules et les compartiments

extracellulaires (Favier, 2003 ; Haleng, 2007).
3.4.3. Acide désoxyribonucléique ou ADN

L'ADN est trés susceptible d'étre attaqué par les radicaux libres et souffre donc de

diverses lésions oxydatives (Favier, 2006 ; Matés et Sanchez —Jimenez , 1999).

La guanine peut réagir avec le radical hydroxyle pour donner la 8-hydroxy-2-

déoxyguanosine qui au lieu de lier avec la cytosine s'associera avec 1’adénine (Haleng, 2007).

Le stress oxydant peut également attaquer le lien entre la base et le désoxyribose en
créant un site abasique ou attaquer le sucre lui méme créant une rupture de chaine, ce qui
provoque des cassures de I’ADN, des mutations ponctuelles (simple ou doubles brins) et

altérer le message genétique (Favier, 2003 ; Valko et al., 2007 ; Haleng, 2007) (figure 05).

Par conséquent, ces changements perturberont la transcription et la traduction ce qui
donnera lieu a la formation d’une protéine non fonctionnelle, associée au déclenchement du

cancer et au vieillissement (Valko et al., 2007).
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Figure 05 : 1ésions de I’ADN formées par attaque radicalaire de la matiére génétique de la

cellule (Favier, 2003).

3.5. Stress oxydant et photologies

Une quantité excessive des EOA provoque des endommagements pour nos cellules
entrainant des maladies graves, notamment celle liées au vieillissement, aux cancers, aux
maladies neurodégénératives et aux pathologies oculaires. La sclérose latérale amyotrophique
familiale est I’exemple le plus démonstratif, car cette maladie est due a un défaut sur le géne

de I’enzyme antioxydant superoxyde dismutase (Favier, 2006).
3.5.1. Stress oxydant et le phénomeéne de vieillissement

Le processus de vieillissement cellulaire est étroitement lié a un deséquilibre de
balance pro /antioxydant, qui apparait progressivement avec 1’age et il est associé a une
superproduction mitochondriale d’espéces oxygénées activées et a une baisse des défenses

antioxydants (Roussel et Ferry 2002).

Les EOA peut entrainent des lésions des macromolécules cellulaires par réactions avec
les lipides surtout membranaire, les protéines et les ADN, ce qui peut entrainer des dégats

cellulaires pouvant conduire a la mort cellulaire. En plus, ils provoquent des attaques des

28
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cibles cellulaires induisant des dommages oxydatifs moléculaires responsables du

vieillissement (Harman, 2002 ; de Jaeger et Cherin, 201).

A titre d’exemple, le stress oxydatif peut provoquer le vieillissement du follicule
pileux, ce qui va déclencher prématurément la phase anagéne et altérer les cellules
endotheéliales des micros vaisseaux pérébulbaires conduisant au vieillissement des follicules
pileux (Blume-Peytavi, 2009).

3.5.2. Maladies neurodégénératives

Le stress oxydant est joue un rdle important dans les mécanismes de la mort cellulaire
Les maladies neurodégénératives sont considérées parmi les pathologies les plus fréquents
dont lesquels on trouve : les maladies d’ Alzheimer, la maladie de parkinson idiopathique et la
sclérose latérale amyotrophique. Le stress oxydatif est impliqué dans ces pathologies et
provoque une augmentation des produits d’oxydation de base d’ADN et d’ARN ainsi que des
dommages oxydatifs des protéines dans des régions spécifiques du cerveau (Desport et
Couratier, 2002 ; Pimentel et., 2012).

3.5.3. Maladie d’Alzheimer

Le stress oxydatif est I’'un des agents principaux responsables de cette maladie. Il
induit le dép6t amyloide de peptide AP. En effet, il a été décrit que la toxicité de peptide AP
est liée a la capacité de ce dernier de former du peroxyde d’hydrogéne et des radicaux libres
(Pimentel et., 2012).

De nombreuse hypothéses physiopathologiques suggérent que plusieurs radicaux
libres ou certains composés réactifs interviennent dans la maladie d’Alzheimer, les principaux
sont le radicale hydroxyle, le composé réactif peroxynitrite ainsi que ses précurseurs le
monoxyde d’azote et I’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne (Christen, 2000).

3.5.4. Sclérose latérale amyotrophique

La sclérose latérale amyotrophique est une affection neurodégénératives de 1’adulte,
qui est definie chimiqguement comme une perte progressive et irréversible de motoneurones
centraux et périphériques. Le stress oxydatif est impliqué dans la pathogénése de la sclérose
latérale (SLA). Une étude récente a montré que la CU/ZN superoxyde dismutase (SOD1) est
une cible principale d’oxydation dans le cadre de maladies neurodégénératives (Brunaud-

Danel et al., 2016 ; Abou Ezzi, 2007).
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Une hypothése a été proposée suggére que la mutation de la SOD1 provoque un
changement du metabolisme des EOA. En effet, la SOD1 mutante peut faire des réactions
avec son propre produit (H,0,) ou avec le peroxynitrite. Ces réactions peuvent endommager
des produits essentiels pour la survie de la cellule via les radicaux hydroxyles. Cette altération
peut affecter la SOD1 elle-méme et I’inactiver, ce qui est trés toxique pour la cellule
(Valentine et al., 2004).

3.5.5. Phénomene de cancérisation

La relations entre le stress oxydant et le cancer s'avere tres étroite et est considérée
comme ’un des mécanismes les plus importants de régulation des cellules cancéreuses. En
effet, le stress oxydatif chronique peut causer la cancérogénicité en altérant 1’expression des
genes cancereux, amplifiant les signaux de prolifération et inhibant des génes suppresseurs de

tumeur comme p53 (Hininger-Favier, 2003).

Les dommages causés par le stress lors du processus apoptotique ne tuent pas
directement les cellules, mais déclenchent plut6t un programme de signalisation apoptotique
qui conduit & la mort cellulaire. Ainsi, les espéces réactives de 1’oxygéne et de 1’azote ont été
impliquées dans le développement et la progression de plusieurs cancers humains comme les
cancers : du sein, de prostate, de peau, de col, d’utérus et d’estomac (Gabai et., 1998; Kruk et
Aboul-Enein, 2017).

3.5.6. Maladies cardiovasculaires
% Stress oxydant et infarctus du myocarde (IDM)

Le stress oxydant est 'un des facteurs qui sont impliqués dans 1’apparition des
maladies plurifactorielles, notamment les maladies cardiovasculaires. En effet, I’infarctus du
myocarde constitue 1’un des principales causes de morbi-mortalité dans les pays développés.
Cette maladie est connue par la nécrose ischémique du muscle cardiague. Des preuves
biochimiques ont montré qu'il existe un lien entre les lésions des tissus myocardiques et
I'élévation des marqueurs de peroxydation lipidique, suggérant I’implication des EOA dans
I’altération de la fonction contractile du myocarde (Favier, 2003 ; Eggers et al., 2009 ;
Wattanapitayakul et Bauer, 2001).

En plus, Les acteurs du stress oxydant peuvent avoir des effets déléteres sur de

nombreux constituants des cellules, ils peuvent évoluer vers 1’induction de la mort cellulaire
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soit par nécrose, soit par apoptose aboutissant a 1’altération de la fonction contractile de

myocarde (Noichri, 2016).
3.6. Marqueurs biologiques du stress oxydant

La difficulté de quantifier un stress oxydant d'une maniere directe réside dans le fait
que les espéces radicales sont instables et ont une demi-vie extrémement courte. Il est donc
nécessaire de considérer la détermination de molécules biologiquement stables produites par

I'action de ces espéces radicalaires (Mohinder et Naveen, 2014 ; Levine et Stadtman,2001 ).
3.6.1. Malondialdéhyde (MDA)

C’est un dialdéhyde aliphatique issus principalement de la décomposition des acides
gras polyinsaturés en cas d'un stress oxydatif. Il est présent au niveau cellulaire et aussi dans
les systémes biologiques comme I'urine et le plasma (Niedernhofer et al., 2003 ; Dennis et
Shibamoto, 1989).

Leur dosage permet d'estimer la peroxydation lipidique au niveau membranaire et
dans les milieux biologiques. Le MDA possede une demie vie trés longe, pour cela elle
diffuse facilement jusqu'a I'arrivée aux noyaux des cellules ou il forme des liaisons avec les
bases guanine et cytosine de I'ADN, ce qui créant des ponts entre les deux brins d’ADN, ces
liaisons peuvent provoquer l'arrét du processus de réplication ou peut aussi déclencher des
effets mutagenes (Rousselot et al., 2003 ; Hiltenbrand, 1999).

3.6.2. Glutathion réduit (GSH)

Le rapport glutathion réduit GSH/ glutathion oxydé GSSG est un bon marqueur lors
d’une modulation du statut redox. Ainsi le GSH réagit trés vite avec la EOA pour former le
GSH, plus la valeur de ce rapport est base plus la contrainte oxydante est élevée. (Haleng,
2007).

3.7. Moyens de défense anti radicalaires (antioxydants)

Les antioxydants ou ce qu'on appelle "piégeurs de radicaux libres " sont toutes les
molécules capables d'empécher ou de réduire I'effet oxydant des autres substances chimiques,
en distingue les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Deby et Pincemail, 1986 ;
Hocine et Gorine, 2017).
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3.7.1. Systemes antioxydants endogénes (enzymatiques)
3.7.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

Il s'agit de la principale enzyme antioxydante dans toutes les cellules vasculaires parce
qu'elle catalyse la transformation des radicaux superoxydes (O,°*") en peroxyde d'hydrogéne
(H20,) selon la réaction suivante (Afonso et al., 2007 ; St-Louis, 2011) :

O+ 0 +2H, = HO,+ O

Le peroxyde d'hydrogene produit étant beaucoup moins réactif et sera alors detoxifié
par la catalase. Chez I'numain on trouve trois 3 iso enzymes : la (Cu/Zn- SOD1) cytosolique,
et la (Cu/Zn-SOD3) extracellulaires, et la (Mn-SOD2) mitochondriale (St-Louis, 2011 ;
Haleng et al., 2007).

3.7.1.2. Catalase

Cette enzyme retrouvée principalement dans les érythrocytes et les peroxysomes, il
lutte contre la formation de radicaux hydroxyles par le catabolisme de ce dernier en eau et en

oxygene moléculaire (Ko et al., 2000 ; Matés et al., 1999).

2H,0, —— = 2H,0 + O,

La catalase est un homotétramére a quatre sous unités de protéine, chaque sous unité a
un groupement himnique avec Fe®*, qui lui liée au site actif. La dissociation des sous unités

aboutit a une perte d'activité catalase (st-louis, 2011).

La catalase peut également inactiver a des concentrations supérieures a 100 UM de
H,0, (Bennamara, 2017).

3.7.1.3. Glutathion peroxydase(GPx)

La GPX est une selénoprotéine (cing iso formes), catalyse la dismutation du H,O, en
H,0 et O, couplant sa réduction en H,O avec I'oxydation des deux molécules de Glutathion
réduit (GSH) en bisulfure de Glutathion (GSSG) (Haleng et al., 2007 ; Matés et al., 1999).

2GSH + H,0, ————— — GSSG + 2H,0
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Son réle principal consiste a éliminer les peroxydes lipidiques qui résultant de I'action des
contraintes oxydatives sur les acides gras polyinsaturés. Les Glutathion peroxydases sont
inhibées d'une maniére irréversible par I'intermédiaire des cyanures lorsque le GSH est absent
dans le milieu, et par I’iodoacétate, elle peut également inhibées par les ions superoxydes

(Haleng et al., 2007 ; st-louis, 2011).
3.7.2. Systemes antioxydants exogenes (non enzymatiques)
3.7.2.1. Glutathion (GSH)

Le glutathion c'est le tri peptide majoritaire au niveau intracellulaire, ou il est présent
principalement sous forme réduite. Le GSH joue son r6le en tant gu'antioxydant comme
substrat d'enzymes antioxydants telles que les Glutathion peroxydases (Haleng et al., 2007 ;
Couto, 2013).

Il participe a de nombreux processus metaboliques dont le maintien des
communications intercellulaires, la prévention de lI'oxydation des groupements thiol par sa
puissance reductrice, aussi bien dans la régénération de certains composés ayant des
propriétés antioxydantes. Deux molécules de GSH se lient formant un pont di sulfurique par
oxydation du groupe SH de chacune des cystéines de cette réaction, aboutit a la formation de
GSSG (Barhoumi et al., 1993 ; Droge, 2002 ; Tessier et Marconnet,1995).

3.7.2.2. Acide ascorbique (vitamine C)

L'acide L-ascorbique ou vitamine C, il est considérée comme l'un des antioxydants
hydrosoluble les plus puissants, elle piégeant directement EOA. Elle peut également réduire le

radical alpha tocophérol et prévenir contre la peroxydation des lipides (Vertuani et al., 2004).
3.7.2.3. vitamine E

La vitamine E ou alpha tocophérol fait partie des vitamines liposolubles, leur caractére
hydrophobe permet de I’insérer a l'intérieur des membranes riches en acides gras
polyinsaturés ou ils joue un rdle protecteur contre les radicaux libres par la production de
radical tocophérol avec les radicaux pyroxyles (ROQ") et empéchant a partir de cette réaction
la propagation de la peroxydation des lipides (Tessier et Marconnet, 1995 Haleng et al.,
2007).
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3.7.2.4. Caroténoides

Représenté principalement par le béta caroténe également appelé "provitamine A". a cause
de leur structure qui contient plusieurs doubles liaisons, il assure la désactivation de I'oxygéne
('O, singulet) et piege les radicaux pyroxyles (ROO")et alkyles (R) (Krinsky , 2014 ;
Badouard,2006).
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Partie 1l Etude expérimentale

1. Matériel

1.1. Souches bactériennes

Les deux souches bactériennes lactiques utilisées dans notre étude appartiennent au
genre lactobacillus sp (BL3, BL4), elles ont été fournies par le laboratoire de Biochimie

Appliquée.

ces bactéries ont été préparées séparément par culture dans un milieu MRS liquide (
Man Regosa Shape) et incubées pendant 48h et a 37°. Aprés centrifugation, les surnageants
ont été éliminés et le culot a été récupéré et conservé a 4°C jusqu'a son utilisation
(Shokryazdan et al., 2016).

1.2. Animaux

L’étudein vivo est effectuée sur des rats appartenant a la race Wister Albinos, ils sont
fournis par 1’animalerie de 1’Université Frére Mentouri. Constantine 1. Ils sont amenés a une
phase d’adaptation pendant 15 jours. Le nombre de 25 rats males adultes d’un poids compris
entre 60 et 1509 ont été utilisés, les rats ont un acces libre & I’eau ad Libitum et a un régime
standart d’aliment solide (20 g/jour / rat), fourni par Ouled-Hamla Ain M’Lila de la wilaya
d’Oum-EL-Bouaghi (Venkatesan et al., 2014).

2.Méthode

2.1.Groupes expérimentaux

Les animaux ont été répartis en 5 lots comprenant chacun cing rats (N= 5), pesés chaque
jour durant le protocole expérimental afin de suivre la cinétique pondérale. Les animaux sont
maintenus dans une animalerie a température constante (20-22°C) soumis a un cycle de
lumiere/obscurité de 12/12h. Les rats sont ensuite traités conformément aux principes et

directives énoncées dans le manuel sur le soin et I’utilisation des animaux d’expérimentation.

Les cing lots recoivent différents traitement comme suit :
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Tableau 03: Répartition des rats en fonction de leur traitement.

Groupe T(Témoin) Ne recoit aucun traitement.

Recoit une dose d’ Acétaminophéne

Groupe SO (Stress oxydant) 500mg/Kg pendant 29 jours.

Recoit quotidiennement pendant 29 jours une
dose d’Acétaminophéne 500mg/Kg +
Groupe NAC (Control positif) traitement avec N-acétyl-L-cystéine (NAC)

600mg/Kg pendant 28 jours.

Recoit quotidiennement pendant 29 jours une
dose d’Acétaminophéne 500 mg/Kg +
Groupe BL3 traitement avec bactérie lactique BL3 (1.10°
UFC / rat / jour) pendant 28 jours.

Recoit quotidiennement pendant 29 jours
une dose d’Acétaminophene 500 mg/K
Groupe BL4 +traitement avec bactérie lactique BL4 (1.10°

UFC / rat / jour) pendant 28.

2.2. Induction du stress oxydant par Acétaminophéne

Aprés une période d'adaptation de deux semaines, le stress oxydant est induit en
utilisant 1’ Acétaminophéne pour une période de 29 jours (tableaux 03), suivant le protocole
de Venkatesanet ses collaborateurs (Venkatesan et al., 2014). Une dose journaliere de

500mg/kg a été administrée par voie orale (per os) a I’aide d’une sonde spécifique.

2.3. Traitement avec les bactéries lactiques et le N-acétyl-L-cystéine

Aprés I’induction du stress oxydant pendant quatre semaines, les rats (5 rats par
groupe) ont été soumis a des traitements avec les bactéries lactiques (BL3.BL4) et le controle
positif N- Acetylcysteine (NAC) pendant quatre semaines. Les différents traitements ont eté
administrés quotidiennement par voie orale a travers une sonde du gavage spécifique
(Tableau 03).
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Une solution de bactéries lactiquesBL3, BL4 avec une concentration de 1.10° UFC a
¢été préparée dans de I’eau physiologique, et une dose journaliére de 10ml/kg a été administrée

pendant 28 jours pour les rats des groupes (BL3, BL4) (Amaretti et al., 2013)
(Tableau 03).

Le contréle positif NAC a été administré avec une dose de 600mg/kg
quotidiennement pendant 28 jours (le groupe NAC) (Arfsten et al., 2004). (Tableau 03).

2.4. Evaluation clinique

Les rats ont été observés chaque jour pendant la période du traitement afin

d’enregistrer les éventuels signes cliniques qui peuvent apparaitre, a savoir:

e singes physiques du stress (mouvement, comportement),
e structure de fourrure des rats,

e perte de cheveux (poils),

e amincissement du corps,

e mortalité apres la durée de laissé.

2.5. Sacrifice des animaux et le prélevement des organes

Les différents groupes des rats traités et non traités sont soumis a un sacrifice apres la

fin de la période du traitement comme suit:

e Groupes BL3, BL4, NAC : Dissection aprés 57 jours (29 jours du traitement avec
acetaminophene et 28 jours du traitement avec le NAC et les bactéries lactique
BL3, BL4).
e Groupe SO : Dissection aprés 29 jours d’induction du stress oxydant avec
1’acétaminophéne.
e Groupe T : Dissection aprés 29jours.
L’anesthésie des rats est effectuée en utilisant le chloroforme et le préléevement
sanguin a été réalisé avec ponction cardiaque. Le sang récuperé est immediatement centrifuge
a 4000 t/min pendant 10 (Amaretti et al., 2013)(figure 06).
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Figure 06 : Euthanasie des rats par chloroforme sous cloche et prélévement du sang par
ponction cardiaque.

Les organes internes (foie, reins, rat, cceur et estomac) sont soigneusement prélevés,
rincés avec une solution fraiche de PBS (tampon phosphate salin) et nettoyés de la matiére

lipidique, avant d’étre pesés et conservés a -80 °C 5 (Lin et al., 2018) (figure 07).

Figure 07 : Extraction et ringage des organes par PBS

2.6. Analyses biochimiques

Des dosages biochimiques sont réalisés sur les sérums obtenus, ces dosages
biochimiques concernent les marqueurs : hépatique (ALAT), rénal (urée) et lipidique
(cholestérol) ont été réalisés en utilisant des kits de diagnostic Sprinreact avec un analyseur
automatique (Bechman), dans le laboratoire de Biochimie du CHU-Constantine, Algérie.
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1 .Evaluation des signes cliniques

Apres quatre semaines d’induction du stress oxydant avec I’acétaminophéne et quatre
semaines dutraitement avec les deux souches bactériennes BL3, BL4 et le NAC de
multiples signes cliniques ; mouvement, perte fourrure, structure, amincissement et

mortalité, a été suivie et évaluée pour les rats de chaque groupe expérimental.

Le tableau 04 représente les signes cliniques des rats durant la période d’induction de

stress par I’acétaminopheéne.
Tableau 04 : Signes cliniques des rats pendant la phase d’induction de stress

Phase d'induction de stress

Caractere Semaine Témoin SO NAC BL3 BL4
lére +++ +++
2éme +++ +++

STRESS DES RATS
3éme +++ +++  ++H+
4éme +++ ++  ++ ++ o+
lere + + + + 5
2éme t - + + t

Perte de ferrure
3éme t - + t -
4eme 4 + + + -
lere + + + + +
2eme + + + = +

structure de ferrure
3eme + + + + +
4eme + + + + <
lere + + + + +
2eme + . 5 . 5 + +

Amincissement du corps
3eme - 4 4 - 5
4eme + . 5 . 5 - +

Stress : +++ : Bon mouvement, ++ : moyen mouvement, + : mouvement faible
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Perte de ferrure : +: il n’y a pas perte de ferrure, - : perte de ferrure, £ : moitié des rats
représente perte de ferrure.

Structure de ferrure : +: structure normal, - : ferrure frisé et pas nettoyé, +: la moitié des
rats ont une ferrure frisé

Amincissement du corps : + : pas de perte de poids, - : perte de poids, + : la moitié des rats

représente perte de poids.

D’aprés le tableau 04, les rats de groupe SO, NAC et BL4 ont gardé un bon état de santé
dans les trois premieres semaines de la phase d’induction du stress, sauf le groupe BL3, ou
leur mouvement est perturbé pendant la deuxiéme semaine. Cependant, pendant la derniere
semaine, le mouvement des rats des groupes SO, NAC, BL3 et BL4 est diminué par rapport
au groupe témoin dont son mouvement n’est pas affecté tout au long de cette phase. Cela
indique que le stress oxydant affecte le comportement des rats en diminuant leur mouvement
(Tableau 04).

En ce qui concerne la perte de ferrure, les rats de groupe BL4 ont montré des signes de
perte de ferrure des la premicre semaine jusqu’a la derniere semaine ou il y a une aggravation
de la perte de ferrure, par contre les rats de groupe témoin et groupe SO ont commencé a
montrer la perte de ferrure a partir de la deuxiéme semaine jusqu’a a la fin de cette phase, cela
est di a I’installation de stress aprés I’ingestion d'acétaminophene. Pour les groupes NAC et
BL3, les rats ne présentent aucun signe de perte de ferrure au cours de cette phase (tableau
04).

Figure 08: Perte de ferrure chez les rats aprées I’induction du stress

Pour la structure de ferrure, nous avons remarqué que les groupe NAC et SO pourraient
garder un bon structure de leur ferrure tout au long de la période d’induction du stress

oxydatif, par contre, on remarque que la ferrure des rats de groupe BL3, BL4, est frisée
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pendant la deuxieme et la quatrieme semaine. Cela peut étre dd a la faiblesse des rats causé
par le stress et un effet probable causé par les souches bactériennes. (Figure 08, Tableau 04).

Pour le critére de la mortalité, au cours de la période expérimentale, nous n‘avons
enregistré aucun mortalité des rats pour tous les groupes,malgré I'enregistrement d'une
diminution significative du poids a partir de la premiére semaine pour tous les groupes par
rapport au groupe témoin, ou cette diminution a été prouvee pour les groupes SO, NAC et
BLA4 tout au long du période d'induction du stress. Contrairement au groupe BL3 ou une tres
forte diminution de poids a été enregistrée au cours de la troisiéme semaine,de méme le
groupe témoin qui enregistré unediminution mais, ils sont rapidement revenus a la normale
durant la derniére semaine d'induction du stress avec la poursuite de cette baisse pour le
groupe BL3 pendant cette semaine et (Tableau 04).

Ce résultat est comparable a celui qui a été démontré par les études de plusieurs groupes de
recherches (Arfsten et al., 2004 ; Shokryazdan et al., 2016).

Tableau 05 : Signes cliniques des rats pendant la phase de traitement par les bactéries et le
NAC

Phase de traitement par les bactéries et le NAC
Caractere

Semaine NAC BL3 BL4
lere ++ +H+
2éme b
STRESS DES RATS .
3eme +H+
4eme A
lere + + +
2eme + + +
Perte de ferrure
3éme + + +
4eme + + +
lere + + +
2éme + + +
structure de ferrure X
3eme + + +
4éme + + +
lere - - -

N
(1
3
(]
I+

Amincissement du corps

w

© o
3
™
+
I+
1

IS
o
3
™

I+

I+

I+
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Apreés le traitement par les bactéries et le NAC on a observé une amélioration significative
de mouvement des rats a partir de la premiere semaine pour les groupe BL3 et BL4, et a
partir de deuxiéme semaine pour le groupe NAC. De plus, les signes de perte de ferrure qui
disparaissent durant la deuxieme semaine du traitement pour le groupe BL3 et la troisieme
semaine pour le groupe BL4, ils ont étédisparus et les rats ont pu récupérer leur ferrure.
(Tableau 05, figure9).D’aprés ces résultats, on peut signaler que I’administration des bactéries

a un effet positif sur le comportement des rats vis-a-vis le stress oxydant.

Figure 09: Récupération et amélioration de structure de ferrure aprés le traitement par les
bactéries et le NAC.

Pour le critére de la perte du poids, les résultats ont montré une perte significative pour les
rats des groupes NAC, BL3 et BL4 durant la premiere semaine dutraitement, car les rats au
premier temps ne pas pu s’adapter avec ce traitement, et pendant la deuxiéme semaine, on a
remarquéque le poids de quelque rats est devenu stable mais il y a toujours uneperte du poids
pour les autres rats. Les résultats enregistrés ont indiqué que les lactobacilles peuvent

diminuer le poids des rats.
2. Evaluation de la consommation alimentaire

La consommation alimentaire des rats a été suivie et enregistrée pour tous les groupes
pendant toute la période expérimentale.Le tableau représente la consommation alimentaire des

rats par semaine en pourcentage de différents groupes témoin, SO, NAC, BL3, BL4.
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Tableau 06 : Consommation alimentaire des rats par semaine en pourcentage (%)

Phase JOURS Témoin SO NAC BL3 BL4
J1al7 93,61 83,95 86,93 86,95 87,48
Adaptation
J8alla 95,4 86,26 90,44 100 90,06
J1al7 99,56 92 95,7 87,24 84,35
J8alla 99,98 93,36 96,62 83,12 79,4
Induction
J14 3 )21 100 99,67 98,93 93,82 81,26
J22 3129 100 95,85 94,04 97,49 89,14
J1al7 / / 86,61 86 81,32
J8alla / / 97,5 76,21 83,5
Traitement
J14 3 )21 / / 89,56 83,94 82,59
J22 3128 / / 92,17 74,16 68,32

Selon le tableau 06, la consommation alimentaire des groupes SO et NAC augmente au fur
et @ mesure avec le temps a partir de la phase d’adaptation jusqu'a la troisiéme semaine de la
phase d’induction du stress oxydant, cette augmentation est similaire a celle du groupe témoin
(témoin 100% vs SO 99,67%). Par centre, on a signalé une diminution de la consommation
alimentaire pendant la dernicre semaine de phase d’induction du stress oxydatif. Cette
diminution peut étre due a I’installation de la maladie; le stress qui a été induit par I’ingestion

quotidiennement d’acétaminopheéne 500mg/Kg pendant 29 jours.

Par contre, les groupes BL3 et BL4, ont montré une diminution de la consommation
d’aliment pendant les deux premiéres semaines de la phase d’induction du stress,cela indique
que les rats sont influencés par le stress oxydant. Cependant, dans les deux derniéres semaines
leur consommation est augmentée de facon naturelle. Cela indique que le stress oxydant peut
affecter I’appétit chez les rats. Ce résultat ne concorde pas avec celui trouvé par Venkatesan et

ses collaborateurs (Venkatesan et al., 2014).

Dans la phase du traitement avec les bactéries et le NAC, on a observé que la
consommation alimentaire chez le groupe NAC est perturbée, elle a diminué pendant la
premiére et la troisieme semaine et augmentée pendant la deuxiéme et la quatriéme semaine

de laméme phase.
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Contrairement au résultat obtenu par Shokryazdan et ses collaborateurs (Shokryazdan et
al., 2016), ils ont indiqué que le traitement avec les lactobacilles n’affecte pas la
consommation alimentaire. Sur la base des résultats trouvés, on a remarqué une perturbation
de la consommation alimentaire pour le groupe BL3 et une diminution pour le groupe BL4
(tableau 06). De ce fait, on peut constater que les lactobacilles peut diminuent la

consommation alimentaire.
3. Evaluation du poids corporel

Le poids corporel est un critere que nous avons suivi pendant toute la période
expérimentale (figure 10) représente le pourcentage de croissance des rats de groupe témoin,
SO, NAC, BL3 et BL4. Le pourcentage de croissance de groupe SO est diminué par rapport
au groupe témoin et cela pourrait étre expliqué par la diminution de la consommation
alimentaire des rats vers la fin de la phrase d’induction du stress. Le méme est signalé pour
les groupes NAC, BL3 etBL4, il y a une diminution du pourcentage de croissance par rapport
au groupe témoin et groupe SO, Cette abaissement de pourcentage d’augmentation du poids

est liée a la perturbation de consommation d’aliment pour les rats.

P (%)

45

40 -

35 -

30 -

25 -

20 mP (%)
15 -

10 -

. I

témoin 50 NAC BL3 BL4

Figure 10 : Pourcentage d’augmentation du poids des rats
4. Evaluation de I’Index organe

Apres le sacrifice des rats, les organes internes ; foie, reins, cceur, rate et estomac, ont été

récupérés et pesés pour suivre de leur poids par rapport au poids corporel.Les résultats du
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poids relatif des organes internes, exprimes en pourcentage (%) (Figure 11).

4
35
5 .
75 m TEmoin
50
2 .
MNAC
15 4
mBL3
14 mBL4
0,5 -
ﬂ .
Foie Rein Rat Coeur Estomac

Figure 11 : Poids relatif des organes des rats
Foie

D’aprés la figure 11, Les résultats ont révélé un changement significatif du poids relatif du
foie chez les rats traités avec l'acétaminophene (groupe SO) a été estimé a (3,46%)
comparativement aux groupes témoin et NAC estimés a (0.33% pour ces deux groupes ) cela
peut s'expliquer par une consommation accrue d'aliments durant la période d'induction du
stress.par contre, les deux groupes traités avec les deux souches bactériennes ont présente une
réduction significative du poids relatif du foie et particulierement me groupe traité par la

bactérie BL3 (3,05%) cela peut étre due a une perte d'appétit pendant cette période.
Rein

Nos résultats indiquent une baisse du poids rénal relatif dans les groupes ayant recu les
deux bactéries BL3, BL4 estimés respectivement a (0,52%, 0,58%), et le groupe NAC estimé
a (0,50%), alors que les deux groupes témoin et groupe SO, les proportions étaient similaires
respectivement (0,64%, 0,60%).

Rat

Les résultats de I'étude sur le poids relatif de la rate ont démontré que les rats de
groupe SO, de NAC et les deux groupes traités avec les deux bactéries (BL3, BL4) ont

diminuées comparativement au groupe témoin (0,40%).
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Ceoeur

Les résultats montrent concernant le poids relatif de cceur un peu de gonflement
cardiaque chez le groupe contrdle négatif estimé a ( 0,30%) par rapport aux rats des groupes
témoin , NAC , BL3,BL4 qui était un pourcentage similaire entre eux estimés respectivement
a (0,27%, 0,28%,0,28%, 0,29%), cela peut étre due a I'exposition prolongée du corps au

stress.
Estomac

Nos résultat indique que le poids relatif de 1’estomac de groupe SO est diminué par
rapport au groupe témoin estimées respectivement (0,62%, 0,67%) tandis que les deux
groupes traitées par les bactéries BL3, BL4 et le groupe traité par le NAC qui a était un
pourcentage du poids similaire entre eux estimeé respectivement a (0,56 %, 0,56%, 0,57%) et

diminué par rapport au groupe témoin et groupe SO.
5. Evaluation des parameétres biochimiques

Aprés le sacrifice des rats, le bilan biochimique est effectué sue le sérum du sang
prélevé. Ce bilan consiste en un parameétre hépatique (ALAT), un paramétre rénal (Urée) et

unparametre lipidique (Cholestérol).

Les variations dans les concentrations sériques des parametres biochimiques ALAT,
Cholestérol et Urée chez les rats traités et les rats de groupe témoin, sont présentées dans le
tableau 07.

Tableau 07 : Taux sérique d’AIAT, de cholestérol, d’urée chez les rats de différents groupes

Cholestérol
Groupe ALAT (U/L) (g/L) Urée (g/L)
témoin 42,22 0,75 0,58
SO 53,14 0,76 0,67
NAC 30,05 0,59 0,55
BL3 28,36 0,58 0,54
BL4 27,52 0,66 0,57

(ALAT: alanine aminotransférase)
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D’aprés les résultats trouvés, nous avons remarqué une augmentation significative des
concentrations sanguines d'ALAT chez les rats de groupe SO par rapport au groupe témoin,
lesquels ont été estimeés respectivement a (53,14 U /I, 42,22U/1). ce résultat est similaire a
celui qui a obtenu par Venkatesan et ses collegues (Venkatesan et al., 2014), cette
augmentation est un signal important du stress oxydant qui été installé aprés 1’induction avec
I’acétaminophéne. Pour les rats traités aux lactobacillus BL3, BL4 et au NAC,il ya eu une
diminution importante comparativement aux rats traités a 1’acétaminophéne qui ont été
estimes respectivement (28,36U/l, 27,52U/I).Cette diminution montre un effet hépato

protecteur des lactobacillus et de NAC contre le stress oxydant.

Pour le cholestérol. Nos résultats montrent une augmentation du taux de cholestérol chez
les rats traités par l'acétaminophene (0.76 g/l) par rapport aux rats témoins (0,75 g/l), cette
augmentation est causée par le stress oxydant induit par I’administration d’acétaminophéne
quotidiennement. Apreés le traitement avec le NAC, BL3 et BL4, on remarque une diminution
du taux de cholestérol par rapport au groupe SO, (NAC : 0,59, BL3: 0,58), Cependant on
remarque une diminution tres importante du cholestérol chez les rats traités avec les bactéries
BL4 (0,66g/1). D’aprés cette évaluation, on constate que la bactérie BL4 posséde un effet
antioxydant plus important que BL3 et le NA (tableau 07).

Les résultats de 1’urée, paramétre rénal, ont montré une augmentation significative de
la teneur en urée sanguine chez les rats du groupe SO, qui ont traité par l'acétaminophene
(0,67 g/l) par rapport aux rats du groupe témoin qui a été estimée a (0,58 g/l). Pour les rats
traités avec les lactobacillus et le NAC, on a observé une diminution significative de ’urée
par rapport a ceux des rats traités avec I'acétaminophéne qui ont été estimés respectivement a
(0.57g/1 ,0.549/1 ,0.55¢/1).I’augmentation du taux d’urée dans le sang est un marquer du stress
oxydant, cependant, la diminution de ce taux apres le traitement par les bactéries BL3, BL4 et

le NAC indique que les lactobacilles et le NAC ont un effet antioxydant ( tableau 07).
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Conclusion et perspectives

L’objectif de ce travail de recherche est I’investigation de 1’effet protecteur de
lactobacillus sp LB3 LB4 in vivo contre le stress oxyda induit par 1’administration oral

d’acétaminophéne.

L’¢étude expérimentale est répartie en deux phases, la premiére consiste a 1’induction
du stress oxydant chez des rats males Wistar Albinos pendant 29 jours, suivi d’une deuxiéme
phase ou les rats sont traitésavec deux souches de lactobacillus sp LB3 BL4 pendant 28

jours.

Les conséquences de stress oxydant qui ont été enregistré chez les rats pendant cette

étude sont les suivants :

» Perte du poids avec une diminution de mouvement des rats.
> Perte significatif de ferrure.

» Augmentation du taux sérique d’ALAT, d’urée et cholestérol

Le traitement par les bactéries BL3 et BL4 provoque des effets bénéfiques pour la santé

des rats vis-a-vis le stress oxydant par :

» L’amélioration du mouvement des rats.
» Récupération de ferrure et amélioration de leur structure.
> Régulation du taux sérique des parameétres hépatiques, lipidiques et rénal (ALAT,

Cholestérol, Urée) et leur maintien aux taux physiologique.

L’administration des bactéries lactiques cause aussi une perte de poids résulte d’une

perturbation de consommation alimentaire.

Ce résultat confirme le role efficace et bénéfique des bactéries LB3 LB4 contre le

stress oxydant mieux que le NAC.

Cette etude in vivo reste insuffisance pour 1’utilisation humaine de ces souches bactérienne
afin d’explorer leurs effets antioxydant et anti obésité. Pour cela il est nécessaire de réaliser
d’autres études cliniquespour confirmé ’efficacité anti oxydante et anti obésité chez 1’étre

humain.
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Résumé

Résumé

Plusieurs études in vitro ont été réalisée indiquent que les lactobacilles ont un effet
bénéfique contre le stress oxydant. En effet, notre étude a été effectuée pour I’évaluation de
I’activité antioxydante des bactéries lactobacilles appartiennent a la souche lactobacillus sp

BL3 et BL4, in vivo, sur un modéle animal (rats).

Pour cela, un stress oxydant a été induit chez des rats males par 1’injection quotidienne

de 500mg /kg d’acétaminophéne par gavage gastrique pendant 29 jours.

Quand le stress oxydant a été installé, deux souches de lactobacillus sp BL3et BL4 ont
été administrées aux rats avec une dose de 10ml /kg pendant 28 jours. Nos résultats montre
que ces bactéries ont un effet antioxydant bénéfique contre le stress oxydant en maintien les

parametres biochimique presque aux taux physiologiques; ALAT, Cholestérol et 1’Urée.

Mais aussi on a signalé 1I’amélioration de mouvement et comportement des rats
affectés par le stress oxydant. De plus ces lactobacilles n’induit aucun effet indésirable grave
sur la santé des rats. Ce qui nous a permis de confirmer le r6le bienfaisant de bactéries a

caractére probiotique contre le stress oxydant.

Mots clés : lactobacilles, stress oxydant, lactobacillus sp, NAC, Acétaminophéne, in vivo.



Résumé

Abstract

Several studies in vitro have been carried out indicating that lactobacillis have a
beneficial effect to overcome oxidative stress. This study has been conducted to evalated the
antioxidant activity of lactobacillis bacterium belonging to the strain ‘’lactobacillus sp BL3

and BL4, in vivo’’, on an animal model (rats).

Subsequently, oxidative stress has been induced in male rats by injecting 500mg/kg of
acetaminophen through a gastric gavage for 29 days. When the oxidative stress has been
etablished, two strains of lactobacillus sp BL3 and BL4 have been given to the rats with a
dose of 10ml/kg for 28 days. The results show that these bacterium have a beneficial
antioxidant impact to overcome oxidative stress by maintaining biochemical parameters at

physiological levels: ALT, Cholesterol, and Urea.

The improvement of movement and behavior of rats affected by oxidative stress has
been also reported. In addition, these lactobacillis do not have any serious adverse effects on
rats’ health. Therefore, the beneficial role of probiotic bacterium against oxidative stress is

confirmed.

Key words: lactobacillis, oxidative stress, lactobacillus sp, NAC, Acetaminophen, in vivo.



Résumé

(oSl Slgay) s ade il L Al cluan) o ) jads ) 4 uaal) il Jal) (e el o) ya) a3

BL4 BL3 lactobacillus sp 45 ) o« Al 4l cilpaall 385U alcaall L) andil Cy jal L)

Ol siaiand) e 38/ pae 500 J esdl iad) Gasb e Oad) 585 die gkl slea a3 13¢)
lactobacillus spes il elac ) a3 I3 jall die (52uSl slea) GIA 2 5 a2 29 sl (ganall w5 3 5k (e
o 530SO alimaS ada Ll Led LSl o3a o < jelal Uil o 50 28 5aal a8/ Jal0 4o o o13all BL3 BL4
pman Ll 5 ¢ om0 380 Wil s (8 Ly sl 5 J il SSUALAT et sll Gupliall 38 55 e Jalisd) JMa
328V 5 Al 3 5l 48 ja g Ay giac

J}i\ J..)Stu\&u@uu\ﬂ\&aé&i#hb)ﬁ]giwwﬂw\b& u}ﬁnﬂhé&ﬁ_g)@—
,gmm Aga) aca élii gu g ull Jladl)

N Vivo.ol suelisul (NAC <lactobacillus sp BL3 BL4 «sauslill slgay! diiall) ciluasl) ; dalidal) cilalsl)



Année universitaire : 2021-2022 Présenté par : TEBBANI Ikram
BELKHIR Hassiba

Intitulé : Etude de I’effet des bactéries lactiques sur le stress oxydant induit chez le rat

Mémoire pour I’obtention du dipl6me de Master en
Biochimie Appliquée

Résumé

Plusieurs études in vitro ont été réalisée indiquent que les lactobacilles ont un effet bénéfique contre
le stress oxydant. En effet, notre étude a été effectuée pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante des
bactéries lactobacilles appartiennent a la souche lactobacillus sp BL3 et BL4, in vivo, sur un modele animal
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d’acétaminophéne par gavage gastrique pendant 29 jours.
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oxydant. De plus ces lactobacilles n’induit aucun effet indésirable grave sur la santé des rats. Ce qui nous a
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