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Introduction générale

Introduction générale

L'alimentation humaine joue un rdle essentiel dans notre santé et notre bien-€tre. Elle englobe
les choix que nous faisons pour notre régime alimentaire quotidien, et comprend une variété¢ de
nutriments tels que les protéines, les glucides, les lipides, les vitamines et les minéraux. Nos
habitudes alimentaires peuvent avoir un impact sur notre énergie, notre croissance, notre systéme
immunitaire et méme notre humeur. Une alimentation équilibrée et diversifiée est importante

pour maintenir un mode de vie sain (« Nations Unies au Gabon » 2020).

L'exposition des étres humains aux substances toxiques présentes dans les aliments est
devenue un grave probléme de santé¢ publique. Méme si la production de certaines de ces
substances a ¢été interdite en raison de leur dangerosité avérée pour les humains, elles persistent
dans l'environnement, ce qui entraine leur accumulation dans la chaine alimentaire. La toxicité
de nombreuses de ces substances sur les cellules et les organes humains est désormais mieux
documentée. Cependant, I'impact de ces composés sur le microbiote intestinal humain est un
domaine de recherche récent en pleine expansion, comme l'indique une ¢tude récente

(Comtet-Marre et al., 2020).

La contamination chimique est un probléme mondial de sécurité alimentaire (Scanlan, 2007).
Il existe de nombreuses substances potentiellement toxiques dans l'environnement qui peuvent

contaminer les aliments que les gens consomment.

L'utilisation des pesticides dans l'agriculture peut causer de la pollution. Les médicaments
utilisés chez les humains et les animaux peuvent également polluer les masses d'eau et présenter

un danger pour la santé des consommateurs (Anses, 2011).

L’équilibre de la microflore intestinale joue de nombreux réles pour le bien-étre et la santé de
I’homme. Par contre, la déséquilibre de cette microflore pourrait participer aux développement

de nombreuses pathologies.

L’exposition aux produits chimiques d'origine alimentaire se fait principalement via

l'alimentation (Comtet-Marre et al., 2020).

Notre travail s’intéresse au déséquilibre de la microflore intestinale qui est causé
principalement par I’alimentation contaminé par les produits chimiques. Dans ce cadre de
recherche, notre objectif principal est d’étudier le déséquilibre de la microflore intestinale

humaine en présence de certains contaminants alimentaires.

-1-
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Ce présent manuscrit est subdivisé en deux parties :

La premiére partie représente la synthése bibliographique. Cette partie inclut deux chapitres qui
sont :

e Chapitre I : Contaminants chimiques ;

e Chapitre II : Présentation du microbiote intestinal.
La deuxieme partie est consacré pour la pratique effectuée. Cette partie est fragmentée en deux
chapitres qui sont :

e Chapitre I : Matériel et méthodes ;

e Chapitre II : Résultats et discussion.
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Chapitre I

Contaminants chimiques dans

["alimentation humaine

Introduction




Chapitre [ Contaminants chimiques dans 1’alimentation humaine

Les contaminants pesticides sont des substances indésirables présentes dans les aliments qui
peuvent nuire a la santé humaine. Ceux-ci peuvent provenir de diverses sources, notamment de
I’environnement, des processus de production et de I’emballage. Ces contaminants comprennent
les résidus de pesticides, les métaux lourds, les produits chimiques utilisés dans la transformation

des aliments et les contaminants environnementaux.

1. Définition d’un contaminant chimiques dans les aliments

La Sant¢ Canada (2008) définit un contaminant alimentaire comme « toute substance
chimiques non intentionnellement ajoutés aux aliments ». Ce polluant peut provenir (Canada,
2008): De l'environnement et entrer dans la chaine alimentaire; d’une contamination

accidentelle ; de la transformation des aliments ; naturellement dans les aliments (toxine).

2. Classification des contaminants chimiques dans les aliments

Les micropolluants, qu’ils soient d’origine environnementale, vétérinaire ou phytosanitaire
peuvent contaminer les aliments d’origines végétale et animale mais aussi 1’eau que nous

consommons (
Tableau 1).

Tableau 1 : Classification des contaminants chimique (Lesa, 2019).

aromatiques polycyclique

Bap

Classe Contaminants Composé Danger possible
Pesticides Chloropyriphos Symptéme neurologique et carcinogéne
Dioxine Com;?oses organiques Carcinogéne
chlorés
Polluants organiques
ganiq Hydrocarbure

Carcinogéene

Retardateurs de flammes
bromés

PBDE ; HBCD ; TBBPA;
phénol ; PBB

Des effets cutanés, respiratoires,
nerveux, mutagénes et cancérigénes

Toxicité cardiovasculaire ; Reproductive

médicaments

Arsenic Métalloide toxique .
et développementale ;
Mercure Poisson source de mercure Neuro-toxicité,
Métaux lourds Plomb Contamination des aliments Néphro-toxicité et dysfonctionnement
par plomb tubulaire rénal ;
Contamination
Cadmium environnementale par Immunotoxicité et cancérogénicité
cadmium
Résidus des A I . ) . . . . ) . .
Antibiotiques Utilisé dans industrie animale | Tétracyclines : insuffisance intestinale
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Quinolones : agents pathogenes
résistants aux médicaments

Macrolides : hypersensibilit¢é et choc
anaphylactique

Sulfamides : |ésions rénales et
néphropathie

Additifs alimentaires Couleur ; saveur ; texture

Substances toxique

X o amines hétérocycliques Cuisson a haute température | Allergique Cancérogéne
transfére a 'aliment

nitrosamines Arome. Sel

3. Pesticide

1.1.  Définition des pesticides

Le terme "pesticide" recouvre un domaine plus large et plus générale que les expressions
"produit phytopharmaceutique" ou "produit Protection des végétaux » (Gonzalez-Barbosa et al.,

2017).

Selon la Comité européen des pesticides (1992), les pesticides représentent « toute substance
ou combinaison des substances destinées a repousser, détruire ou controler les ravageurs, y
compris vecteurs de maladies humaines ou animales, et les espéces végétales indésirables ou les
animaux qui causent des dommages ou sont autrement nuisibles pendant le processus de
production, transformation, stockage ou transport de denrées alimentaires, de produits

agriculture, etc. »

1.2.  Classification des pesticides

Les pesticides peuvent étre classifiés en plusieurs catégories en se basant sur différents
critéres tels que leur cible, leur structure chimique, leur durabilit¢ dans l'environnement ou
encore leur mécanisme d'action, comme expliqué par Djeffal en 2014. Fondamentalement, ces
produits phytosanitaires se regroupent en trois grandes familles en fonction de leur objectif
principal : les herbicides qui ciblent les plantes, les fongicides qui s'attaquent aux champignons,

et les insecticides qui visent les insectes (comme indiqué dans le Tableau 2).

Tableau 2 : Classification des pesticide en fonction de leurs cible.

Classes Définitions (Mairif, 2014) Définitions (Mairif, 2014)
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Composés chlorophénoxy

Les pesticides les plus utilisés dans le monde. lls sont
. s . Pentachlorophénol
Herbicid | destinés a éliminer les végétaux rentrant en concurrence P
es avec les plantes a protéger en ralentissant leur . . .

P proteg Crésol nitrophénol
croissance.

Paraquat, diquat

Organophosphates
| ] IIs sont utilisés pour la protection des plantes contre les | carbamates
nsectici
. insectes. lIs interviennent en éliminant ou en empéchant

e )
leur reproduction. Organochlorés

Perythrine et pyréthroide

Benzéne substitués
BRI lls permettent de combattre la prolifération des maladies | Thicarbamates

ongici
des plantes provoquées par des champignons ou encore
e

des bactéries. Dithiocarbamates

Composés organométhalliques

1.3. Impact des pesticides sur la santé humaine

Chaque année, I'Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) a estimé qu’il y a un million de cas
graves d'empoisonnement aux pesticides dans le monde, dont environ 220 000 mort (Comités de

Protection des Personnes, 2002).

Les effets indésirables des pesticides peuvent survenir immédiatement ou sur une courte
période, aprés exposition ou absorption de poison, d'intoxication aigu€ a chronique (Tron et al.,
2001). L'exposition aux pesticides se caractérise par de multiples voies l'exposition, car ces
substances peuvent pénétrer dans l'organisme au contact de la peau, avaler et inhaler. Les

différents modes d’exposition de I’homme aux pesticides sont illustrés dans la Figure 1
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Environnement ? Chaine alimentaire
Faune
Alimentation
Habitat Flore
Culture

Jardinage
Elevage
Transferts Agriculture
inter-compartiments \ / Elevage
et transformations 5 |
Pesticides

Figure 1 : Modes d’exposition de I’environnement et de I’homme aux Pesticides (Comités de

Protection des Personnes, 2002).

2. Antibiotiques

2.1. Définition des antibiotiques

Un antibiotique est un agent antibactérien naturel ou synthétique, microbien ou chimiquement

synthétisé, capable d'inhiber en particulier la croissance d'autres micro-organismes par un

mécanisme spécifique qui affecte les mécanismes essentiels de I'embryon. Pour étre actif, un

antibiotique doit pénétrer la bactérie sans n’étre détruit ni modifié, se lier a la cible et perturber la

physiologie bactérienne (Akash et al., 2019). En effet, les antibiotiques ont :

U Un effet antibactérien (spectre d'action) ;

0 Une toxicité sélective (mode d'action) ;

0 Une activité en milieu organique (pharmacocinétique).

0 Une bonne absorption et distribution dans le corps.

2.2, Classification des antibiotiques et leurs mode d’action

Il y a deux modes d’action des antibiotiques (Gaudy et al., 2005) :
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0 Bactériostatique, s'il n'y a qu'une simple inhibition de croissance bactérienne ;

0 Bactéricide, si la bactérie est morte.

Les cinq cibles des antibiotiques sont (Selman-Waksman, 2010) :

0 La paroi bactérienne (béta-lactamines, glycopeptides) ;

0 La synthese des peptidoglycanes

0 La synthése de I’ADN (quinolones, nitro-imidazolés) ;

0 La synthése protéique (macrolides, aminosides, cyclines) ;

0 DL’inhibition compétitive (sulfaméthoxazole et triméthoprime).

0 Les principales familles d’antibiotiques (Talbert et al., 2009) sont mentionnées sur le

Tableau 3. Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs criteres :

0 Tlorigine (naturelle, semi-synthétique et synthétique),

0 le mécanisme d'action,

0 le spectre d’action,

0 et la composition chimique.

Tableau 3 : Grandes familles d’antibiotiques.

Classes Exemples Activité Mécanisme d’action

Inhibition de la synthése de la paroi des

Bétalactamines Pénicillines Bactéricide .
bactéries.
Aminosides Streptomycine Bactéricide Inhibition de la synthése protéique
. Bactériostatiq o . .
Phenicoles Chloramphenicol Inhibition de la synthése protéique

ue
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antibiotiques

) ] . Bactériostatiq o R .
Cyclines Tétracyclines Inhibition de la synthése protéique
ue
] . Bactériostatiq o ]
Macrolides Macrolides Inhibition de la synthése protéique
ue
) ) o Inhibition de la synthése de la membrane
Polypeptides Polymyxine B Bactéricide )
plasmique.
Sulfamides Sulfonamides Inhibition de la synthése de I'acide folique
. Quinolones o o )
Quinolones o Bactéricide Inhibition de la synthése de I’ADN bactérien
urinaires
Divers
Rifamycines Bactéricide Plusieurs

2.3. Impact Des résidus d’antibiotiques sur la santé humaine

En général, on peut résumer les conséquences des résidus des antibiotiques dans

I’alimentation dans les points suivants :

0 L’invasion de certaines populations bactériennes faisant partie de la flore normale

entrainant le développement d'autres populations bactériennes pouvant étre pathogenes

ou pathogeénes opportunistes. Ce phénomeéne est appelé « abaissement des barriéres

microbiologiques » (Chataigner et Stevens, 2003) ou "résistance réduite a la colonisation

(Vollaard & Clasener, 1994). La Figure 2 explique la relation entre la résistance

bactérienne et les résidus d’antibiotiques dans les aliments.

0 Les risques toxiques résultent de I'absorption répétée d'aliments contenant des résidus

antibiotiques et leur accumulation dans le corps humain, il dépend aussi la dose et le type

d'antibiotique consommé (Jeon et al., 2008).

0 Ces résidus provoquent une réponse immunitaire allergique (Jeon et al., 2008).

0 Ce sont des cancérigenes a long terme (Layada, 2016).
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Figure 2 : Résistance aux antibiotiques (Simone, 2021).

3. Additifs alimentaires

1.1. Définition des additifs alimentaires

Un additif peut étre décrit comme une substance qui ne peut pas étre normalement
consommeée en tant qu'aliment de base, qu'elle ait ou non une valeur nutritive, et qui n'est pas
considérée comme un ingrédient essentiel dans la création d'un aliment, comme l'a défini

I'APAB en 2011.

A titre d’exemple, une boisson gazeuse (soda) est une boisson constituée d'eau, de gaz

carbonique, de sucre ainsi que d'additifs alimentaires (Meunier, 2011).

Il y a un grand nombre des additifs alimentaires qui sont utilisés dans différents produits dont
les boissons gazeuses. Comme leurs noms l'indiquent, les additifs sont des produits ajoutés aux
produits alimentaires de base dans le but d'en améliorer la conservation, la couleur, le golt et

l'aspect.

1.2.  Classification des additifs alimentaire

En 2012, 1'Algérie a mis en place le décret exécutif 12-214 qui concerne les additifs
alimentaires. Ce décret s'inspire du Codex Alimentarius, un systéme international de
classification utilisant le systéme de numérotation SIN. Selon cette réglementation, les fabricants

algériens sont légalement tenus d'indiquer sur I'emballage de chaque produit alimentaire un
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numéro SIN suivi d'un chiffre spécifique. Par exemple, un numéro SIN suivi du chiffre 1
correspond a un colorant, du chiffre 2 a un conservateur, du chiffre 3 a un antioxydant, du chiffre
4 a un stabilisant, du chiffre 5 a un correcteur ou un régulateur, et du chiffre 6 a un exhausteur de

golt (voir le Journal Officiel de la République Algérienne N° 30, 2012).

Il convient de souligner que pour les produits d'origine européenne, I'équivalent du systéme
de numérotation "SIN" utilisé en Algérie est le systéme "E". Ainsi, tous les additifs alimentaires
ayant un code d'identification européen se composent de la lettre "E" suivie d'un numéro
spécifique qui permet de les classer dans différentes catégories. Par exemple, le code E 100 est
associ¢ aux colorants, le code E 200 aux conservateurs, le code E 300 aux agents anti-oxygene,
et le code E 400 aux agents de texture, conformément aux directives du Journal Officiel de la

République Algérienne N° 30, 2012.

Par exemple, E 100 pour les colorants, E 200 pour les conservateurs, E 300 pour les agents
anti-oxygene, E 400 pour les agents de texture (Journal Officiel de la République Algérienne

N° 30, 2012).

Selon le Tableau 4, il existe 8 classes des additifs alimentaires en fonction de leur objectifs
d’utilisation. Généralement, des concentrations élevées d’additifs alimentaires sont utilisées dans
les sucreries, les desserts, les barres de céréales, les boissons et presque tous les aliments

manufacturés surgelés.

Tableau 4 : Types des additifs alimentaires selon leur origine (Dar et al., 2017).

Type Objectif de I'ajout Exemples Utilisation

I empéchent la Nitrites (le nitrite de sodium) o ] i
Biscuits, champignons surgelés,

croissance de microbes

Sulfites (dioxyde de soufre, sulfite de | POiSSOns gazeuses, cornichons,

sodium 221), sauces, fruits secs, jus de fruits,

Cons | ou la détérioration et aide

ervat | a préserver la saveur, la o
produits a base de pommes de

eurs | texture, la comestibilité et . duits  faible t
; erre, produits a faible teneur en
la valeur nutritive des Sorbates (le sorbate de sodium, le P

; sucre, céréales, produits carnés.
aliments. sorbate de potassium).
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Benzoate (benzoate de sodium,
I'acide benzoique)

Il Fournissent un goat

Edulcorants caloriques : Dextrose,

Sirop de glucose, cristallin Fructose,

Aliments et boissons transformés,

Edulc ] i préparations pour soupes,
sucré comme celui du sirop de mais. . L .
orant boissons sucrées, jus de fruits,
sucre avec ou sans les borb it de fruit
S extra-calories Edulcorants artificiels : Saccharine, onbons, CoNTItUTes de frults,
Aspartame, Acésulfame-K, Sucralose gelees
Additi | Tout colorant ou pigment ) )
o Couleur caramel (ce qui donne le brun | Glace, boissons gazeuses,
fs de | utilisé pour rendre les . . .
) ) cola et I'or de la biéere) : colorants poisson, boissons gazeuses,
coule | colorants alimentaires . .
) . azoiques, desserts, bonbons, sauces, vin.
ur existants plus brillants
Aromes chimiques : alcools, esters,
Save : i
) lls sont ajoutés pour cetones et pyrazines. Snacking, glaces, yaourts,
urs e
améliorer la saveur des - e . . boissons, biscuits, cornichons,
épice Aromes naturels : fruits, noix, fruits
aliments . Ve . sauces
s de mer, mélanges d'épices, légumes et
vin
Glutamate monosodique (E621),
Exha I . Glutamate mono-potassique (E623),
lIs sont utilisés pour faire o )
usseu ) Diglutamate de calcium (626), Acide Confiseries, boissons, snacks,
ressortir la saveur sans ’ .
rs de i guany“que (E627), Guany|ate de gommes, sauces, soupes, vins,
ajouter une saveur de leur ) )
saveu sodium (E630) cidres, glaces, yaourts, boissons
source naturelle ’
rs
Acide inosinique
Agent Ferrocyanure de sodium, décahydraté, | Lait en poudre, Biscuit,
s lls sont composés propyléne glycol, meédicaments.
anti-a | anhydres conservés sous
Silicate de magnésium, Oxyde de
gglom | forme de poudres ou de o g . Chips de pommes de terre,
érant | matériaux granulés magnésium, Cellulose, Calcium, . e
N ) o céréales pour petit-déjeuner
s silicate, dioxyde de silicium
Ester de polyglycérol (PGE), ester de
lls sont solubles dans la ) ) ) )
Emul ) sorbitan (SOE), ester de PG (PGME), Lait, fromage, lait en poudre, lait
» graisse et dans l'eau et Lo Lo ) ) ) . .
sifiers lécithine, Iécithine de soja, stéaroyl di écrémé, glace- cremes, yaourts

forment une émulsion

laciate de calcium CSL
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Acidulants ; Acide lactique (E270),
Agent Acide malique (E296), Acide

sde | lls contrdlent I'acidité et phosphorique (E338).Agents o ) ]
o o ) ) Produits laitiers, boissons sucrées,
contr | l'alcalinité et conserver la | alcalinisants ; Citrate de potassium, ) )
) ) ) ] glaces, fruits confitures et gelées
Ole du | saveur des aliments Carbonate de calcium, Acétate de

pH calcium, Bicarbonate de sodium,

Lactates de sodium

1.3. Impact des additifs alimentaires pour la santé humaine

L’utilisation d’additifs alimentaires a considérablement augmenté au cours des derniéres
décennies. On estime qu’environ 85 % de 1’alimentation occidentale est actuellement composée
de divers aliments transformés. Actuellement, en moyenne, chaque personne consomme entre
3,63 et 4,54 kg d’additifs alimentaires par an, certaines personnes en consommant bien plus (Dar

et al., 2017) .

Le risque associ¢ a ’utilisation toujours croissante d’additifs alimentaires en grande quantité
dans notre vie quotidienne constitue un risque énorme pour notre systéme immunitaire,
entrainant divers troubles et maladies (Dar et al., 2017). Gaiani (2009) a cité les principaux

effets des AA sur la santé humaine (Gaiani, 2009), qui sont :

0 Effets cancérigénes au niveau des acides nucléiques génétiques ;

0 Effet mutagéne et surtout mutations contagieuses héréditaires ;

0 Effet dangereux sur la reproduction : 1’adultes (capacité de reproduction) et le foetus

(risques tératogénes qui comprennent les malformations) ;

0 Effets neurotoxiques tardifs ;

0 Effet immunologique : la toxicité pour les organes (rate ou thymus) et les tissus
(lymphocytes) ;

0 Effet sensibilisant : I’intolérance individuelle se produit a petites doses ;

0 Drautres effets : hyperactivité infantile, problémes intestinaux et dépendance.
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Conclusion

Les contaminants chimiques en agriculture proviennent de diverses sources, notamment les
pesticides, les résidus de médicaments vétérinaires, les métaux lourds, les produits chimiques de
transformation et les additifs alimentaires, et posent un risque important pour la sécurité
alimentaire. Ces contaminants peuvent avoir des effets négatifs sur la sant¢ humaine lorsqu’ils
sont présents en concentrations élevées dans les aliments. Ils peuvent provoquer des maladies
graves telles que des troubles neurologiques, des cancers et des problémes de développement
chez les enfants. La réglementation alimentaire vise a limiter la présence de contaminants
chimiques dans les aliments en fixant des limites maximales autorisées et en surveillant leur
respect. Cependant, il est important de toujours étre vigilant pour garantir la sécurité des aliments
que nous consommons. Il est également important de sensibiliser le public a ce probléeme et de
promouvoir des pratiques agricoles durables et des méthodes de production alimentaire plus

stires pour réduire le risque de contaminants chimiques dans 'approvisionnement alimentaire

Chapitre 11

Microflore intestinale humaine




Chapitre I Microflore intestinale humaine
e —————————e et —

Introduction

Le corps humain est constitu¢ de multiples microbiotes, présents au niveau de la cavité
buccale, de la peau, des poumons et méme au niveau vaginal. Ce chapitre se concentre sur le
microbiote intestinal, qui représente 1’unité écologique la plus importante et la plus diversifi¢e

parmi ces divers microbiotes.

Cette étude fait de méme en abordant uniquement toutes les bactéries présentes dans I’ intestin

humain sous le terme de microbiote intestinal.

1. Définition de 1a microflore intestinale

Le microbiote intestinal, également connu sous le nom de flore intestinale, est un complexe
d'organismes microscopiques qui résident dans le systeme digestif humain, en particulier dans
l'intestin. Cette communauté de micro-organismes, non pathogeéne pour I'homme, recouvre la
surface de la muqueuse intestinale et comprend des champignons, des virus, des levures, des
archées et principalement des bactéries. La densité de ces bactéries peut atteindre jusqu'a 1014
cellules, soit 100 fois plus que le nombre de cellules dans le corps humain. Cette densité
augmente progressivement de 1'estomac jusqu'au célon, qui est également appelé le gros intestin,
ou le microbiote est le plus abondant. Cette figure peut illustrer cette variation. Le microbiote
intestinal joue un role essentiel dans la digestion, I'immunité et divers aspects de la santé

humaine.(Corblin, 2020; Fernandez, 2014) comme on peut le voir par la suite sur la Figure 3.
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Figure 3 : Densité bactérienne dans les différents compartiments du tube digestif humain
(Nicolas, 2016) .

Chez I'homme la microflore intestinale renferme environ 95% des bactéries de I’organisme y
est retrouvée avec une variété de 160 a 200 espeéces différentes. Son poids peut atteindre jusqu’a
2 kilogrammes et son métagénome contient 100 fois plus de genes que le génome humain, soit

environ 200 000 geénes (Fernandez, 2014; Marteau & Shanahan, 2003).

Le microbiote intestinal est un élément clé de I'écosystéme intestinal, aux cotés de la
mugqueuse digestive qu'il recouvre et du systéme immunitaire avec lequel il interagit. 11 est
reconnu comme un organe a part entiere, fonctionnant en symbiose avec le corps humain et

assumant diverses fonctions essenticlles (Corblin, 2020).

mposition microbiote intestinal humain

L’homme est parfois décrit comme un métagénome, il est composé de I’ensemble des génes
du génome humain d’une part et du microbiome bactérien d’autre part, le microbiome comporte

100 fois plus de genes que le génome humain (Cani et al., 2021).

Chez un individu humain, le microbiote intestinal est composé de 10'* bactéries et archées
réparti en 1000 espéces bactériennes. De plus, le génome du microbiome dans l'intestin humain
contiendrait au moins 150 fois le nombre de genes humains et la biomasse de l'intestin le
microbiote peut atteindre a 1,5 kg (Lv et al.,, 2019). Le microbiote intestinal est dominé
principalement par deux phylums : les firmicutes et les bacteroidetes constituent plus de 90 %
des especes connues catégories phylogénétiques et dominent l'intestin sain microbiote (Cani et
al., 2021; Gérard & Vidal, 2019), alors que les actinobactéries, les protéobactéries et

Verrucomicrobia sont des constituants fréquents, mais généralement mineurs (Cani et al., 2021).

Les 10" bactéries sont principalement constituées de cinq phylums majeurs classés par ordre

d’importance :

1. Les Firmicutes sont a Gram positif et jouent un rdle clé dans la nutrition et le
métabolisme de 1'hdte grace a la synthése SCFA. Par leurs produits métaboliques, les
bactéries Firmicutes sont indirectement connectées avec d'autres tissus et organes et
réguler la faim et la satiété (Stojanov et al., 2020).

2. Les Bacteroidetes sont Gram-négatif et associé a l'immunomodulation. Leurs

composants, lipopolysaccharides et flagelline, interagissent avec les récepteurs

-17-
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cellulaires et renforcent les réactions immunitaires par la synthése de cytokines
(Stojanov et al., 2020).

3. Les Actinobacteria constituent le troisieme phylum majoritaire, regroupant des
especes bactériennes Gram + a haut pourcentage en GC. Il ne représente qu’environ
3% des bactéries du microbiote. Les Actinobacteria comprennent en particulier le
genre Bifidobacterium.

4. Les Proteobacteria contenant I’ordre des Entérobacteriales qui sont des bactéries
anaérobies facultatives que I’on retrouve en faible quantité.

5. Les Verrucomicrobia

2. Facteurs influencant la diversité du microbiote intestinal

Les caractéristiques de composition du microbiome intestinal sont influencé par un certain
nombre de facteurs, I'ensemencement initial et la trajectoire vers une diversité et une stabilité
saines de type adulte étant déterminés par le mode de 1'accouchement (césarienne vs par vagin) et
les schémas d'alimentation précoce (allaitement au sein vs lait maternis¢). La génétique de I'hote
joue également un role, tout comme la géographie lieu, alors que le stress tout au long de la vie
peut étre considéré comme une menace pour la diversité du microbiome intestinal. On pense
¢galement qu'un régime occidentalisé compromettent 1'intégrité du microbiome intestinal, alors
qu'un apport accru en fibres est associé¢ a une diversité accrue. L'exercice pourrait également
favoriser la stabilit¢ d'un microbiome de santé, bien que le processus de vieillissement soit
associé a une diversité de plus en plus restreinte, tout comme de nombreux états pathologiques et

excessifs/ utilisation inappropriée d'antibiotiques (Clarke et al., 2019).

Un certain nombre de facteurs intrinseéques également détermine la composition du
microbiome intestinal, y compris les sécrétions gastriques, les immunoglobulines IgA et la

production de peptides antimicrobiens, et la mobilité gastro-intestinale (Clarke et al., 2019).

3. Role de la flore intestinale

Le microbiote intestinal humain est indispensable aux bon fonctionnement physiologique de

’organisme.
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1.1. Role immunitaire

Un réle d'effet barriére, il joue sur la modulation du systéme immunitaire des les premicres
années de vie, le microbiote est en effet nécessaire pour que I’immunité intestinale apprenne a

distinguer les especes amies (commensales) des pathogenes (Islam et al., 2022).

1.2. Role digestif

Le role de l'intestin est essentiel dans le processus de digestion et d'absorption des nutriments.

Voici quelques-unes de ses fonctions principales (Belaid, 2021):

0 Ils assurent la fermentation des substrats et des résidus alimentaires non digestibles.

0 Ils facilitent I’assimilation des nutriments graice a un ensemble d’enzymes dont les

cellules humaines sont dépourvues.

0 Ils assurent I’hydrolyse de I’amidon, de la cellulose, des polysaccharides...

0 Ils participent a la synthése de certaines vitamines (vitamine K, certaines vitamines B) et

a trois acides aminés essentiels : la valine, la leucine et 1’isoleucine.

0 IIs régulent plusicurs voies métaboliques : absorption des acides gras, du calcium, du

magnésium.
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1.3. Role métabolique

[ TLa présence de la flore intestinale, également connue sous le nom de microbiote

intestinal, revét une importance capitale pour le maintien de la santé des cellules du
systeme digestif. Cette importance se manifeste principalement par son rdle dans
I'¢limination des protéines excédentaires ou anormales, ainsi que dans la régulation des
signaux de transduction et des processus du cycle cellulaire, comme I'a souligné Belaid
en 2021. Cependant, il convient de noter que la compréhension exacte de la manicre dont
le microbiote intestinal exerce ces fonctions nécessite des recherches supplémentaires

pour approfondir nos connaissances sur ce sujet.

0 Les bactéries présentes dans le microbiote intestinal jouent un réle dans la transformation

des lipides. Elles utilisent une enzyme appelée lipase pour convertir les lipides en
triglycérides. Par la suite, ces triglycérides subissent une hydrolyse, se décomposant en
acides gras qui comportent de 20 a 22 carbones non métabolisables. De plus, ils générent
des acides gras insaturés contenant 18 carbones, lesquels subiront une réduction

ultérieure, comme I'a démontré Code en 2023.

0 Une fonction métabolique majeure du microbiote intestinal est sa capacité a dégrader

certains nutriments non digestibles par I’hote (Adak et khan, 2019).

2. Dvsbiose intestinale

La dysbiose intestinale désigne un désiquilibre ou une perturbation de la composition du
microbiote intestinal, comme illustré dans la Figure 4. Cette situation engendre des changements
dans le fonctionnement normal du microbiote intestinal et est associée a 'apparition de diverses

affections pathologiques, comme 1'a mis en évidence Luu en 2018.

La dysbiose intestinale peut &tre catégorisée en trois principaux types : la diminution
d'organismes bénéfiques, la prolifération excessive d'organismes potentiellement nuisibles, et la
réduction de la diversité microbienne globale. De plus, il est important de noter que ces trois
types ne sont pas mutuellement exclusifs et peuvent coexister dans le microbiote intestinal. Cette
complexité peut avoir des implications significatives pour la santé digestive et globale,
soulignant ainsi I'importance de maintenir un équilibre microbiotique optimal pour favoriser la

sant¢ intestinale (De Luca & Shoenfeld, 2019).
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Figure 4 : Définitions de la dysbiose (Hooks & O’Malley, 2017).

Un nombre croissant de recherches suggerent que le microbiote intestinal, qui joue un role
important dans 1'immunité et le métabolisme de 1'hote, interagit avec les xénobiotiques tels que
les polluants chimiques environnementaux et les contaminants nouvellement formés dans les

aliments (Comtet-Marre et al., 2020).

3. Effets toxicologiques des pesticides sur le microbiote intestinal

L'impact des pesticides sur le tube digestif est particuliérement intéressant, entrainant des
altérations des communautés du microbiote intestinal et une dysbiose (Giambo et al., 2021).
Récemment, une analyse approfondie des effets des pesticides sur le microbiote de différents
organismes a ¢été réalisée par Giambo, Teodoro, Costa et Fenga (Tableau 5). Les données d'un
total de 117 articles sur l'action des pesticides ont été examinées dans le microbiote intestinal de

diverses especes.

A partir des données quantitatives et qualitatives de ces articles examinés, un mécanisme
pathogéne commun a été proposé, soulignant que les pesticides perturbent la composition et la
fonctionnalité typiques du microbiome intestinal avec la modulation de différents types de
phylum. Ces anomalies conduisent a des déséquilibres métaboliques importants, en particulier
dans les voies métaboliques liées a 1'énergie et aux graisses, au stress oxydatif et aux dommages
al'ADN.

Le microbiote altéré apres une exposition aigué€ aux pesticides change le développement des
structures intestinales, notamment la diminution de la prolifération cellulaire dans les cryptes,

l'expression des marqueurs des cellules souches ainsi que des marqueurs des cellules sécrétoires,
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la réduction du nombre de cellules caliciformes et de la protéine mucine et la diminution des

niveaux d'expression de repéres de jonctions étanches.

Le microbiote intestinal pourrait modifier des métabolites spécifiques ou des voies
métaboliques spécifiques, affectant davantage 1’hote. Par conséquent, leurs roles dans les effets

toxiques induits par les pesticides doivent étre étudiés en profondeur

Tableau 5 : Actuelle sur la perturbation du microbiote intestinal due a l'exposition aux

pesticides.
Pesticide Espéce Perturbation intestinale Auteurs
) Diminution des Protéobactéries et
Abeilles (Motta et al., 2020)
des Actinobactéries
Herbicide Glyphosate
) Diminution des Firmicutes et
Souris ) ) (Pu et al., 2020)
Augmentation des Bacteroidetes
) Augmentation des Actinobactéries,
Souris ) )
Protéobactéries, Bacteroidetes (Yan et al., 2021)
.. Sulfate d'endosulfan, Diminution des Firmicutes
Insecticides ) )
Imidaclopride
Augumentation des Bacteroidetes
Crabs o . (Yang et al., 2020)
Diminution des Protéobactéries
Thirame, Chlorothalonil, Diminution des Firmicutes et
Fongicides ) Poulet ) (Kong et al., 2020)
procymidone Protéobactéries

4. Effets des antibiotiques sur le microbiote intestinal

Les médicaments les plus fréquemment prescrits pour les maladies infectieuses sont les
antibiotiques. Toute en ciblant principalement les bactéries pathogenes, les antibiotiques
attaquent également les microbes intestinaux bénéfiques, entrainant une altération de la

composition du microbiote.

Le tractus gastro-intestinale est 1’organe le plus sensible aux antibiotiques pris par voie orale.
L’intestin possedes trois barriéres : une barricre physique constituée les cellules épithéliales
intestinales reliées par des jonctions serrées intra-épithéliales, une barriére sécrétoire composée
de mucus et de peptides antimicrobiens et une barriére immunologique composée de différents
types de cellules immunitaires et de biomolécules. En plus d’affecter le microbiote intestinal, les
traitements antibiotiques endommagent les trois barriéres intestinales. Les changements induits

par les antibiotiques dans la composition du microbiote intestinal modifient la production de
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mucine, de cytokines, affaiblissant la barriére des cellules épithéliales intestinales (Kesavelu &

Jog, 2023).

Différent niveaux de preuve confirment que 1’administration d’antibiotiques entraine une
dysbiose du microbiote intestinal, qui implique principalement une réduction de la diversité
globale des espéces du microbiote intestinal, y compris la perte de certains taxons importants
qui provoque des changements métaboliques, des altération de I’expression des genes, de
I’activités des protéines et du métabolome intestinal, une colonisation compromise la résistance
aux bactéries nocives envahissantes 1’émergence de microbe résistants aux antibiotiques. De
plus, les changements induits par les antibiotiques dans le microbiote intestinal perturbent les
intéraction shote-microbiote, entrainant une infectiosité accrue et des infections intestinales

aigues (Kesavelu & Jog, 2023).

5. Effets des additifs alimentaires sur la microflore intestinale

L’utilisation des additifs alimentaires s’est rapidement développée dans le monde au cours des
derniéres décennies et devrait encore augmenter a I’avenir. Ces derniéres années, un nombre
croissant d’études réalisées chez 1'animal ont rapporté les effets néfastes de certains additifs
alimentaires couramment utilisés sur ’homéostasie intestinale, suggérant un lien entre leur
consommation et le développement/aggravation de maladies intestinales et métaboliques
humaines (Laudisi et al., 2019). Si le microbiote intestinal est contaminé par des additifs
alimentaires, il peut &tre modifi¢, favorisant la croissance de différentes espéces ou limitant

d’autres, provoquant un déséquilibre entre elles, affectant leurs actions.

Une exposition a long terme a de faibles doses d'émulsifiants alimentaires polysorbate 80 et
carboxyméthylcellulose a rapporté des effets indésirables sur I'homéostasie intestinale chez les
souris qui ont présenté des symptomes similaires a ceux observés chez les patients atteints du

syndrome métabolique (Chassaing et al., 2015).

Les édulcorants artificiels non caloriques sont des additifs alimentaires courants qui conférent
un golt sucré et une faible teneur en calories. Ils sont largement présents dans les boissons
gazeuses, les snacks et les produits laitiers. Suez et coll. ont montré que la prise orale a long

terme de saccharine induisait une intolérance au glucose et une dysbiose chez la souris.

Ruiz et ses collaborateurs ont signalé une exacerbation de 1’inflammation intestinale chez des

souris atteintes de colite et nourries avec un régime enrichi en titanium dioxide (colorant blanc).
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Probablement, le titanium dioxide puisse compromettre la tolérance intestinale aux antigeénes

alimentaires et aux bactéries commensales (Ruiz et al., 2017).

Le e-polylysine est un polymere organique fabriqué a partir de lysine (un acide aminé), il est
au méme temps un conservateur alimentaire et un agent antibactérien. En effet, une prise
prolongée de 1'homopolymeére cationique e-polylysine puisse déclencher des altérations

permanentes de la composition microbienne et induire des colites (Shahare et al., 2013).
Conclusion

Les effets des additifs alimentaires sur la microflore intestinale varient en fonction du type
d'additif et de la sensibilité¢ individuelle. Certains additifs pourraient potentiellement perturber
'équilibre de la microflore, ce qui pourrait avoir des conséquences sur la santé digestive et
immunitaire & long terme. Cependant, des recherches plus approfondies sont nécessaires pour
comprendre pleinement les impacts spécifiques de chaque additif sur la santé intestinale. Il est
conseillé de consommer des aliments naturels et équilibrés pour préserver la santé de la

microflore intestinale.
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1. Objectifs de recherche

1.1. _ Objectif principal

Notre objectif principal est d’étudier I’effet des contaminants chimiques (les pesticides, les
antibiotiques, le chlore dans I'eau et les additifs alimentaires) sur la flore intestinale humaine in
vitro.
1.2.  Objectifs secondaires

Notre objectif principal nous permet de tirer plusieurs objectifs secondaires, qui sont :

1- Etudier I’effet des pesticides sur la microflore intestinale humaine a partir :

0 Danalyse des données recueilles a I’aide d’un questionnaire destiné aux agriculteurs ;

0 Le dénombrement des espéces de la flore intestinale chez les personnes saines et

personne exposeés aux pesticides

0 La recherche des résidus des pesticides dans les différents aliments (fruits et Iégumes)

par la méthode de diffusion sur gélose ;

0 La confirmation de D’activité bactéricide des solutions de pesticide de différentes

concentrations.

2- Etudier I’effet des antibiotiques sur la microflore intestinale humaine a partir :

0 Larecherche des résidus antibiotiques dans la fois du poulet par la méthode de diffusion

sur gélose.

0 La confirmation de I’activité antibactérienne des solutions d’antibiotique de différentes

concentrations.

3- Etudier I’effet des additifs alimentaires sur la microflore intestinale humaine a partir un test

d’activité antibactérienne des additifs alimentaires (colorants alimentaires/boissons).
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2. Type et lieu de pré-étude
I1 s’agit d’une pré-enquéte épidémiologique descriptive qui est complétée par :

1- Une pré-étude cas-témoins qu’a été réalisée a partir des analyses microbiologiques des
selles des personnes exposées aux pesticides a long durée. Elle a débuté au 15 Mars 2023
et elle s’est poursuivie jusqu’au 15 avril de la méme année au niveau de laboratoire
d’hygiene EPSP de Bouira (Annexe a).

2- Une pré-étude expérimentale qu’a été effectuée a partir la recherche des résidus des
pesticides et des antibiotiques dans certains aliments, et la réalisation de test d’activité
antibactérienne des additifs alimentaires. Cette partie a été pratiquée au niveau de

laboratoire de notre Facult¢ SVN de I’université de Bouira, durant 15 jours.

3. Population cible

Notre pré-enquéte s’est portée sur une population adulte, de sexe masculin 4gés de 18 a 65
ans, de la wilaya de Bouira. Du point de vue méthodologique, les agriculteurs qui ont été¢ soumis
a cette pré-enquéte sont tirées de facon aléatoire. Le Tableau 6 illustre les critére d’inclusion et

d’exclusion.

Tableau 6 : Critéres d’inclusion et d’exclusion pour la pré-enquéte.

Critére d’inclusion Critere d’exclusion

R . Personne moins de 18 ans ou plus de
Adulte dges de 18 ans a 65 ans. 65
ans.

Personne habite a la wilaya de
] Personne gravement malade.
Bouira.

Personne refuse la participation.

4. Matériel utilisé

4.1. Auto-questionnaire destiné aux agriculteurs

Le questionnaire (Annexe b) comprendre un ensemble des rubriques principales qui a leur
tour contient des questions, dont la plupart sont facultatif (contient plusieurs options). Il contient

les éléments suivants :
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0 Identification de I’enquété : 1’age, la résidence, nombre d’enfants... etc.

0 Identification de I’exploitation : nous avons posé des questions sur 1’investisseur par

0 Les mesures de sécurité prises lors du traitement et les risques inhérents

0 Local de stockage

0 Gestion des déchets de pesticides

0 Pesticides et santé de 1’ Agriculteur

0 Questions sur le microbiote qui sont tirées du questionnaire auto-administré en ligne de

I’enquéte Ifop, auprés d’un échantillon de 985 personnes, représentatif de la population

francaise agée de 18 ans et plus, du 25 au 29 aotit 2017.

4.2.  Souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées sont notées sur le Tableau 7.

Tableau 7 : Souches bactériennes et leur origine.

Souches
. Origine
bactérienne

) Matiére fécale
E. coli .
humaine

Matiére fécale

Lactobacilles

humaine

Proteus mirabilis

Urines humaines

Bacillus subtiles ATCC 6633
Staphylococcus

ATCC6538
aureus

4.3.  Produits chimiques

Le Tableau 8 illustre en détail les produits chimiques qui sont utilisés dans notre pré-étude.

Tableau 8 : Milieux et techniques d’ensemencent.
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Classe Produits

Insecticides « AKOFOS 48 EC » Il contient 480 g/l de Chlorpyriphos (Annexe)

Disques : Erythromycine (E15), Pipéracilline (PIP30), Céfadroxil (CDR30)

Antibiotiques

Poudres : Macrolides et tétracycline

SIN141 : Complexe cuivrique de chlorophylline sodique (colorant vert)
Additifs alimentaire E102 : Tartrazine (colorant jaune)

E131 : Bleu patenté V (colorant bleu)

5. Etude microbiologique des selles des agriculteurs

5.1. Condition du prélévement et du transport des échantillons de selles

Avant de se lancer dans toute investigation sur les échantillons du patient, un consentement
est signé par chaque patient qui le suit en assurant 1’avis favorable et I’anonymat des patients.
Chaque personne incluse dans 1’étude a regu un pot sec, propre et étiqueté avec un code afin de
prélever un échantillon de selles le lendemain matin. Avant tout prélévement, certaines régles
d’asepsie doivent étre respectées pour €viter toute contamination possible de la flore intestinale,

le volontaire devra obligatoirement :

0 Eviter les aliments qui laissent des résidus ou qui colorent les selles.

O Se laver et désinfecter les mains avant la récolte de 1’échantillon.

0 Déféquer dans un pot de crachat stérile et sec a bouchage hermétique pour récolter les

selles.

0 Les selles ne doivent surtout pas étre mélanger aux urines.

0 Les selles sont prélevées au moment des toilettages matinaux.

0 Fermer hermétiquement et rapidement le pot qui contient 1’échantillon.

Immeédiatement, I’ensemble des échantillons recueillis sera transporté, dans une glaciére

contenant les sachets réfrigérants (= 4°C), dans une période ne dépasse pas les deux heures afin
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d’étre traité et examiné au laboratoire d’analyses microbiologiques le méme jour. Dans cette
pré-étude, nous avons recueilli dix échantillons des selles. Ceux-ci sont analysés au niveau de

laboratoire de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de la Terre

5.2. Préparation de la solution mére et des dilutions

Dans des conditions d’asepsie (hote microbiologique et bec bunsen), une solution de départ
titrant 1/10 (10™") est préparée pour chaque échantillon des selles. Tout d’abord, une quantité de 2
g de matieres fécales est pesée sur une balance électrique de haute précession, puis elle est
remise dans un tube stérile (n° 01) qui contient 20 ml d’eau physiologiques stérile. Enfin, ce
mélange est homogénéis¢€ a I’aide de vortex. Nous avons laissé la suspension se reposer pendant
30 minutes afin de favoriser sa réactivation. Ensuite, a partir d'une solution mére, nous avons
effectu¢ des dilutions décimales, dans le but de faciliter le comptage et les observations
microscopiques. Dans des conditions d’asepsie et sans oubli d’agiter les suspensions sur vortex,

une série des dilutions est préparé pour chaque solution mere de tous les échantillons :

e En premier lieu, quatre tubes sont numérotés de 2 a 5 pour chaque échantillon des selles. Un
volume de 18 ml de I’eau physiologique est remis dans tous tubes préparés.

e En deuxiéme lieu, un volume de 2000 ul (1000 pl =1 ml) de solution mére homogéne (10™")
est prélevé a I’aide d’une micropipette aux embouts stériles et introduit dans le tube n° 2 pour
obtenir la dilution 102

e En troisiéme lieu, un volume de 2000 pl de tube n° 2 homogéne (10?) est transféré vers le
tube n° 3 pour obtenir la dilution 10~

e Respectivement, les dilutions décimales 10* et 10° sont effectuées selon la démarche

précédente.

5.3. Examen macroscopique

Il consiste a visualiser les caractéres organoleptiques des selles (Annexe c¢). Cet examen
permet de noter la consistance (échelle de bristol), la couleur et la présence éventuelle de sang,
de mucus ou d’autres €¢léments surajoutés et la présence de certains parasites (World Health

Organization, 1993).

5.4. Examen microscopique

L’examen microscopique englobe un examen a 1’état frais (en 1’eau physiologique et en

solution iodo-iodurée) et un examen apres coloration de Gram.
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5.4.1 Observation directe des selles a I’état frais

On divise virtuellement la lame microscopique en deux parties afin de réaliser un examen en

eau physiologique et un autre en iodo-iodurée.

e En eau physiologique : D’abord, nous aurons prélevé des selles en superficie et en
profondeur a différents endroits a I’aide d’une baguette en verre. Ensuite, nous aurons
dilué ces particules de matieres fécales dans de 1’eau physiologique a 0,9%, ou cette
préparation ne doit pas étre trop concentrée ni trop diluée. Enfin, nous aurons déposé une
petite goutte de la solution mere entre lame et lamelle stériles.

e En iodo-iodurée : Méme procédure que I’examen précédent mais en délayant les maticres

fécales dans le Lugol.

La lecture observée les lames sous un faible grossissement (x10) afin de détecter les ceufs et
les larves des parasites intestinaux. Ensuite, il est conseillé de passer a un grossissement moyen
(x40) pour examiner les formes végétatives et les kystes des protozoaires. Balayer toute la lame
avec des mouvements en zig-zag soit de haut en bas soit de droite a gauche (World Health
Organization 1993). En général, I’observation microscopique a I’état frais se fait en lumiere
blanche : I’éclairage direct de la préparation ; le condensateur baissé si le microscope le permet ;
le diaphragme fermé (lumicére minimale) ; I’objectif x 40 a sec (sans huile). Pour la mise au

point, I'objectif doit €tre réglé a environ 1 mm au-dessus de la lamelle.

5.4.2 Frottis des selles coloré au Gram

Pour la préparation du frottis, on suit les mémes étapes de la préparation de la lame et le
mélange de I’observation a I’état frais avec 1’étalement et sans ajout de la lamelle. On fait passer
la lame sur le bec bunsen quelquefois dans le but de sécher en évitant de bruler le frottis. La
coloration de Gram comprend quatre principales étapes qui sont: la coloration primaire, le
mordancage, le traitement par 1’éthanol et la coloration secondaire (Annexe d). En général,
I’observation microscopique apres coloration de Gram se fait en lumicre blanche (lumiere
maximale) : le condensateur est monté¢ jusqu’a la lame si le microscope le permet; le

diaphragme est ouvert (maximum de lumiére) et 1’objectif x 100 a immersion.

5.5. Numération indirecte des microorganismes

Les protocoles cités en dessous sont repérés 2 fois pour toutes les dilutions de tous les

¢chantillons. D’une facon décroissante, on commence tous jours par la solution le plus
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concentrée et on termine par le moins concentre. Le Tableau 9 illustre les milieux (Annexe e) et

techniques d’ensemencent utilisés pour réaliser le dénombrement indirect de la flore intestinale.

Tableau 9 : Milieux et techniques d’ensemencent.

Dénombrement Milieu Quantité Instrument Ensemencent E D:re
Germes Gélose 2 boites : chacune contient 1
o mL de dilution + gélose a | Micropipette de 1000 pL En masse 37 | 48h
aérobies totaux PCA 45°C
. 2 boites : chacune contient | Micropipette de 100 yL Rateau .
Le.Vl.JreS it Gelose 0,1 mL de dilution + gélose | stérile a l'aide d'une pipette En'surface par | 37 3as
moisissures OGA o étalement J
a45°C. Pasteur
Bactéries Gélose 2 boites : chacune contient 1 48 3
: ml de dilution + gélose a | Micropipette de 1000 pL En masse 37
lactiques MRS 45°C 72h
Gélose 2 boites : chacune contient 1
Entérobactéries ml de dilution + gélose a | Micropipette de 1000 pL En masse 37 | 24h
VRBL 45°C

Dans ce cadre, on utilise les techniques de numérotation suivantes :

% Ensemencement en masse : A ’aide d’une micropipette, un volume de 1000 pl de chaque

tube de dilution homogene est prélevé aseptiquement et déposé dans le fond d’une boite de
Pétri vide et stérile, puis la gélose en surfusion (45° C) est versée. L’inoculum et le milieu
sont bien homogénéisés par des mouvements circulaires de la main, dans un sens, puis dans

I’autre. Apres solidification, les boites de Pétri sont incubées retournées.

«» Ensemencement en sur face : En régle générale, on coule la boite de Pétri avec le milieu de

dénombrement fondue et on le laisse solidifier complétement pendant au moins 15 minute. A
I’aide une micropipette a cone stérile, on dépose 100 ul de suspension diluée et homogénéisé
sur la gélose seche, puis on étale bien ce volume avec la pipette rateau stérile du centre vers
les bords ou on inonde la totalité de la plaque gélosée sans toucher la paroi de la boite de
Pétri pour ne pas compliquer ’analyse du résultat obtenu par la suite. On laisse la boite
inondée pendant quelques minutes afin que la gélose puisse absorber 1’humidité a la surface.

En derniere étape, la boite est retournée et incubée a 37°C dans 1’étuve.
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Selon la norme francaise XPV08-102, le décompte des colonies doit étre réalisé de la
maniéere suivante : chaque boite sélectionnée ne doit contenir pas plus de 300 colonies et doit

en contenir au moins 15 colonies (annexe).

6. Etude des effets des pesticides sur la microflore intestinale

L’utilisation des pesticides est devenue une pratique trés courante dans [’agriculture
conventionnelle. Cependant, ces produits chimiques ne sont pas sans inconvénients, notamment

par leur effet néfaste sur la santé humaine.

6.1. Choix des pesticides

Une étude algérienne a été effectuée sur 160 échantillons de fruits et légumes frais et 84
¢chantillons de grains de blé et d’orge, de farines de blé tendre et de semoules de blé dur. Leurs
résultats de recherche multi-résidus montrent que 57,5% des échantillons de fruits et 1égumes, et
62 % des échantillons de blé et d’orge contenaient au moins un résidu de pesticide. Selon la
méme étude, les pesticides représentant un risque aigu associé¢ a la consommation de pomme de
terre sont: le chlorpyriphos et la lambda-cyhalothrine. Elle dévoile également que le
chlorpyriphos peut étre ingéré quotidiennement par les consommateurs algériens (Mebdoua,

2017; Mebdoua et al., 2017).

Dans cette partie, on a étudié I’'impact des deux pesticides (le chlorpyriphos et la

lambda-cyhalothrine) sur certaines souches.

6.2. Préparation des doses d’insecticide chlorpyriphos « AKOFOS 48 EC »

6.2.1 Solution initiale de concentration de 1 g/L. et gamme de dilutions

Dans des conditions de sécurité, on mélange 2083 ul de I’insecticide chlorpyriphos
« AKOFOS 48 EC » avec 11 de I’eau désutilité stérile dans un flacon en verre stérile pour
préparer une solution de concentration de 1 g/I.
On prépare les solutions de différentes doses, selon la loi de dilution suivante (Tableau 10) :

Concentration initiale (C;) X volume initial (V,) = Concentration finale (C;) X volume finale (V)

Tableau 10 : Gamme des dilutions préparées a partir d’une solution de pesticide de 1g/1.
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Dose | Dose | Dose | Dose | Dose

Solution mére (g/l) 1 1 1 1

Solution fille (g/l) o |[001]|005| 01 | 05

Volume de solution mére de 19/l
(ml)

Volume d’eau désilé stérile (ml) 50 49,5 | 47,5 45 25

Volume de solution fille (ml) 50 50 50 50 50

6.2.2 Activité antibactérienne

Le Tableau 11 illustre le matériel nécessaire pour tester 1’activité bactéricides d’insecticide

choisi par la méthode de diffusion.

Tableau 11 : Matériel de réalisation de 1’activité antibactérienne de 1’insecticide et des extraits

des végétaux.

Antibiotiqu | Milie | Instrume
Disque Solution Souches
es u nt
CRF30 E. coli -selles
PIP30 LB-selles
Des disques de papier =10 pl de la solution Staphylococcus
PIP30 Ecouvillo
Wattmen d’un diamétre de chaque dose de MH aureus
n
de 6 mm pesticide
Proteus
CRF30
mirabilis
E15 Bacillus subtiles

«» Les disques sont préparés a partir de papier wattman, avec un diamétre de 6 mm. Ensuite ils

sont mis dans un tube a essai, et stérilisés a I'autoclave et conservés jusqu'a 1'utilisation.

% L’ensemencent a été réalisé de la maniére suivante :
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0 Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

0 Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface de Miieller-Hinton (MH) de haut en bas.

0 Répéter l'opération deux fois, en tournant la boite de Pétrie de 90° a chaque fois, sans

oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme.

O Passer I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

«» Disposition des disques chargés sur la gélose: Les disques de papiers stériles ont été

immergés dans les solutions d’insecticide et déposés sur les boites contenant de gélose MH
préalablement ensemencés avec les souches a tester (Figure 5). Pour assurer la pré-diffusion,
on laisse les boites 30 min a température de laboratoire, puis on retourne les boites et on les

incube a 37°C durant 24 h.

J

«» Lecture : L’action inhibitrice de solution se traduit par la formation d’une zone d’inhibition

<,

(halo) autours de chaque disque. La lecture est réalisée a 1’aide d’une regle.

Un disque de papier filtre chargé d’une dilution est

placé

Contrdle positif d’antibiotique

Figure 5 : Ensemencement sur milieu MH.

6.3. Contamination des légumes et des fruits par les pesticides

On a réalisé une extraction aqueuse de légumes et des fruits qui sont achetés du marché d’une
maniere aléatoire. Trois 1égumes qui sont la courgette, pomme et terre et la tomate, et un fuit qui
est la fraise, sont extraits

Les légumes et les fruits sont lavés avec une solution de chlorhydrique de 6%, puis rincés

plusieurs fois par I’eau physiologique stérile.
0 Une quantité de 10g de 1’échantillon broyé et homogénéisé est pesée dans des tubes de

centrifugation de 50 ml, puis un volume de 10 ml d’eau physiologique est ajouté.
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0 Le tube bien viss¢ est agité vigoureusement, et manuellement pendant 5 min a I’aide d’un

agitateur vortex, puis centrifugé a 2000 g pendant 5 min.

0 Le surnageant obtenu est transféré dans un autre tube de centrifugation, puis centrifugé,

pour la deuxiéme fois, a 2000 g pendant 5 min.

0 L'extrait aqueux est prélevé et conservé pour 3 heures uniquement.

L’activité antibactérienne est réalisée, selon la méthode de diffusion de disque vide ; ou le

Tableau 11 numérote le matériel nécessaire pour ce test.

2. Détection des résidus d’antibiotiques dans la viande de poulet de chair

La méthode est couramment appelée « méthode des quatre boites » ou encore « méthode des
quatre plaques » par I’Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA, 2000). La
méthode officielle utilise deux bactéries a plusieurs pH : Bacilus subtilis a pH 6 ; 7,2 et 8 et

Microccocus luteus a pH 8.

Les zones d’inhibition dépourvues de colonies bactériennes autour des points de dépots des
échantillons sont révélatrices de la présence potentielle d’antibiotiques. Les différentes étapes de

cette méthode sont résumées dans la Figure 6.

Méthode de 4 boites

|
| I
Préparation des Préparation de MH (pH : 6, 7,4 et Echantillons de
Souches de référence
disques 8) foies
' ¥ '
Ajustement de pH par I’ajout de Bacilus subtilis et Staphylococcus
Papier wattman Congélation (24h)
quelque goutes de HCl ou NaOH aureus
' L '
Coulage de MH Standardisation de I’inoculum Surnagent
T
' ' '

L’ensemencement et le dépot des disques de viande puis ’incubation a 37°c pendant 24h.
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0
<

Figure 6 : Protocole expérimental de la méthode de quatre boites.

Echantillonnage et prélévement de la viande : Au total, quatre échantillons de foies ont

été prélevés de fagon aléatoire sur les boucheries de la ville de Bouira. Ces échantillons
ont ét¢ mis dans des sachets de congélation en plastique puis conservés dans une glacicre
avec des conservateurs de glace et transportés jusqu’au laboratoire de notre Faculté SNV

ou ils ont été stockés a une température de -20° C.

s» Les échantillons congelés sont décongelés a 1’aire libre. Ensuite, 5 g de chaque

K7
%

échantillon est prélevé, pesé et broyé avec un mortier stérile contenant 45 ml d’eau
physiologique stérile. Les échantillons sont déposés dans des tubes de centrifugation
stériles et ils sont centrifugés a 4.000 tours pendant 5 minutes. Enfin, le surnagent est

récupéré pour faire le test.

Les souches utilisées dans notre étude sont : Bacillus subtilis ATCC6633 et

Staphylococcus aureus ATCC6538. Ces souches utilisées sont repiquées dans le Bouillon
Nutritif et incubées a 37°C pendant 24h. La vérification de la pureté¢ des souches se fait
sur le milieu gélose Nutritif pour Bacillis subtilis et chapemen pour Staphylococcus
aureus par la méthode d’ensemencement en quadrant, cette pureté est confirmée par des
tests macroscopique et microscopique jusqu’a I’obtention d’un aspect macroscopique
pure, ainsi la coloration de Gram est réalisée pour compléter cette vérification de la

pureté.

s A partir d'une culture pure de 18h sur milieu d'isolement, on racle a 'aide d'une anse de

platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Ensuite, on décharge
l'anse dans 5 a 10 ml d'eau physiologique stérile. La suspension bactérienne est bien
homogénéisée, son opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc Farlandou a une DO de 0,08 a
0,10 lue a 625 nm. L'inoculum peut €tre ajusté en ajoutant, soit de la culture s'il est trop
faible, ou bien de l'eau physiologique stérile s'il est trop fort. L'ensemencement doit se

faire dans les 15 min qui suivent la préparation de I'inoculum.

La technique de I’activité antibactérienne des antibiotiques est la méme que les tests

présents des pesticides. Quatre disques correspondant quatre échantillons de foies avec
un disque au centre correspondant au antibiotique témoin sensible (Tableau 12) sont

disposés sur la surface de la gélose MH.
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Tableau 12 : Familles d’antibiotiques recherchées selon les souches de références.

Boite 01 Boite 02 Boite 03 Boite 04
pH 6 7,4 8 8
. . ) N ) N Microccocusluteu
Souches Bacilus subtilis Bacilus subtilis Bacilus subtilis
S
Famille Béta-lactamine
Sulfamides Glycopeptides Macrolides
d’ABT s
Antibiotique | Pipéracilline 30 Sulfamides-Triméthoprime Vancomycine 5 | Erythromycine 15
s ] 200 pl ] ul

3. Aditifs alimentaire

Les solutions initiales de trois additifs alimentaires sont préparées selon les données

mentionnées sur le Tableau 13.

Tableau 13 : Préparation de solutions initiales des colorants alimentaires.

SIN14
Code de I’additif E102 | E131 1
Jaun
Couleur Bleu vert
e

poud | poud | liquid
Forme
re re e

Quantité 39 39 3g

Volume d’eau stérile ajouté
(ml)

10 10 7

300 | 300
Concentration g/l 30%

g/l g/l

\

Des séries de dilution sont préparées a partir les solutions initiales ; dans des conditions
d’asepsie (Tableau 14) : D’abord, un volume de 9 ml de I’eau physiologique stérile est remis

dans trois tubes. Ensuite, un volume de 1000 pl de solution initiale homogene est prélevé et

-39.
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introduit dans le tube n°® 2. Enfin, un volume de 1000 pl de tube n° 2 homogene est transféré vers
le tube n° 3.

Tableau 14 : Déférentes dilutions des colorants alimentaires.

Code de SIN1
E102 | E131
I'additif 41
R )
g 3
Solution 300 300 e

30% | T el wata
initiale g/l g/l fi

L,-l_l_'_“'
U

= - —
Dilution1 | 3091 | 3091 | 3% | Shibkbb SEMN Ve

0,30

Dilution2 | 3g/ | 34/
%

0,3 0,3 0,03
gl | g %

Dilution 3

La technique de I’activité antibactérienne des antibiotiques est la méme que les tests présents
des pesticides et des antibiotiques. Quatre disques correspondant quatre dilutions pour chaque

colorant alimentaire avec un disque au centre correspondant au antibiotique témoin sensible sont

disposés sur la surface de la gélose MH.

-40-



Chapitre 11

Resultats et discussion

1. Résultats de pré-enquéte

1.1.  Description de la population de pré-étude

Le Tableau 15 illustre quelques caractéristiques de la population enquétée (39 individus) qui

est représentée par les jeunes adulte de 34 ans.
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Nos données montrent que presque 18% des acteurs de 1’agriculture ne lisez pas les étiquettes
des produits phytosanitaires qui sont classées parmi les produits chimique les plus dangereux et
17 % de ces individus utilisent des pulvérisateurs automatiques et parfois méme manuel. En moyenne, ces
jeunes ont travaillé par ces produits pendant plus de 7 ans. Plus de 44 % des agriculteurs avaient

¢galement un surpoids (25 < IMC< 30 Kg/m?) ; I’exposition aux pesticides est un facteur de

dysbiose intestinale et cette affection est un facteur de risque de 1’obésité.

Tableau 15 : Caractéristiques de la population étudiée.

Paramétres Valeurs
N (%) 40 (100%)
Age (ans) 34,79 £7,32
Poids (Kg) 76,08 £9,85
Taille (m) 1,77 0,069
IMC (Kg/m?) 24,24 2,92
Durée d'utilisation des pesticides (ans) 714,44
Normaux 23 (56%)
Corpulence
En surpoids 17(44%)
Oui 32 (82,10%)
Lisez-vous les étiquettes
Non 7 (17,90%)
H 0,
Avez-vous regu une Oui 35 (89,70%)
formation Non 4 (10,30%)
Manuel 2 (5,13%)
Type de pulvérisateur .
- Automatique 30 (76,92%)
utilisé
Mixte 7 (17,95)

1.2.  Sujets et indicateurs de la flore humaine

Nos résultats montrent que 44 % des individus inclus dans la pré-enquéte ont des douleurs

abdominales et 38 % ont un gonflement du ventre (Figure 7).
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=

certams aliments

pstives |

t et gonflement du ventre | 38

egulier : constipations, diarrhées, ou alternance des deux

ominales | 44

0% 20% 40% 0% 80% 100%%

o Non

Figure 7 : Indicateur du dysfonctionnement de la flore humaine.

La Figure 8 indique que I’ensemble des individus qui utilisent un pulvérisateur manuel et
71% qui qui utilisent un pulvérisateur manuel et automatiques avaient des douleurs au niveau

du ventre. La différence entre ces trois groupes est significative (p < 0,048).

. p <0048
67%
20%
pulvérisateur manuel Pulvérisateur automatique Pulvérisateur mixts
M (-\Douleurs abdominales (-} Douleurs abdominales

Figure 8 : Douleurs abdominales chez les agriculteurs en fonction de type de pulvérisateur
utilisés.
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2. Pesticides et complications

1.1. Etude de la microflore intestinale des agriculteurs

1.1.1. Examens macroscopiques et microscopiques des selles

A. Examens macroscopique

L’examen macroscopique (Tableau 16) sous la lumiere des échantillons de selles fraiches
recueillis a démontré une différence entre la texture et la couleur, une présence des résidus
alimentaires, une absence de formes parasitaires visibles a I’ceil nu ainsi qu’une absence totale du

sang, des glaires dans les différents échantillons.

Tableau 16 : Résultats de 1'observation macroscopique des échantillons collectés.

S S P
Cas —témoins P1 | P2 P4
112 3
L (
Semisolide | + | (+) | (+) ) (+)
+
)
Consistance Solide
Liquide +
)
Brune + | (+) + [ (+)
) )
(
Sombre
+)
Couleur Claire
Autre (++
couleur +)
. (- -1
Macro-parasites ) )| ) ) ) ()
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Résidus alimentaires (- (+) (++ (OO Gl G
) +) 1) ) | +)
(- |-
M = - -
ucus \ () ) ) | )
Eléments (- - |
jouté Sang CHNC ()
surajoutés ) ) )
(- |-
Aut - - -
utres \ () () ) | )

B. Examen microscopique

< Observation directe des selles a I’état frais

L’examen microscopique (Tableau 17 et Figure 9) permet de révéler les leucocytes fécaux, la
mobilité par ciliature polaire (pathogenes), les formes végétatives et kystiques des protozoaires et
des larves d’helminthes. En fonction du résultat obtenu, on note une absence totale de ces

¢léments sauf les débris alimentaires qui sont présents en grande quantité.

Tableau 17 : Résultats de I’examen a 1’état frais des échantillons selle.

Leucocytes Mobilité par ciliature les ceufs et larves les formes végétatives et 5
ébris
fécaux. polaire (pathogénes) d’helminthes kystiques des protozoaires
O | No
E | Oui | Non Oui Non Oui Non Oui Non .
ui | n
S
- - - - ++
1
S
- - - - ++
2
P ++
” i ) i +
P ++
2 i i i i +
P
- - - - ++
3
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P1

P3

w

P2

P4

i

Figure 9 : Observation microscopique a 1’état frais des échantillons étudiés (Gx400).

< Résultats de coloration de Gram

Une différence significative de la charge et la diversité microbienne a été observée apres

la coloration du Gram entre les échantillons S1 et S2 des personnes Saines et les

¢chantillons P1, P2, P3 et P4 des personnes exposées aux pesticides

Les échantillons les plus pauvres en bactéries intestinales sont les échantillons des

personnes exposées aux pesticide a une langue durée qui dépasse une année. Les pesticides

sont des substances chimiques inhibent la croissance bactérienne.

D’apres nos résultats (Figure 10), il y a un équilibre entre les bactéries gram positives et

les bactéries Gram négatives dans les selles des sujets normaux (sl et s2). Ce qui renforce
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ces résultats est le rapport F/B. Les bactéries Gram négative sont plus dominantes chez les
patients exposés aux pesticides mais avec une déférence dans les formes des bactéries. Ces

résultats montrent qu’il y a une dysbiose intestinal chez les exposés.

P3 P4

Figure 10 : Observation microscopique de coloration de Gram des échantillons étudiés
(Gx100).

1.1.2. Dénombrement des cellules bactériennes

Apres la culture des six échantillons dans des milieux spécifiques, les résultats de

dénombrement obtenus sont mentionnés sur le Tableau 18.
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Tableau 18 : Comptage des colonies sur les trois milieux solides (UFC/ml x 10 °)

Echantillo begctér.ies Entérobactér | bactéries
aérobies . .
ns ies lactiques
totales
Milieu PCA VRBL MRS

S1 / 1.9 2.2
S2 2.5 2.5 /
P1 3.9 10.3 1.3
P2 3.1 29 5.8
P3 1.4 19.6 2.8
P4 28 12.3 12

A, Résultats des bactéries aérobies totales (PCA)

Apres 72 heures d'incubation, les colonies apparaissent blanches ou crémeux, avec une forme

fusiforme et une taille petite a moyenne (Figure 11). Nos résultats montrent qu’il y a un grand

écart entre les échantillons de la matiere fécale ce que concerne la charge en bactéries, les

échantillons des agriculteurs (P1, P2, P3 et P4) sont concentrés en mésophiles aérobies totales

par rapport aux autres sujets (S1 et S2). Aprés le dénombrement des colonies, la plupart des

résultats des échantillons se situaient autour de (3.1x 10° UFC.ml™"). Les échantillons P3 et P4
(28%x10*%) et (11.4x10*°UFC) ont montré les résultats les plus élevés,

S1(10?)

P2 (10%)

Figure 11 : Résultat apres 72h I’incubation dans le milieu PCA.
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B. Résultats de dénombrement des entérobactéries (VRBL)

Aprées incubation a 37°C pendant 48 heures dans le milieu VRBL, des colonies circulaires
plates avec des bords lisses ou réguliers ont ¢té¢ observées (Figure 12). Ces colonies présentent

une coloration rouge ou rose, et leur diamétre est d'environ 0,5 mm.

Le dénombrement des colonies a révélé que les résultats des échantillons se situaient entre (2
x 10° UFC.ml") et (29 x 10> UFC.ml™"). L'échantillon (ES1) a présenté le résultat le plus faible
avec une charge de (1.9x 10° UFC.ml™"), tandis que I'échantillon de la personne (P2) a montré le

résultat le plus élevé avec une charge de (29 x 10° UFC.ml™).

P2 (10 P3 (10 P4 (10

Figure 12 : Résultat apreés 48h d’incubation dans le milieu VRBL.

C. Résultats de dénombrement des bactéries lactiques (MRS

Aprés 72h d’incubation dans le milieu MRS, on a obtenu des colonies blanches circulaires ou
irrégulieres avec une texture lisse ou granuleuse. Ces colonies présentent un diametre d'environ

0,5 mm.

P2 (10*)
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Figure 13 : Résultat aprés 48h d’incubation dans le milieu MRS.

Le dénombrement des colonies dans le milieu MRS a révélé une concentration d'environ

(7%x10° UFC.ml™"). L'échantillon (P4) a présenté le nombre de colonies le plus élevé, avec une

charge de (12x 10° UFC.ml"), tandis que 1'échantillon (ES1) a affiché le nombre de colonies le
plus faible, avec une charge de (2.2x 10° UFC.ml™").

Aprées 5 jours d'incubation a 22°C (Figure 14), les colonies de levures et de moisissures ont
montré les caractéristiques suivantes : la plupart des colonies étaient blanches, de forme
circulaire, certaines étaient irréguliéres avec une bordure lisse, tandis que d'autres étaient
filamenteuses. Dans la boite d'échantillon (ES2), une colonie de levure de couleur rose avec une
forme circulaire et une bordure filamenteuse a été obtenue. En outre, des colonies circulaires
blanches, bombées et a texture lisse, de taille trés petite, ont été observées, mais elles étaient des

colonies bactériennes.

Les résultats obtenus étaient indénombrables, pour les échantillons (P3), (P4) et (ES2), étaient
un nombre de colonies de levures et de moisissures ne dépassant pas 2. En revanche, les boites
des échantillons (P1), (P2) et (ES1) étaient vides, et les autres colonies observées étaient des

bactéries et non des levures ou des moisissures.

S2 (10%) P4 (107)

Figure 14 : Résultat apres 48h d’incubation dans le milieu OGA de différentes dilutions.
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2.1. Effets des pesticides sur la flore intestinale

2.1.1. Activité anti crienn hlorpyriph

L’interdiction pure et simple de 1’utilisation des pesticides n’est actuellement pas possible en
raison des problemes de sécurité alimentaire et du manque d’alternatives viables pour un

remplacement a grande échelle.

Le chlorpyrifos est I'un des pesticides les plus couramment utilisés dans le monde et ses
résidus sont souvent présents dans les fruits, les 1égumes, les céréales et les produits laitiers, ainsi
que dans ’eau de boisson. Il pourrait néanmoins étre capable de provoquer une dysbiose du

microbiote intestinal et d’affecter indirectement la santé humaine.

Bacillus subtiles Proteus mirabilis E.coli

P=1g1
P,=05
P,=0,1
P=0,05

P;=0,01

C = Antibiotique

LB-selles Staphylococcus aureus

Figure 15 : Effet antibactérien du Chlorpyriphos sur les cinq espéces bactériennes, dont deux

souches d’origine intestinale

Trois modeles d’effet d’inhibition peuvent é&tre observés selon le diamétre des zones
d’inhibition dans de différents concentration du pesticide, ces trois modéles sont : Pas d’effet > 9

mm, effet intermédiaire (15-19 mm) et effet ¢levé (> 20).
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Le Tableau 19 montre l'effet antibactérien du Chlorpyriphos sur les cing especes
bactériennes, dont deux souches d’origine intestinale. Ainsi, nos résultats montrent que les fortes
concentrations de chlorpyriphos non pas d'effet sur toutes les bactéries étudier. Alors que les
concentrations inférieure a 0,05 a eu un effet inhibiteur lent (10-14mm) contre Proteus mirabilis

et un effet intermédiaire contre Bacillus subtilis . Tandis que un effet inhibiteur élevé de 20mm et

Résultats et discussion

plus a été enregistré chez Staphylococcus aureus .

Tableau 19 : Diamétre des zones d’inhibition (mm) des différentes doses du chlorpyriphos en

fonction des souches testées.

Souches ATB Cc 0,01 0,05 0,1 0,5
E.coli -selles CDR30 20 19 12 7 3
LB-selles PIP30 54 25 30 12 9
Staphylococcus aureus E15 45 27 18 11 8
Proteus mirabilis CDR30 14 13 11 9 9
Bacillus subtiles PIP30 28 19 14 7 4

Concernant les souches d’origine intestinale, leurs résultats présents sont confirmés par les
résultats mentionnés sur la Figure 16. Les concentrations faibles de 1’insecticide ont un effet
antibacterien sur Lactobacillus sp. et E. coli alors les fortes dose n’ont pas un effet. La croissance

de ces souches intestinales considérablement diminue lorsque le dose du chlorpyriphos est tres

faible.

0.69

0.5

0.4

DO (620 nm)

0.2

0.14

0

4E. coli

4 Lactobacillus
«==:Linear(E. coli)
ws=:Linear(E. coli)

0.2 04 0.6 0.8

Concentration de l'insectecide (g/1)
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Figure 16 : Diagramme représente l'effet d'insecticide sur Et.coli, lactobacillus sp

2.1.2. Recherche des résidus de pesticide dans les fruits et légumes

La recherche des résidus de pesticides a concerné quatre échantillons de fruits/Iégumes
(tomates, fraises, pommes de terre et courgette). La Figure 17 illustre la présence des

résultats positifs concernant les fraise, les tomates.

Bacillus subtiles Proteus mirabilis E.coli

T = Tomate
F = Fraise
P=pomme de terre

C = courgette

C = Antibiotique

LB-selles Staphylococcus aureus

Figure 17 : Résultats obtenus des échantillons a déférents 1égumes et fruits.

En Algérie, une étude portée sur la détection des résidus de pesticide sur 120
¢échantillons de fruits (pommes, poires, prunes, péches, nectarines, raisins, figues, abricots,
fraises) et 40 échantillons de 1égumes (tomates, laitues, pommes de terre, courgette) réalisé

par Mebdoua S. (2017) a révélé plus de 57,5% d’échantillons contamings.

Tableau 20 : Diamétre des zones d’inhibition (mm) des différentes doses de

chlorpyriphos en fonction des souches testées.

Bactérie ATB Tomates Pomme de terre Courgettes | Fraises

E.coli -selles CDR30 | 9 25 19 16 15
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LB-selles PIP30 | 19 32 20 10 7
Staphylococcus aureus E15 7 18 27 12 17
Proteus mirabilis CDR30 | 4 30 24 20 11
Bacillus subtiles PIP30 |19 40 38 24 22

Notre étude est trés limitée a un seul type de fruits et a trois légumes, et ce qui est
insuffisant pour évaluer une exposition totale aux pesticides. Par conséquent, la
surveillance de plus de résidus de pesticides dans une plus grande variété de fruits et
légumes devrait étre développée afin de garantir l'apport alimentaire selon les normes

internationales de sécurité sanitaire des aliments.

3. Effet d’acide chlorhydrique sur la flore intestinale

Le Tableau 21 et la Figure 18 montrent I’effet du pH sur la croissance bactériennes des deux
souches Escherichia coli et Lactobacillus en mesurant la densité optique selon croissance
bactériennes dans les différents pH (2,3 et 4).La plupart des bactéries se développent a des pH
proches de la neutralité, ce qui correspond au pH du cytoplasme bactérien et est optimal pour les
activités enzymatiques bactériennes. Lorsque le microorganisme est confront¢é a un
environnement trop acide ou trop basique, il régule son pH intracellulaire jusqu’a un certain
point. Une acidification ou une alcalinisation importante du milieu a pour effet de ralentir
considérablement la croissance bactérienne, voire d’entrainer la mort cellulaire lorsque des
enzymes indispensables sont inhibées Les microorganismes ont mis en place des mécanismes de
réponse au stress leur permettant de survivre dans des conditions de pH limites. Trois mode¢les
d’effet d’inhibition ont été observés selon le diamétre des zones d’inhibition dans de différents
concentration du pesticide. Ces 3 modeles : Pas d’effet >9mm, effet intermédiaire (15-19 mm) et

effet élevé (>20) (pH=2 (45mm pour e.coli et 67mm pour lactobacillus sp).

Tableau 21 : Densité optique selon des suspensions bactériennes et les solutions de I’eau

chlorée ayant des différents pH.

Bactérie pH=4 pH=3 pH=2
E.coli

-selles () () 45
LB-selles () () 67
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LB-selles E.coli

Figure 18 : Activité antibactérienne de I’eau chlorée de différents pH.

La Figure 19 montre que la souche lactobacillus d’origine matiére fécale est trés sensible au

chlore par rapport a la souche E. coli.

067 @ Ecali
== Lactobacillus
+==» Linear(E coli)

0.4

0.3

DO (nm)

0.1

—
L
[
[ ]
[
[F¥)
Lad
[
e
=
[
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Figure 19 : Diagramme représente la densité optique des suspensions bactéries et solutions de

l'eau chlorée ayant des différents pH.

4. Activité antibactérienne des antibiotiques

Dans le cadre de la recherche des résidus d’antibiotiques dans la viande volaille, nous
avons mené une ¢étude préliminaire dont le foie de poulet de chair a fait I’objectif de notre
analyse. Pour cela nous avons utilisé la méthode de quatre boite en présence des bactéries

sensible aux antibiotiques (Staphylococcus aureus et Bacilus subtiles).
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Selon Remdane (2015), les disques d’antibiotiques témoins doivent présenter une zone
d’inhibition nettement supérieure ou égale a 12 mm, diametre du disque compris. Pour
chacune des boites sont considérés comme positifs, les échantillons de viande donnant des
zones d’inhibition supérieurs a 8 mm sont considérés comme contenues des résidus

d’antibiotiques.

D’aprés non résultats exprimés dans la Figure 20, les résultats ont montré que la

présence des zones d’inhibition autour des extraits des échantillons de foies.

Bacilus sibtius ; pH =7

Bacilus sibtius ; pH = 6 Staphylococcus aureus pH = 8

Figure 20 : Activité antibactérienne des quatre extraits de foies de poulet contre

Staphiloccoccus aerues et Bacilus subtilis.

Dans notre étude, nous avons analysé quatre échantillons de foie, les résultats sont présentés
dans le Tableau 22. Les quatre échantillons présentent des zones d'inhibition pour
Staphylococcus aureus, ce qui signifie la présence des résidus de certaines béta-lactamines et des

macrolides.

Les résultats obtenir pour Bacillus subtilis montrent :

0 pH =6 : la présence des résidus d'antibiotiques de la famille des béta-lactamines ou des

tétracyclines dans I'échantillon F1
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0 pH = 8: la présence des résidus d'antibiotiques de la famille des aminosides dans les

échantillons F1/F2/F3

0 pH=7,5:1absence des résidus des sulfamides dans les quatre échantillons de foie.

Tableau 22 : Diamétre des zones d’inhibition des extraits de quatre échantillon de foie.

Souches pH ATB F1 F2 F3 F4
Staphylococcus aureus 8 E15 36 ++ ++ ++ ++
Bacillus subtiles 6 PIP30 18 ++ - - -
Bacillus subtiles 8 E15 13 ++ ++ ++ -
Bacillus subtiles 7,5 Am 21 - - - -

Dans le cadre de la recherche des résidus d’antibiotiques, plusieurs études (dans le monde)
ont été faites, nous citons les suivantes :
0 En Suisse, une étude réalisée portant sur I’effectif total de 55 échantillons de viande
de volaille provenant de différente région du monde a révélé que 20 échantillons
positifs en présence des résidus d’antibiotique, soit un taux de 36% (SISQA, 2003).
0 Au Sénégal, deux études menées par (Alambedji et al., 2004) ont rapporté des

taux de positivité de 3% et 9,8 % respectivement.

0 En Royaume Unie, le plan de surveillance des résidus d’antibiotique dans la viande
a révélé un taux de positivité de 0,8% en 2000, de 3,97% en 2002 et 0,2% en 2003
(Mavis, 2003).

0 En Tunisie, une étude portée sur la détection des résidus d’antibiotiques sur 10

échantillons [muscle (5) et foie de volaille (5)] par (Ben Ali, 2007), les résultats ont
montré que tous les échantillons sont négatifs, ce qui veut dire 0% de résidus

d’antibiotiques.
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Un certain nombre de raison peuvent nous permettre d’expliquer les résultats négatifs :

0 La bonne gestion des ¢levages de poulets de chair garantit un statut sanitaire de haut
niveau et par conséquent une moindre utilisation des substances a activité
antibiotique.

0 Contrairement aux certains élévateurs, d’autre, qui sont bien formés, utilisent les

antibiotiques de fagon prudente et rationnelle.

0 Depuis la fin de 2005, les pays de I’Union Européenne ont obligé la restriction et
par fois I’interdiction méme de I'utilisation des antibiotiques dans 1’alimentation
animale.

0 L’instauration et 1’application de la réglementation, de contréles, de plans de

surveillance et de sanction rigoureuse.

0 La prise de conscience des différents acteurs de la production animale (éleveur,

producteurs d’aliments de bétail et vétérinaire), des dangers de la présence les
résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaire d’origine animale et ce par le

biais d’importante compagnes de sensibilisation.

U0 En Algérie, une étude, qu’est porté sur la détection des résidus d’antibiotiques dans

des échantillons de foies du poulet réalisée par (Boughanem & Kebir, 2017), a
révélé que tout échantillons sont positifs, le taux décontamination globale est de

100%.

Ces résultats positifs voudraients donc dire que la présence des résidus d'antibiotique
dans les denrée alimentaire d'origine animale est un probleme bien réel et probablement
généralisé dans notre payé, causé essentiellement par ['utilisation anarchiques des
antimicrobiens, le non-respect de protocoles thérapeutique lors d’une antibiothérapie (le

plus souvent appliqué par I’éleveur lui-méme)
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5. Activité antibactérienne des additifs alimentaires

Selon le Tableau 23 et la Figure 21:

0 Le colorant E102 n'a aucun effet sur Lactobacillus (-) >9 mm, alors que les effets

inhibiteurs élevés (++++) (>20) des colorants alimentaires SIN14let E131 ont été

enregistrés

0 Aucun effet inhibiteur (-) > 9 mm n’a €té constaté pour les trois colorant E102, E131,

SIN141 chez E.coli apreés le méme traitement avec les mémes concentration des trois

colorants.

0 1l est important de noter que les concentrations de colorants utilisées

0 N'ont pas le méme effet contre les différentes especes bactériennes, il faut donc
Déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) d’additifs alimentaires.

Tableau 23 : Diamétre des zones d’inhibition des trois additifs alimentaires (mm).

Colorant SIN141 E102 E131
E. coli 8 7 9
selle

LB selle 23 7 25

LB-selles/ SIN141 E.coli selles/ SIN141
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E.coli selles/ E102

LB-selles/ E131 E.coli selles/ E131

Figure 21 : Activité antibactérienne des additifs alimentaires.

-60-



Conclusion générale

Conclusion générale

L’impact des contaminants chimiques agroalimentaires sur le microbiote intestinal humain est
un sujet préoccupant et complexe. Les recherches suggérent que certaines de ces substances
peuvent perturber 1'équilibre délicat du microbiote, pouvant conduire a des conséquences
néfastes pour la santé. Ces perturbations pourraient potentiellement altérer la digestion,
l'absorption des nutriments et méme jouer un role dans le développement de certaines maladies

métaboliques et inflammatoires.

Cependant, il est important de noter que les interactions entre les contaminants chimiques, le
microbiote et la sant¢ humaine sont encore en cours d'étude, et des recherches supplémentaires
sont nécessaires pour comprendre pleinement les mécanismes sous-jacents et les effets a long

terme.



Conclusion génerale

Notre objectif principal est d’analyser 1’effet de certains contaminants sur les souches

bactéries de la flore intestinale humaine.

Notre travail a montré que :

0 D’exposition aux pesticides a provoqué des maladies intestinales telles que le

gonflement (44%) et les douleurs abdominales (38%), c’est le cas des agriculteurs.

0 D’exposition aux pesticides augmente le risque de surpoids (44%) et de dysbiose

intestinale.

0 La diminution de la densité de la population bactérienne, le manque des lactobacilles

et augmentation des bactéries gram négatives sont des indicateurs du déséquilibre de

la microbiote intestinal.

0 Les pesticides a faible dose agissent négativement sur la croissance de la flore

intestinale.

0 L’eau trés chlorée (comme 1’eau de robinet) et les additifs alimentaires (comme les

colorants), inhibent considérablement les lactobacilles qui sont des bactéries

bénéfiques de la flore intestinale

Les résultats ont révélé des associations entre certains contaminants et des altérations du
microbiote, il est donc important de maintenir une alimentation saine et de réduire l'exposition
aux contaminants chimiques lorsque cela est possible pour préserver la santé de la flore

intestinale et par conséquent notre bien-Etre général.
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Annexe b : Questionnaire destiné aux agriculteurs sur l'utilisation des pesticides

’ Questionnaire destiné aux agriculteurs sur 1'utilisation des pesticides ‘

Date de I'enquéte ..... | 04 | 2023 Code | ......

Sortie N°......... Lieu de I enquUete I . e eaaas
Identification de I'enquété |
1. Sexe : OHomme 0 OFemme @
2. Quel est votre dge ? ............. ans
3. Situation matrimoniale : CIMarié(e) OCélibataire @ OVeuf (ve) @ [ODivorcé(e) @
4. Niveau d'instruction : []Aucun @ OPrimaire @ CMoyen® OSecondaire @ O Plus @
5. Depuis quand exercez-vous le métier d’agriculture ? ................. ans
6. Votre poids corporel : ...... Kg Votre taille : 1,... cm
7. Souffrez-vous d'une maladie chronique ? OOui ™ ONon @ Si oui, quelle est cette maladie 7 ..............

Acquisition et conditions d'utilisation du pesticide

8. Quels types de cultures pratiquez-vous ? [ICulture Maraichére” OArboriculture® CAgrume®® OVigne™
OCéréales™

9. Citez la liste de vos varietés de CULUIES ......o.iii it e e ettt e e et et et et et eeeaeeaeen
10. Mode de conduite : OPlein champ™ OSous-serre® OPlein champ/sous-serre™®

11. Depuis quand utilisez-vous les pesticides 2 ........ foeenenn VAU

12. Superficie réelle traitée par PeStCIAES & ... ... ettt ittt ettt et e aaas

13. Lisez-vous les étiquettes avant d'utiliser le pesticide ? OOui © ONon @

14. Avez-vous recu une formation sur la bonne utilisation des pesticides ? JOui @ ONon

15. Qui choisit les produits ? OMoi-méme® [Prestataire® Cmembre du ménage® CUn ami @ OAutre®..............
16. Quelle est la nature des pesticides les plus utilisés ? CInsecticides® OFongicides™® OHerbicides®
OAcaricides®  TIATITES® ... ottt e e e
17. Quels types de formulations de pesticides sont les phus utilisées ? [JSolide® OLiquide®® OGazeux &

18. Si vous vous souvenez des noms des substances actives ou des produits commerciaux, merci de les renseigner

(remplir le tableau) :

Nom du produit Nature Culture traitée Superficies traitées Doses (Kg ou L /Ha)

19. Qui fait le mélange des produits ? (DMoi-méme?  [IPrestataire® O Membre du ménage®  [(0Un ami®
OService technique® OAutre® ...

20. Comment faites-vous le mélange (la bouillie) ? OContact direct () [ Utilisation d’appareils®
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21. Qui fait le traitement ? (OMoi-méme  [Prestataire® [ Membre duménage® [OUnami®  OService

technique® OAutre® ...
22. Quel est le type de pulvérisateur utilisé ? O Manuel™ OAutomatique @ O Manuel/Automatique®
23, Période du traitement :  [JSaison séche () OSaison pluvieuse @

24, Combien de traitement faites-vous par saison agricole ? [JUne fois®)' [(ODeux fois® OTrois fois®@  OPlus®
25. Date du dernier traitement : ........ o /2023 Date de récolte @ ........ fooiii /2023

26. Respectez-vous les délais d’attente avant récolte ? JOui () [ONon®  Sinonpourquoi ? ........................

Réaction du producteur en contact avec le pesticide

27. Selon vous, les pesticides peuvent-ils avoir des effets sur la santé ? JOui () CNon @
28. Combien d'heures de la journée peut durer un traitement phytosanitaire ? ........... h
29. Délai de retour au champ aprés un traitement 2 .................. jours OU vt mois

30. Avez-vous des équipements de protection ? OOui ¥ CONon @

31. Si oui, lesquels ? Ocombinaison™® Ogants® Obottes® Olunettes masques™ Ocache nez &

32, SiNOML, POUTGUOT ? ..ttt ettt ettt et et e e e e e et e et e e e et e e e e e e e a et h et e n et ann e eean

33. Destination de la bouillie de pesticides restante ?
OConserver™® ODeéverser® O Enfouir® OAutre™ ...
34. Que faites-vous des vétements contaminés ? (IBriler™ [Débarrasser” [Nettoyer!® [ Autre®™.............

35. Rincez-vous les appareils aprés traitements ? (JOui @ CNon @

36. Ou rincez-vous les appareils ? [0 A la maison(! A c6té d'un cours d'eau @ ODans la
parcelle® OPrés d'un canal

37. Pensez-vous une douche juste aprés traitements ? CJOui CNon @

38. Que ressentez-vous juste aprés traitements ? CIMaux de téte)  Vertige® ORhume® ONauséest

8 [OPicotement des yeux (” OAutres®

OMalaise® [JRéactions cutanées!
39, Selon vous, encourez-vous des risques en étant en contact avec les pesticides ? OJOui ¢ [ONon @

40, 810U IoSqUELS 7 .. e e e e et
41. Avez-vous déja eu un contact direct avec les produits ? 0Oui @ [ONon @ Si oui, que faites-vous d habitudes ?

(Remplir le tableau)

Nom du produit Signes ressentis Votre réaction habituelle incriminé

42. Avez-vous déja eu un accident lié a I'utilisation des pesticides ? JOui ) [ONon
43. Si oui, donnez la nature de I'accident : (JProjection oculaire ¢ OlIngestion @ Olnhalation® [CJContact

cutané®  CAute® ...
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44, Etes-vous déja été soigné pour un probléme de santé dii & I'utilisation des pesticides ? OJOui ' ONon © Si oui

LEQUELY .. et e e e e e e s s bbb e era e e s s

Gestion des emballages vides et des stocks

45. Que faites-vous des emballages vides ? [Briler™® [ Enfouir dans le sol® O Stocker® OJeter™®
OUtilisation domestique™ ORendus® OAutres™ L.

46. Ou stockez-vous vos produits ? CMagasin®  [CMaison® COchamp'® OAutre® o

Déséquilibre de la flore intestinale

Les bactéries intestinales sont impliquées dans la maturation du systéme immunitaire et dans de nombreuses voies
métaboliques de base telles que la fermentation des sucres et des protéines ainsi que le métabolisme des acides biliaires
et des corps étrangers. Un déséquilibre des bactéries intestinales a des conséquences fonctionnelles importantes et
provoque de nombreuses maladies du systéme digestif et d'autres maladies, notamment des maladies cardio-

meétaboliques.

Partie a
Cochez si vous étes concerné(e) par les affirmations suivantes

[Je m'infecte facilement (sinusites, rhinopharyngites...)

OJai des difficultés a perdre du poids

[1J'ai souvent des mycoses vaginales et/ou des infections urinaires

[J'ai des douleurs articulaires et/ou musculaires

[Je suis réguliérement sujet a des allergies (eczéma, thume des foins, asthme...)
[J'ai des soucis cutanés (acné, psoriasis...)

[J'ai des migraines

[Je ressens des troubles de l'anxiété, déprime, sommeil...

[Je suis sujet a des gingivites, parodontites, j'ai mauvaise haleine...

[Je ne souffre d'aucun des problémes de santé mentionnés ci-dessus.

Partie b

Si vous avez coché au moins 1 des affirmations précédentes, faites cette partie

[Je présente des douleurs abdominales et j'ai souvent des gaz

[JJ'ai un transit irrégulier : constipations, diarrhées, ou alternance des deux

O J'ai souvent le ventre tout plat le matin et trés gonflé le soir.

[Je présente une maladie digestive : maladie de Crohn, syndrome de l'intestin irritable...
[J'ai du mal & tolérer certains aliments (laitages, blé...)

[Je fais souvent des gastro-entérites

Je ne souffre d'aucun des problémes de santé mentionnés ci-dessus.

Merci pour vetre participation
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Annexe c: Caractéres organoleptiques des selles

‘ Petites boules de selles dures
Forme de saucisse I . -

Consistance Forme de saucisse grumeleux
e

(échelle de -t -

Bristo ediagiase ~&-

Morceaux irréguliers

Mousseux

Liquid
Saucisse + craquelures a la fquide
surface
Semi- solide (pas de constipation ou Solide solides (cas de Pateuse ou liquide
diarrhée) constipation) (cas de diarrhée)

Couleur
A Claire (absence de la
) Sombre (putréfaction) : brune I. ( L
Normal : brune . . bille) : jaune ou
foncée ou noire
blanche
(+) Fibres musculaires mal digérées graisses neutres cellulose digestible
amidon
Résidus
alimentaire
Absence
Macroparasite
s
Eléments Lo .
L Mucus (glaire intestinales) Sang Antres
surajoutés

Source: Stool form scale as a useful guide to intestinal transit time, Lewis SJ, Heaton KW, Scand J

Gastroenterol, 1997 Sep;32(9):920--4.
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Annexe d: Technique de coloration de Gram

Coloration primaire : violet de gentiane Coloration violette = les bactéries sont colorées en
T s . & - : .
1.“ 1 5 : I. v1olet
Ringcage par |'eau de robingt

Mordangage : Lugol (mordant) Le mordant va fixer la coloration violette sur les

structures cellulaires.

3 secondes 8 une minute
Rincage par 'eau de robinet

Traitement par I'éthanol (différenciateur) Décoloration = Gram -

W) secondes 3 une minute Conservation de la coloration violette = Gram +

Coloration secondaire : Fuchsine ou Safranine Coloration en rose = Gram -

(contre -colorant) Persistance de la coloration violette = Gram +
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Annexe e : Composition des milieux gélosés de dénombrement pour 1000 ml de 1’eau distillée.

Gélose Incubation Comptage Composants Mesures
Peptone de caséine S5¢
Extrait de levure 250¢g
48-72 h
10-300
PCA (Plate Count Agar) a37°C Glucose 1g
colonies.
Agar 15¢g
pH 7,0 £0,2
Extrait de levure S5¢
OGA 48-72 h
10-100
(Oxytetracycline-Glucose-Yea a37°C Glucose 20¢g
colonies.
st Extract Agar)
Oxytetracyclique 0,1¢g
Peptone 10¢g
Extrais de viande 10¢g
Extrait de levure S5g
Glucose 20¢g
MRS 4872 h <300 Tween 80 (sorbitanne monoléate) 01g
5 1m0 .
(Man, Rogosa et Sharpe) a37°c colonies Hydrogéno-orthophosphate dipotassique 02g
Acétate de sodium, trihydraté 02¢g
Citrate d’ammoniaque 02g
Sulfate de magnésium heptahydraté 02¢g
Sulfate de manganése tétrahydraté 0,05¢g
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Agar-agar 15¢g
pH 6,5
Peptone 7g
Extrait de levure 3g
Chlorure de sodium S5¢
Sels biliaires 15¢
Glucose 10¢g
Rouge neutre 30 mg
ST 24h+2h 15 -150 Cristal violet 2 mg
a37°C
(Violet-Red-Bile-Lactose) colonies. Agar 12g
pH 7,4 +0,2
Sulfite de sodium 2,50
Glucose 2,00
Citrate ferrique ammoniacal 0,50
Amidon soluble 2,00
Agar 11,00
Peptone 10
Extrait de viande de beeuf 1
24h£2h Chlorure de sodium 75
Chapman (mannitol salt agar) a37°C
Mannitol 10
15 -150 Rouge de phénol 0,025
colonies Agar 15
Extrait autolytique de levure 30¢g
TSI (Triple Sugar Iron) 24h+2h Extrait de viande 30¢g
a37°C
Peptone 20,0 ¢g
Chlorure de sodium 50¢g
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—— —
Lactose 10,0 g
Saccharose 10,0 g
Glucose 1,0¢g
Thiosulfate de sodium 03¢
Citrate de fer (I1I) 03¢
Rouge de phénol 24,0 mg
Agar agar bactériologique 9,0 g
Eau distillée 1000ml

Annexe f: Dénombrement des bactéries.

Cas 01 : une seule boite

= Régle : Une boite exploitable est une boite qui contient de 15 a 300 colonies.

= Formule :
- Exemple :
Facteur de dilution 10? 10° | 10* | 10° Calcul
Nombre des colonies UFC. mL! 400 | 333 33 4

Boites exploitables (15 a 300 | Non
Non | Oui | Non
colonies)

Cas 02 : deux boites

— Régle : Le nombre de microorganismes par ml d’échantillon est calculé a partir des boites

retenues au niveau de deux dilutions successives.

= Formule :

— Les résultats sont exprimés par le nombre d’unité formant une Colonie (UFC) (Colony

Forming Unit) par ml ou par gramme présentes dans I’échantillon.
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- Exemple :

Facteur de dilution 10? 10° | 10* Calcul

Nombre des colonies (UFC. mL™") 291 28 3

Boites exploitables
(15 a 300 colonies)

Non Oui | Non

Annexe g : Composition des solutions utilisée.

Solution Composition Mesures

Cristal violet 2¢g
Phénol 4g

200 mL de Violet de Gentiane
Ethanol (90°GL) 20 mL
Eau distillée 200 mL
Iode métalloidique 05¢g

100 mL de Lugol 5% (solution iodo-iodurée) Iodure de potassium 10g
Eau distillée 100 mL

200 mL de Fuchsine Fuchsine basique 2¢g
Phénol 10g
Ethanol 20 mL
Eau distillée 200 mL
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Eau distillée 1000 mL
Eau physiologique 0,9 %
NaCl 09¢g
Eau oxygénée 10° 50 mL
Annexe h: Fiche technique d’insecticide.
AKOFOS 48 EC
48 ;
AKOFOS 48 EC o 48 Lashss] pun 48 pushss]
Geirdrnlings : 2 Ak Sin glae

AEOFOS 46 BEC a8l un Wl NN Ey
Hadtpln:ntncl.lwhnllm-hm

s & lare specie daction

mﬂﬁcmmumﬂ Al R

ik Lk bk it ol bt (hiachwbios, ooschen s
Ilﬂdt_d‘_iﬂhﬂ
AROFOS 48 EC vet un inhil o (AChE] Linkibition do cefto snryme

aniraing une acoumuialion diu mdabewr chimigue dens Pespace synapique, qul maintiont do

£ Tall Ll WANSMHESION parmanama de Mnfu rerveds, conduisan]
muscdaine of & la morl. AKODFOS &8 EC appartient su groups IRAL 1B,

=

AAKO. wis
At

L (AGROSEED
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Résumé

Les contaminants chimiques sont des substances étrangéres a I'organisme qui peuvent entrer dans le corps par
l'intermédiaire de l'alimentation, de l'eau, de l'air, ou d'autres voies. Certains contaminants peuvent perturber
1'équilibre de la flore intestinale, provoquant des changements dans sa composition et son fonctionnement. Cela peut
avoir des dangers sur la santé humaine. L'objectif de notre étude était d'analyser l'impact des contaminants
chimiques présents dans les produits agroalimentaires sur le microbiote intestinal humain. Pour ce faire, nous avons
utilisées une méthodologie comprenant la collecte d'échantillons de matiére fécale humaine est faire une étude
microbiologique classique sur les six échantillons de personnes exposées aux pesticides et d'autres non exposées,
l'analyse des contaminants chimiques dans les aliments consommés en analysant les résidus de pesticides dans des
échantillons de fruits et Iégumes et la détection des résidus d'antibiotiques dans quatre échantillons de foie de poulet.
Nous avons aussi réalisé le test d'activité antimicrobienne de l'insecticide chlorpyriphos et de quelques additifs
alimentaires. Nos résultats a signalé que I'exposition aux pesticides a entrainé des troubles intestinaux tels que des
gonflements (44%) et des douleurs abdominales (38%) ; I'exposition aux pesticides augmente le risque d'obésité
(44%) et de dysbiose ; la diminution de la densité de la population bactérienne, 1’absence de bactéries lactiques et
une augmentation des bactéries a Gram négatif sont des bio-indicateurs de dysbiose intestinale ; les pesticides, I'eau
trés chlorée et les additifs alimentaires inhibent largement les bactéries lactiques qui sont bactéries bénéfiques de la
flore intestinale. En conclusion, la diminution d'exposition aux contaminants chimiques peut préserver 1’équilibre de

la flore intestinale et par conséquent notre bien-étre général.

Mots clés : Intestin, contaminant chimique alimentaire, dysbiose.
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