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INTRODUCTION



Introduction

Le microbiote intestinal est un écosysteme dynamique désigne les communautés de micro-
organisme qui resident ou transitent dans le tube digestif (Marteau, 2013), jouant un role
préponderant dans de nombreuses fonctions physiologiques de 1’hote ; digestion des
polysaccharides, des glycosaminoglycanes et des glycoprotéines, biosynthése de vitamines,
métabolisme des sels biliaires, de certains acides aminés et des xénobiotiques. Il contribue
aussi a la maturation du systeme immunitaire et assure une barriére directe contre la

colonisation par des agents pathogénes (Debré et Legall, 2014 ; Gamet,2019).

De nombreuses études ont montré qu’un grand nombre de pathologies humaines digestives
et extradigestives sont associées a une dysbiose du microbiote intestinal c’est-a-dire a une
altération de la composition et de 1’abondance des populations bactériennes. Le microbiote
intestinal pourrait donc étre impliqué dans I’apparition et/ou 1’évolution de ces maladies.
Différents facteurs sont susceptibles d’entrainer une modification de la structure du
microbiote intestinal, Parmi ces facteurs, la qualité de 1’environnement semble jouer un role
important. (Ribiere, 2015). Des études épidemiologiques ont en effet établi un lien entre
plusieurs pathologies caractérisées par une dysbiose et les polluants environnementaux
biologiquement actifs, essentiellement les produits phytosanitaires, 1’exposition chronique a
ces polluants semblerai augmenté la prévalence des maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin (la rectocolite hémorragique et la maladie de Crohn) 1’obésité, le diabéte de type 1 et
2, la maladie cceliaque, I’atopie, I’asthme, les troubles du spectre autistique, la maladie de
Parkinson, la démence de type Alzheimer, certains processus de cancérogénese digestive,
certaines pathologies cardiovasculaires et certaines infections intestinales (Marchesseau,
2019 ; Lallés, 2013). Toutefois I’impact direct des faibles doses, de 1’ordre de la DJA, de ces
polluants sur le microbiote intestinal est sous-évalué, méconnu et de plus en plus remis en
question. D’autant plus que ces produits et méme a des faibles doses sont responsables de
I’apparition de perturbations du systéme endocrinien et nerveux chez 1’animal ce qui

représente des signaux d’alarme quant a leur 1’usage systématique (Poulier, 2014).

Le présent travail a pour objectif d’étudier I’effet d’une exposition chronique a une faible
dose du Tébuconazole ; un fongicide systémique de la famille des triazoles, sur  microbiote

intestinal des rats wistar.




Chapitre | :
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE




Chapitre 1 Etude bibliographique

I.1.Polluant

Le polluant est une substance introduite dans le milieu par ’homme, directement ou
indirectement, qui entraine des effets délétéres pour les ressources vivantes, la santé humaine,

I’équilibre du milieu, les activités récréatives (Amiard, 2011).

Les polluants organiques des sols proviennent principalement de trois ensembles d’activités :
industrielles (production d’énergie, métallurgie, industries chimiques), urbaines (transports,
gestion et traitement des déchets), et agricoles (utilisation de produits phytosanitaires)
(Barriuso et al., 1996).

Parmi les produits phytosanitaires on cite : Insecticides, Fongicides, Herbicides.
I.1.1. Fongicide

Les fongicides agricoles permettent de combattre les champignons phytopathogénes
susceptibles de provoquer des dégats sur les plantes cultivées et les récoltes. Les pertes
potentielles provoquées par les maladies fongiques sont estimees entre 10 et 30%. En dehors
des effets quantitatifs, il existe des champignons pouvant affecter les qualités des productions
végétales comme la présence de mycotoxines toxiques pour I’homme, ou des altérations

organoleptiques comme la présence de Botrytis cinerea sur le raisin (Batsch, 2011).
I.1.2. Tébuconazole

Le tébuconazole [(RS)-1-p-chlorophényl-4,4-diméthyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ylméthyl) -
pentan-3-ol] est un fongicide systémique commercialisé pour la premiere fois par Bayer AG,
en Afrique du Sud, en 1988. Ce fongicide foliaire est connu pour sa pénétration rapide dans la
feuille, suivie par sa migration lente et régulicre vers 1’intérieur de la plante. Plut6t lipophile,
il est peu soluble dans 1’eau. Ayant un risque de volatilisation relativement modéré, ce
composé, solide a température ambiante, est tres stable a I’hydrolyse et la photolyse
(Youness, 2013).

I.1.3. Impact du tébuconazole — Toxicité

Le tébuconazole est considéré comme modérément toxique avec des DL50 chez le rat de
1,7 g/kg par voie orale et supérieure & 2 g/kg par contact avec la peau. Cependant, plusieurs
études ont montré son potentiel a risques, notamment lors d’une exposition prénatale, sur

I’apprentissage cognitif, le développement de neuropathologies ou en tant que perturbateur
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endocrinien. Il a également un impact important sur les microorganismes aquatiques et

terrestres, notamment a long terme (Youness, 2013).
I.2 Microbiote intestinal
I.2.1. Définition et composition

Le microbiote intestinal est un écosystéme complexe qui comprend 1’ensemble des étres
unicellulaires hébergés dans le tube digestif, principalement des bactéries mais aussi des
virus, des champignons et des archées (Landman et Quévrain, 2016). Des relations
symbiotiques sont établies entre ces micro-organismes résidents et 1’hote (Debré et Legall,
2014).

Le microbiote intestinal se devise en trois phyla bactériens majeurs : les Actinobacteries,
les Firmicutes et les Bacteroidetes. Le plus imposant est le phylum des Firmicutes avec plus
de 200 genres différents. Par ailleurs, méme s’ils sont nettement moins représentés, on
dénombre une cinquantaine de phyla différents comme les Proteobacteria, les

Verrucomicrobia, les Fusobacteria ou les Cyanobacteria (Simon, 2016).

Bacteroidetes

Verrucomicrobia Firmicutes

Actinobacteria
Fusobacteria
™7

oteobacteria

/—Sm’vistes

\—/)Ewarc haeota

Crenarchaeota

- Nanoa cheota

Korarchaeota

Figure n°01 : Composition du microbiote intestinal (Lagier et al., 2012).
1.2.2. Répartition :

Des variations qualitatives et quantitatives de la flore intestinale sont observées tout au
long du tube digestif de la bouche a I’anus. La flore buccale est trés diversifiée et comprend

des bactéries aérobies et anaérobies, la flore gastrique est en revanche limitée
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quantitativement et qualitativement. Les concentrations varient de maniere croissante, en
effet, au niveau de I’estomac il y a quelques centaines de bactéries par gramme de contenu
alors qu’au niveau du colon distal on retrouve 10! bactéries par gramme de contenu (Dolié,
2018).

Clostridium groups IV and XIV
Bifidobactenum
Enterobacteriaceae

Proximal lleum 10?
Streptococcus
Lactobacillus

Figure n°02 : Répartition de microbiote dans le tube digestif (Sartor, 2008).
1.2.3. Fonctions majeures
[.2.3.1. Microbiote intestinal et systeme immunitaire

I.2.3.1.1. Effet barriére

Afin d’assurer I’homéostasie et d’empécher le développement de pathogenes, la muqueuse
intestinale a développé plusieurs systemes de défense, largement sous le contréle du
microbiote intestinal (Chevalier, 2018).

Le microbiote intestinal Permet de limiter la colonisation par des bactéries pathogénes.
L’équilibre du microbiote intestinal résulte des interactions microbiennes sous la forme de
compétitions pour les substrats nutritifs ou les sites d’adhérence, et de modifications de
I’environnement intestinal par des produits du métabolisme bactérien : pH colique,

bactériocines, acides organiques, etc (Goulet, 2012).
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1.2.3.1.2. Effet sur le développement et la maturation

Des études comparatives entre des souris axéniques et conventionnelles ont démontré le
role essentiel joué par le microbiote dans le développement et la maturation du systeme
immunitaire et donc sur ses fonctions. Les animaux axéniques ont en effet de nombreuses
anomalies au niveau du systéme immunitaire intestinal : Hypoplasie des plaques de Peyer,
nombre de lymphocytes intraépithéliaux réduits, concentration d’immunoglobulines sériques

et production de cytokines limitées (Quévrain et Seksik, 2013).
I.2.4. Facteurs influencant I’installation du microbiote
[.2.4.1. Mode d’accouchement

Le mode d’accouchement constitue un facteur déterminant dans la colonisation initiale du
tube digestif du nouveau-né. L’accouchement par voie basse favorise la colonisation par des
germes maternels d’origine vaginale et fécale tels que Lactobacillus, Streptococcus,
Prevotella et Enterobacter. Lors d’un accouchement par césarienne, le nombre de
Bifidobacterium et de Bacteroides colonisant ’intestin est moindre. L’environnement
hospitalier est le premier contact avec la peau humaine favorisant la colonisation par les

genres Staphylococcus, Propionibacterium et Corynebacterium (Marchesseau, 2019).
1.2.4.2. Allaitement

L'allaitement permet daugmenter l'implantation du germe Bifidobacterium chez le
nouveau-né tétant sa mere par rapport a I'enfant prenant du lait de vache. Ce développement
serait d0 a la présence doligosaccharides particuliers dans le lait maternel voir méme la

présence de Bifidobactéries (Simon, 2016).
1.2.4.3. Mode d’alimentation

L’alimentation constitue une partie du substrat énergétique du microbiote intestinal. Elle
module des processus physiologiques impactant le microbiote (sécrétion d’enzymes
digestives, de mucus, vitesse du transit, systéme immunitaire...). De ce fait, I’alimentation est
un des déterminants majeurs de la modulation du microbiote intestinal et le régime
alimentaire, qu'il soit bénéfique ou néfaste. Lors de la diversification alimentaire du
nourrisson, les deux principaux phyla Bacteroidetes et Firmicutes surpassent en nombre ainsi
qu’en diversité les Actinobacteria et les Proteobacteria implantés précédemment
(Chaneyackfa, 2017).
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1.2.4.4. Environnement

L’environnement joue un role important dans la colonisation intestinale. Certaines études
ont mis en évidence la colonisation a plus haut niveau et plus fréquente chez les enfants nés
dans les pays en voie développement par les Bifidobactéries. Ces différences de flore sont
vraisemblablement liées aux conditions plus strictes d’hygiéne entourant les accouchements
dans les pays industrialisés, réduisant I’exposition de 1’enfant aux flores fécale et vaginale de

sa meére (Campeotto et al., 2007).
I.5. Dysbiose

La dyshiose est un déséquilibre du microbiote associé a des conséquences néfastes pour
son hote. La composition du microbiote va se modifier et des germes potentiellement nocifs
vont apparaitre en plus grande quantité. Les principales causes de dysbhiose sont les infections
virales, bactériennes ou parasitaires, les changements brutaux d’alimentation, les déficits
immunitaires et d’utilisation de médicaments pouvant modifier la flore intestinale (Olives,
2013).

I.6. Effet des polluants environnementaux sur le microbiote intestinal

Les polluants environnementaux perturbent la composition du microbiome intestinal et
modifient directement les profils des métabolites du microbiote. Généralement, le systéme
immunitaire est le premier site d'influence le microbiote et de ses métabolites. Par le biais des
métabolites du systeme immunitaire et du microbiote, la pollution de I'environnement pourrait
influencer davantage le métabolisme énergétique, le systeme endocrinien, le systéme nerveux,
le systeme cardiovasculaire, etc. En conséquence, différents phénotypes nocifs seront induits
par l'exposition a des polluants environnementaux particuliers. Pire encore, certains

phénotypes pourraient influencer le microbiote intestinal (Jin et al., 2017).
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/Env?onmemal pollutants

Nervous injury

Metabolic syndrqm_e‘ . Infl G

Malnutrition

Diseases susceptibility

Figure n°03 : Effets de différents types de polluants environnementaux sur le microbiote

intestinal et leurs résultats ultérieurs (Jin et al., 2017).
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Chapitre 11 Matériels et Méthodes

1. Matériel et Méthodes
I1.1. Objectif du travail

La présente étude a eu comme objectif I’évaluation de I'impact de deux polluants
environnementaux a savoir le Bisphénol A et le Tébuconazole sur le microbiote intestinal des
rats Wistar exposes a de faibles doses correspondant aux doses journalieres tolérables définies
chez ’homme. Ceci a travers la quantification et I’identification des bactéries contenues dans

ce microbiote

11.2. Date et lieu de travail

L’expérimentation relative a cette présente étude a été réalisée sur une période allant du

28 Février 2021 au 30 Mai 2021, elle a été effectuée au sein des laboratoires suivants

-Laboratoire d’Hygi¢ne et Pathologie Animale de I’Institut des Sciences Vétérinaires,

Université Ibn Khaldoun -Tiaret.

-Laboratoire d’Amélioration et Valorisation des Productions Animales Locales, Université

Ibn Khaldoun -Tiaret.

11.3. Matériel et produits utilisés

Matériel, produits chimiques et milieux de culture utilisés au cours de cette étude sont

représentés dans le tableau n° 01.

Tableau n° 01 : Appareillage, verrerie et produits utilisés.

Milieux de cultures

Produits et réactifs

Matériel et appareillages

- Gélose PCA (Plate
Count Agar)

- Milieu Chapman
- Milieu MacConkey

- Alcool 95°

- Eau Oxygénée

- Eau physiologique (99/ L)
- Fuchsine

- Galerie Api 20E

- Huile de paraffine

- Lugol.

- Réactif de Kovacs

- Réactifs Voges Proskauer
(VP I et VPII)

- Huile d’immersion

- Violet de Gentiane

-TDA

- Perchlorure de fer

- Agitateur magnétique thermique
(lkamag)

- Autoclave (Sanoclave)

- Bain Marie (Gfl)

- Balance Analytique
Pioneer)

- Bec Bunsen

- Boites de Petri

- Etuve (Memmert)

- Four Pasteur (Nuve)

- Micropipette (Acummax)
- Microscope photonique (Zeiss)

- Spectrophotométre  UV-Vis
(Optizen 1412v)

(Dhaus
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11.3.1.2. Matériel biologique

Des échantillons de matiere caecale ont été prelevés a partir des rats Wistar femelles
exposés ou non a des doses journalieres de Bisphénol A (50ug/kg/j) et de Tébuconazole
(30ug/kglj) pendant 16 semaines. Ces échantillons ont été conservés au congélateur a -20°C

préalablement au travail.
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11.4. Protocole expérimental

[ 3 Lots de 5 rats de souche Wistar }

| _
Soumis a un
régime standard +
I’eau de robinet
contenant
S0ug/kg/j du BPA

!

——
e
Soumis a un Soumis a un régime
régime standard standard + l'eau de
+ l'eau de robinet contenant
robinet 30pg/kg/j du TEB
120jours
\"\_) Pesée des rats, calcul de la quantité d’cau consommeée et surveillance de
e comportement
= P
Sacrifice 2 jeun _
S -
l 1 l
Prélévement du Prélévement des organes Prélévement sanguin

contenu caccal

— Préparation des dilutions décimales

Ensemencement sur les milieu Chapman,
MacConkey et PCA

Isolement et purification

. Coloration de Gram

Test biochimiques :Catalase
Oxydase
ONPG
Coagulase

Identification par galerie Api20E

<4 Partie réalisée durant la période allant de 30 décembre 2018 au 12 juin 2019

=== Partie réalisée durant la période allant de 28 février au 30 mai 2021

>«

R ———

Figure n°04 : Diagramme récapitulatif de la démarche expérimentale
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11.3.2. Méthodes

11.3.2.1 Etude de ’'impact du fongicide (tébuconazole) sur la composition de la flore

intestinal

Pour étudier I’effet toxique du tébuconazole, via la modulation de la flore intestinal, nous
avons recherchés quelques espéces bactériennes impliquées dans 1’altération de la
composition et de I’abondance des populations bactériennes intestinales, Pour se faire. Nous

avons procédé a la démarche suivante :

Apres récupération des échantillons (préparés préalablement en utilisant 1g de contenu
caecal dans 9ml d’eau physiologique et conservés a - 20 °C), Les principales bactéries de la
flore intestinale suivantes ont été recherchées dans le contenu caecal : FAMT (la flore

aérobies mésophile totale), Entérobactéries et Staphylocoques
11.3.2.1. Dénombrement des bactéries dans les échantillons de matiére caecale
11.3.2.1.1 Flore mésophile aérobie totale (FMAT)

La flore aérobie mésophile totale représente I'ensemble des microorganismes se
développant en présence d'oxygene a une température optimale de 30°C (multiplication active
de 10°C a 45°C). (Attemene, 2014).

Le milieu utilisé pour le denombrement des FMAT est la gélose PCA. L'ensemencement a
été fait par incorporation dans la masse de la gélose. Un volume de 1 ml a été prélevé a partir
des dilutions décimales allant de 10 & 102 dans I’eau physiologique, puis déposé dans une
boite de Petri. Ensuite, le milieu préalablement fondu puis refroidie est coulé dans la boite
contenant l'inoculum. L’homogénéisation est faite en effectuant des mouvements circulaires

en formes de «8». L’incubation se fait a 37°C pendant 24h a 72h.
11.3.2.1.2 Entérobactéries

Les Entérobactéries sont des bacilles a Gram négatif constituant un ensemble important de
bactéries et comportant de nombreux pathogenes (Tortora et al., 2003). Leur dénombrement
a été effectué au niveau du contenu caecale sur un milieu sélectif : Le milieu MacConkey
permet I’isolement des bactéries a Gram- non exigeantes et la différenciation des colonies

lactose+ et lactose-(Chouder et al., 2006).
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L’ensemencement se fait en surface a partir des dilutions décimales préparées précédemment.
Une prise d'essai de 0.1 ml a été prélevée de I'échantillon a analyser et déposée a la surface du
milieu de culture en boite de Petri. Ensuite, elle a été étalée soigneusement sur la surface de la

gélose. Les boites ensemencées sont incubees a 37°C pendant 24h.
11.3.2.1.3 Dénombrement des Staphylocoques

Les Staphylocoques sont des bactéries sphériques a Gram positif qui s’assemblent en
grappe de forme irréguliere (Tortora et al., 2003). Leur dénombrement se fait en surface sur
le milieu Chapman qui donne une indication de 1’action de la souche isolée sur le mannitol,
I’utilisation du mannitol avec production d’acide se traduit par un virage de couleur du rouge

vers le jaune (Guiraud, 2003).
11.3.2.2. Isolement des microorganismes

Apres incubation on sélectionne les boites présentant des colonies microbiennes. La
sélection est basée sur 1’aspect macroscopique des colonies: la couleur, la forme, le diamétre,

I’aspect, I’opacité...

Les colonies obtenues sont prélevées et ensuite purifiées par repiquages successifs sur les

différents milieux par la méthode de stries jusqu’a obtention de cultures pures.

Ensemencement Repiquage Isolement

Dilution Colonie pure

Figure n°05 : Isolement et purification des bactéries ( Benharzellah et al., 2014)
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11.3.2.3. Tests d’identification des bactéries recherchées
11.3.2.3.1 Critéres morphologiques

L’étude morphologique a été basée sur I’observation macroscopique des colonies qui
permet d’effectuer une premiére caractérisation, avec une orientation possible des résultats au
cours de I’identification (Guezlane et al., 2010) et I’examen microscopique qui permet de
déterminer la morphologie des cellules bactériennes par la coloration de Gram. (Meriah et
Nabi, 2017).

11.3.2.3.2 Caracteres biochimiques

Les bactéries ont été identifiées par I’¢tude des caractéres biochimiques. En effet, ces
dernieres sont capables d’effectuer une grande diversité de réactions biochimiques qui se
traduisent par la production d’enzymes (catalase) et par le type nutritionnel (fermentation ou

oxydation des sucres, production ou pas de gaz,,,,)
11.3.2.3 .2.1 Test de Catalase
- Principe

La catalase degrade le peroxyde d’hydrogéne (H20:) issue de la voie respiratoire oxydative
directe en eau et en oxygene libre qui se dégage Sous forme gazeuse. (Marchal et Bourdon,
1973)

2H,02 — 2H20 + Oz
-Technique

La catalase a été révélée en déposant sur une lame en verre propre, une colonie bactérienne

en présence de H.0; & 10 volumes (Levy et al., 1992).
-Lecture

Une réaction catalase positive se traduit par 1’apparition de bulles, suite au dégagement

gazeux d’oxygene
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11.3.2.3 .2.2 Test d’Oxydase
Principe

Le test de I’oxydase est basé¢ sur une éventuelle production bactérienne d’une enzyme
oxydase intracellulaire en présence d’oxygeéne atmosphérique et de cytochrome C (Kovacs et

al., 1995).
Technique

Pour déterminer 1’activité oxydase, une colonie prélevée est mise sur le réactif oxydase

(disque imprégné).
Lecture

Le développement d’une couleur violette signifie que le test est positif et que 1’isolat
possede 1’enzyme oxydase (Kovacs et al., 1995).
11.3.2.3 .2.3 Test d’ONPG (orthonitrophényl-B-D-galactopyranoside)
Principe

L’ONPG est un analogue structural du lactose. Ce substrat synthétique incolore peut étre
scindé en galactose et en orthonitrophénol (composé soluble jaune) en présence d'une des
enzymes appelées ONPG-hydrolase (Delarras, 2007).

Technique
La recherche de la beta galactosidase consiste a
- Réaliser une suspension bactérienne dense dans 0,5 ml d'eau stérile.
-Introduire un disque de papier imprégné du substrat ONPG de maniére aseptique.
-Incuber a 37°C pendant 24 heures
Lecture
Une réaction ONPG positive se traduit par 1’apparition d’une couleur jaune.
11.3.2.3 .2.4 Test de Coagulase
Principe

La coagulase se lie avec la prothrombine pour former la staphylothrombine qui entraine la
polymérisation du fibrinogene dans le plasma pour former le caillot de fibrine
(Rasamiravaka et al., 2015).
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Technique

Le test se fait par I’addition de plasma a la culture bactérienne. L’incubation se fait a 37°C
pendant 24 heures.

Lecture

La formation d’un coagulum indique la présence d’une coagulase.
11.3.2.4 Identification par la galerie Api 20E
- Standardisation de I’inoculum

Pour préparer I’inoculum, il faut prélever une colonie sur gélose et la mettre en suspension
dans I’eau physiologique stérile. Cette suspension est ensuite ajustée a une densité égale a
celle de I’¢talon 0,5 de I’échelle de Mc Farland par comparaison visuelle sur un fond blanc a
bandes noires. Ensuite la lecture de la densité optique (DO) se fait sur un spectrophotomeétre.
L’inoculum contient, en général, 1 a 3 x 108 bactéries par ml (Nguyen, 2000)

- Technique

- Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a I'aide d’une micropipette
(pour éviter la formation de bulles au fond des tubes), poser la pointe de la micropipette sur le
coté de la cupule, en inclinant Iégerement la boite d'incubation, vers l'avant

- pour les tests CIT, VP, et GEL remplir tube et cupule.
- pour les autres tests remplir uniquement les tubes (non les cupules).

- Pour les tests ADH, LDC, ODC, H2S, URE créer une anaérobiose en remplissant leur
cupule avec I’huile de paraffine.

- refermer la boite d'incubation
- incuber a 37°C pendant 24 h. (Metlef, 2007)
Lecture

Les réactions produites au cours de la période d’incubation se traduisent par des virages
colorés spontanés ou révélés par I’addition de réactifs (Annexe n°6).
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Chapitre 111 Résultats et discussions

Résultats et discussions

111 .1. Dénombrement des bactéries dans les échantillons de la matiére caecale

Cette étude s’intéresse a une exposition chronique d’un modeéle murin & deux polluants (le
Tébuconazole et le Bisphénol A. Les doses des polluants sont ajustées de sorte a ce que
I’exposition soit de 1’ordre de la Dose Journaliére Tolérable (DJA), supposee sans effet chez

I’homme, pour chacun des 2 polluants.
111 .1.1 Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale

Aprés incubation des boites de Petri et dénombrement des colonies formées, les résultats
obtenus dévoilent qu’une exposition pendant 16 Semaines au Tebuconazole (TEB) et au
Bisphénol A (BPA) altérent le microbiote intestinal des rats femelles . En effet, les résultats
(Figure n°06) révelent une diminution de la Flore aérobie mésophile totale dans le contenu
caecal des rats exposés au BPA par raport au groupe temoin (12.56 logl0 UFC/g vs 13.27
log10 UFC/g) avec un pourcentage de diminution évaluée a 5.35%. Aussi une diminution
évaluée a 7,97 % de la FAMT dans le contenu caecal des rats exposés au TEB a été
constatée par raport au groupe temoin, on note 12.29 logl0UFC/g vs 13.27 log10 UFC/g. les
résultats montrent une diminution de la FAMT dans le contenu caecal des rats exposes au

TEB par rapport a ceux exposés au BPA avec un taux diminution de 2.19%.

13,4 -
Log,, UFC/g
13,2 -

13 -
12,8 -
12,6 -
12,4 -
12,2 -

12 -

11,8

Figure n°06 : Dénombrement de la flore aérobie mésophile totale chez les rats exposés

au TEB et au BPA durant les 16 semaines de traitement.
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111 .1.2 Dénombrement des Entérobactéries

Le résultat obtenu suite au denombrement des Entérobactéries dans le contenu caecal des
rats exposés au BPA augmentent par rapport au témoin 5.53 log1l0 UFC/g vs 4.39 log10
UFC/g, avec un pourcentage d’augmentation de 25.96%. Ainsi qu’une augmentation de
208.2% des Entérobactéries a été observé chez le groupe des rats exposés au TEB par rapport

au témain.

Nos résultats indiquent aussi une augmentation de 144.66% des Entérobactéries des rats

exposés au TEB comparativement avec ceux exposes au BPA

Logl0 UFC/g 16 7
14 -

12 A

10 A

Figure n°07 : Dénombrement des Entérobactéries chez les rats
Exposés aux TEB et au BPA durant les 16 semaines de traitement.

Les résultats sont exprimés sous la forme de moyenne

17



Chapitre 111 Résultats et discussions

111.1.3 Dénombrement des staphylocoques

On a enregistré une augmentation de 23.29% des Staphylocoques chez le groupe des rats
exposés au BPA par rapport au témoin (5.77 logl0 UFC/g vs 4.68 log10 UFC/g). Le nombre
des Staphylocoques calculés dans le groupe des rats qui recevaient 1’ecau de robinet avec le
TEB (7.21 log10 UFC/g) est supérieur a celui des groupes témoins avec une augmentation de
54%. 1l va de méme pour les rats exposés au TEB et au BPA avec un taux d’évolution de
24.95%.

8
Log,, UFC/g

=)
1
[N

a7
# BPA
-TEB

Figure n°08 : Dénombrement des Staphylocoques chez les rats
Exposés aux TEB et au BPA durant les 16 semaines de traitement.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes
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Chapitre 111

111.2 Identification des bactéries isolées a partir des échantillons de matiere caecale

111.2.1 Identification des Entérobactéries

Les résultats concernant les caractéres morphologiques des Entérobactéries isolées a partir

des échantillons de matiére caecale figurent dans le tableau suivant.

— Témoin TEB BPA

Test

Macroscopique Aspect Colonies Aspect Colonies Aspect Colonie
mugqueux, irrégulieres, muqueusx, bombées et muqueux, blanche,
coloniesde incolores. coloniesde mugueuses coloniesde Aspect

couleur rose couleurrose couleur rose

Gram négatif Gram négatif | Gram négatif | Gram négatif | Gram négatif

Microscopique Gram négatif
Coccobacille Bacille Coccobacille Bacille Coccobacille Bacille
| g (IR
\ f : “ A
¥ ; [\ 3
1 ; : "" J \ [ : ‘-.V:A Yy
g “i X . TR IR ¥
. | 2 il » ~& \( L R
0 : PRI " R KL %S s
[ ¢ a‘\' ~ . 1 { ]
. ° e
] :| ? I SN

Tableau n°02 : Critéres morphologiques des Entérobactéries isolés du contenu caecal
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Les résultats concernant les caractéres biochimiques des Entérobactéries isolées a partir
des échantillons de matiére caecale figurent dans le tableau suivant

Tableau n°03 : Caractéres biochimiques des Entérobacteries isolés du contenu caecal

intlllon Témoin TEB BPA
Tests
Catalase + + + + & +
Oxydase . + 5 = = s
ONPG + - + + + +
ADH + + + - + -
LDC - - - + " +
opc + = + 5 ¥ .
ciT + + + + + -
Ha2S - - - - - -
URE . = 2 + = +
TDA . - - - " -
IND i 2 . - & s
ve - - + + + -
GEL . + & . = é
GLU + - + + + +
MAN + . + + + +
INO = a s + s +
SOR + - + + - +
RHA + - + + + +
SAC + - + + + +
Identification | Enterobacter | Pseudomonas | Entérobacter | Kiebsiella | Enterobacter| Kiebsiella
cloacae aeruginosa cloacae pneumoniae cloacae pneumoniae
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Les bactéries isolées a partir du contenu caecal des rats du groupe témoin sont
principalement Enterobacter cloacae, Pseudomonas aueroginosa (bacille gram négatif non
entérobactéries). Alors que les bactéries Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae ont été
isolées a partir des échantillons de rats exposés au TEB et BPA. (Tableau n°03).

Les résultats obtenus sont reportés dans le (Tableau n°03). Ils indiquent que 1’espéce
Enterobacter cloacae possede les enzymes B-galactosidase (ONPG), Ornithine décarboxylase
(ODC), la catalase, mais elle est dépourvue de I’Uréase (URE), Lysine décarboxylase (LDC),
la bactérie ne produit pas le HS, elle utilise le Citrate (CIT) comme source de carbone et

d’énergie.

Les résultats obtenus (Tableau n°03) montrent aussi que Pseudomonas aeruginosa
possede les enzymes [-galactosidase (ONPG), mais elle est dépourvue de 1’Uréase (URE),
Lysine décarboxylase (LDC), Ornithine décarboxylase (ODC), Tryptophane désaminase et
Thiosulfate réductase, ainsi cette espece utilise Citrate (CIT) comme unique source de

carbone et d’énergie.

Nos résultats (Tableau n°03) révélent que Klebsiella pneumoniae posséde les enzymes -
galactosidase (ONPG), Lysine décarboxylase (LDC), Ornithine décarboxylase (ODC), mais
elle est dépourvue de I’Uréase (URE), Tryptophane désaminase et Thiosulfate réductase, ainsi
cette espece utilise Citrate (CIT) comme source de carbone et d’énergie et elle utilise glucose
(GLU), mannitol (MAN), inositol (INO), sorbitol (SOR), rhamnose (RHA), saccharose

(SAC), dans son métabolisme

Le traitement de ces résultats a été réalisé a I’aide d’un logiciel d’identification “apiweb*

(http://apiweb.biomerieux.com).
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Résultats

et discussions

IIL2.2 Identification des staphylocoques

L’identification des Staphylococcus sp dans le contenu caecal des rats Témoins et les
groupes exposes aux polluants

On remarque la présence des Bacillus sp dans les Témoins et dans les groupes exposés aux

polluants

Tableau n °04 : Caracteres morphologiques et biochimiques des staphylocoques et Bacillus
isolés du contenu caecal

Echantillon ’ .
Temoin TEB BPA
Test
Macroscopique | Colonie jaune, | Colonie Colonie Colonie Colonie Colonie
arrondiesa | blanche,arro | jaune,arrondies @ | blanche,arro | jaune,arrondies | blanchearr
bords régulier ndies a bords régulier ndiesa | abords régulier | ondiesa
bords bords bords
régulier régulier régulier
Microscopique | Gram positif | Bacille Gram | Gram positif | BacilleGram | Gram positif | Bacille
Coques associes |  positif | Coques associes |  positif | Coques associes | Gram
en grappe de en grappe de engrappe de | positif
raisin raisin raisin
' ] J Y Ba o
; A A vy K S ..F k \\_}
'\; AN g y:\\‘/ o Lf!&
Catalase
Coagulase
Identification | Stophylococcus sp | Bacillussp | Stophylococcus | Bocillussp | Staphylococcus sp | Bacillus sp
p
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Discussion

Les preuves actuelles indiquent que la composition des microbiotes intestinaux joue un
role important dans le maintien de la santé animale et les déséquilibres communautaires
peuvent prédisposer a certaines maladies (Horai et al., 2015 ; Sun et Chang, 2014).
L'alimentation, un des facteurs clés qui modulent I'écologie intestinale humaine, est connu
pour étre associé avec différentes maladies métaboliques (Chiu et al., 2015 ; Ma et al., 2015
; Ojeda et al., 2015). Pour élucider l'influence de lI'alimentation plusieurs études ont examiné
si I’absorption des contaminants chimiques exerce un effet sur le microbiote intestinal.

Au cours de cette présente étude et suite au traitement des rats aux polluants une réduction
du nombre de la flore aérobie mésophile totale a été constatée chez les rats exposés au TEB et
au BPA par rapport au groupe des témoins. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par
Fazeli et ses collaborateurs (2014). En effet, ils dévoilent que le cadmium (polluant
environnemental) réduit la croissance de la flore aérobie mésophile totale au niveau du

rectum.

Dans notre étude on a constaté une augmentation des Entérobactéries (protéobactéries)
chez les rats exposés au TEB et au BPA par rapport aux rats témoins. Ces résultats sont
conformes a ceux obtenus par Liu et ses collaborateurs (2021) ou ils ont démontré que les rats
exposés au TEB ont un nombre élevé des Entérobactéries et les LPS produits par ces
Entérobactéries ont été signalé comme étant environ 1000 fois plus élevé que ceux d'autres
bactéries. Selon les investigations faites par Fabbiano et ses collaborateurs (2018) et Fang et
ses collaborateurs (2019) expliquent que Le LPS est un composant majeur de la paroi
cellulaire des bactéries Gram négatives et il est largement considéré comme la principale
endotoxine entrainant une inflammation en activant le géne de réponse inflammatoire, par
conséquent l'inflammation endommageait la barriere intestinale et accélérait la fuite de LPS
de l'intestin vers le sang. La diminution de la barriére intestinale augmente a son tour

I'inflammation.

Nos résultats correspondent aussi aux résultats obtenus par Jiang et ses collaborateurs
(2020) ils ont exposés des rats a une dose de 0.4 mg/l de difenoconazole (Fongicide) ils ont
remarqué une augmentation des Entérobactéries. Selon 1’étude de Wang et ses collaborateurs
(2020) sur la toxicité des fongicides ont trouvé que le fongicide altére la fonction de la
barriere intestinale liée au métabolisme des glucolipides. Et I'analyse a montré aussi des
endommagements au niveau du foie. De plus le microbiote intestinal était significativement

affecté avec des augmentations des pathobiontes.

23



Chapitre 111 Résultats et discussions

Les résultats obtenus par Réquilé et ses associés (2018) sont en concordance avec nos
résultats, lors de I’exposition de chlorpyrifos (pesticide) ont trouvés une augmentation des

Entérobactéries du tube digestif.

Aussi les résultats trouvés par Xu et ses collaborateurs (2014) sont similaires a nos
résultats, leur étude a consisté d’étudier 1’effet d’epoxiconazole (fongicide) sur le microbiote
intestinal puis ils ont trouvé que ce fongicide a induit une dysbiose du microbiote intestinal en
augmentant le nombre des Entérobactéries et ils ont indiqué que cette augmentation est liée a

inflammation intestinal.

Aussi les résultats obtenus indiquent une réduction du nombre des Staphylocoques et
Bacillus (Firmicute) de la matiére caecale des rats exposés au deux polluants, ces résultats
correspondent aux résultats trouvés par Joly Condette et ses collaborateurs (2015) ils ont
¢tudié I’effet de chlorpyrifos (pesticide) sur le microbiote et les résultats ont é&té comme suit
une augmentation significative des Staphylocoques, ce qui explique que le pesticide a
provoqué une dysbiose qui a pu faciliter la colonisation de I’intestin par différents

pathobiontes capables d’aggraver 1’inflammation intestinale (Rahmouni et al., 2016).

Nos résultats sont aussi conformes a ceux obtenus par Charron (2016), il a exposé les rats

au chlorpyriphos puis il a constaté que le nombre des Staphylocoques a augmenté.

D’apreés les études de Claus et ses collaborateurs (2016) dans le cadre de 1’explication du
mécanisme d’action des polluants sur le microbiote intestinal ils ont pu démontrer que les
produits chimiques de I'environnement qui sont mal absorbés aprés ingestion se retrouvent
dans l'intestin gréle et le caecum par péristaltisme, et ceux qui se répartissent a travers la paroi
intestinale directement a partir du sang peuvent étre métabolisés par le microbiote gastro-
intestinal. La plupart des xénobiotiques sont non polaires et donc facilement absorbés par le
tractus gastro-intestinal, puis transportés par le sang vers le foie pour la détoxification. Le foie
a tendance a oxyder les xénobiotiques, formant des conjugués avec l'acide glucuronique, le
sulfate ou le glutathion qui peuvent étre excrétés dans la bile et pénétrer dans l'intestin ou le
métabolisme du microbiote peut avoir lieu. Le microbiote gastro-intestinal se déconjugue et
réduit géneralement les métabolites hépatiques xénobiotiques, entrainant la formation de
molécules non polaires de poids moléculaire inférieur, qui sont facilement réabsorbées. La
déconjugaison médiée par le microbiote des metabolites précédemment conjugués par le foie

peut régénérer le xénobiotique d'origine ou former de nouveaux métabolites toxiques.

24



Chapitre 111 Résultats et discussions

Pour les résultats de 1’identification des Entérobactéries et les bacilles Gram négatif on a
constaté une présence de Klebsiella pneumoniae chez les rats exposés au TEB et au BPA, ces

bactéries pathogenes sont retrouvées avec un nombre éleve.

L’étude réalisé par Zhiyuan et ses collaborateurs (2020) sur l'aldicarbe (substance
chimique) a montré que l'aldicarbe interférait avec la trajectoire du développement du

microbiote intestinal augmente de la pathogénicité des bactéries intestinales.

Par ailleurs Liu et ses collaborateurs (2021) ont étudié 1’effet de tébuconazole sur le
microbiote intestinal. 1ls ont constaté que le TEB a entrainé des déséquilibres du microbiote,
et ils ont observé que Lactobacillus, Klebsiella, Streptococcus, Romboutsia, Mitsuokella,
Enterococcus, et Sphingomonas ont été augmenté par I’effet du tébuconazole, tandis que
Alloprevotella, Bacteroides, et Muribaculum ont été diminués. Ce qui explique que
L’écologie intestinale a été détériorée en raison de l'accumulation de bactéries pathogenes
majeures. Par exemple, I'accumulation de L'entérocoque entraine une inflammation intestinale
et abaisse la flore productrice butyrate dans l'intestin. Klebsiella et Streptococcus sont

également des bactéries infectieuses typiques.

Aussi une autre étude de Lai et ses collaborateurs (2016) a montré que 1’exposition des
animaux au BPA augmente le nombre de la famille des Helicobacteraceae qui est
positivement associée a une maladie inflammatoire de l'intestin En fait, les patients atteints de
MCI conservent significativement de plus grandes quantités d'Helicobacteraceae que les
individus sains , Notamment, il était clairement démontré que la présence
d'Helicobacteraceae dans le tractus gastro-intestinal a déclenché I'immunité de I'h6te pour

attaquer les micro-organismes intestinaux normaux.
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Conclusion

Ces dernicres années 1’é¢tude du microbiote intestinal et de son incidence sur la santé
humaine est devenue un domaine de recherche majeur. Cette vaste communauté microbienne,
hébergée dans I’intestin, exerce de nombreuses fonctions biologiques et métaboliques et
confére de nombreux avantages a 1’hote. Plusieurs travaux, indiquent que le microbiote
intestinal, interagit avec les polluants environnementaux. Cette interaction peut avoir des
conséquences toxicologiques importantes via la modification des fonctions du microbiote
intestinal. Des études épidémiologiques suggérent un lien trés étroit entre 1’exposition a ces
polluants et I’incidence des maladies métaboliques comme le diabéte de type 2, la stéatose

hépatique, et I’obésité.

L’objectif de cette présente ¢tude consiste a étudier l'impact de 1’exposition chronique,
orale des jeunes rats femelles au Tébuconazole et au Bisphénol A comme facteurs

environnementaux pouvant induire une dysbiose du microbiote intestinal.

Nos résultats indiquent un effet délétere des polluants utilisés au cours de cette étude sur
la composition du microbiote intestinal des rats femelles exposés au BPA et au TEB, et ce
malgré leur utilisation a des faibles doses sensées étre sans effet nuisible. Ceci est reflété par
une diminution de la flore aérobie mésophile totale chez les rats exposes aux polluants. La
réduction de cette flore intestinale chez les rats exposés au BPA était a un moindre degré que

ceux exposés au TEB.

Les résultats obtenus indiquent aussi une augmentation des Entérobactéries,
Staphylocoques et Bacillus du contenu caecal des rats exposés au TEB et BPA par rapport au

groupe des rats témoins.

Ce travail s’est particuliérement intéressé a 1’étude d’impact des polluants sur la diversité
du microbiote intestinal. Les résultats obtenus aprés 16 semaines du traitement, révelent que
le BPA et TEB influencent la diversité du microbiote intestinal. En identifiant les bactéries on
a trouvé présence Enterobacter cloacae et pseudomonas aeruginosa dans le contenu caecal
des rats témoins. Par contre pour I’identification des rats exposes au TEB et au BPA on a

trouvé présence d’Enterobacter cloacae et Klebsiella pneumoniae.

L’ensemble de ces résultats sont suffisamment convaincants pour remettre en cause
’utilisation excessive des polluants environnementaux de maniére générale et les pesticides
en particulier et envisager un développement d’outils permettant de prédire I’effet

potentiellement délétere de ces polluants environnementaux sur la santé et I’environnement.
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Conclusion

Cependant, il est clair que des tests supplémentaires et des investigations plus profondes Sont
nécessaires a entreprendre afin de consolider ces résultats. Ainsi dans la continuité de ce

présent travail plusieurs perspectives peuvent étre envisagees. Il est fort intéressant de :

* Approfondir 1’étude sur les interactions des polluants environnementaux avec le microbiote

au niveau moléculaire.

* Développer des outils utiles pour une évaluation des risques valide dans les populations
exposées pour des raisons environnementales ou professionnelles, et obtenir éventuellement
les éléments nécessaires a toute modification des politiques réglementaires et de la valeur

limite seuil.
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Annexe n° 1

Figure n°01: Four Pasteur Figure n°02 : Incubateur

Figure n°03 : L’autoclave Figure n°04 : la Balance électronique
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Figure n°05 : Agitateur magnétique

Figure n°07 : le vortex

Annexes n°2

|
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Figure n°06 : Agitateur

Qiochrom Libra S6

Figure n°08 : le spectrophotometre
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Annexes n°3

Figure n°09 : Test oxydase Figure n°10: Test catalase

Figure n°11 : Aspect des colonies de la flore aérobie mésophile totale sur le milieu PCA
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Annexes n°4

(a) (b)

(a) (b)

Figure n°13 : Aspect des colonies des entérobactéries sur le milieu MacConkey
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Annexes n°5

(b)

Figure n°14 : L’identification d ‘Enterobacter cloacae par Galerie AP1 20E
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Tableau n°01 : Tableau de lecture de la Galerie APl 20E

Annexes n°6

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20
P ———
Microlube Substral Caractere recherché Lecture directe ou indirecte (Test sinécessaire) | Résultat+ | Résultal-
ONPG | Ortho-Niro-Phényt-Galactosde | f-galaciosdase Lechre drecte
ADH  [Argning Agnne dhycrolase
(OC |Lysine Lysne décarbanylase Lecture drecte "
0DH | Ornidhine Oméhire décarbarylase
O [Chate Ublisation du cirate Lecture drecte [ '
HS | Thiosufate de sodum Production dH2S Lecture decte '
URE  [Urée Uréase Lecture drecte '
Lecture ndirecte
TOA - {Trplphane Tolghen Seamian Test: qouler 1 goutie de Perchionure de Fer '
: Lecture indirecte -
M0 [Topphine Produckn fdde Test: aouter 1 goutie de réachf de Kovacs
R Lecture indirecte (Atiendre 10 minutes) w!
W (Pl ot Profuckon clce Test : aouter 1 goutie de KOH et do-naphol
(éatne emprisomant  Oes |
GEL s e haen Gélatrase Lechre drecte . ‘
GLU & ARA | Substrat carbané Ublisation de substral caboré | Lechure drecte " '
J
Lechure indirecte dans I cupule GLU
NOz /Ny |Nevates (NO3) Nirale réductase Test . ajouter 1 qoutie de réack de Gress '
Aouter de 3 poudre 2nc en cas de résultal négadd
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Annexes n°7
Le Bisphénol A

Le Bisphénol A (BPA) est un composé utilisé dans la fabrication de plastique de type
polycarbonate ou dans la composition de résines époxy tapissant I’intérieur des conserves
alimentaires et canettes. Il est capable de migrer de I’emballage vers 1’aliment. Plusieurs
études au niveau international ont mis en évidence certaines propriétés dangereuses de cette
substance sur la santé, qui a un effet reprotoxique, cancérogene et spécialement un effet sur le
systeme endocrinien et perturbe la balance énergétique (obésogene) chez les rongeurs. (lvry-
Del Moral et al., 2011)

En 2011, I'Agence de sécurité sanitaire de lI'alimentation (Anses) a notamment publié deux
rapports : I'un relatif aux effets sanitaires du bisphénol A, l'autre a ses usages. Ce travail avait
mis en évidence des effets sanitaires, avérés chez I'animal et suspectés chez I'nomme, méme a
de faible niveau d'exposition. Depuis le ler janvier 2015, linterdiction du BPA a été
généralisée aux conditionnements directement en contact avec les denrées alimentaires :
canettes, boites de conserve et couvercles métalliques (Magdalaine, 2018).

Coloration de Gram

- Préparer un frottis fixé : déposer une goutte d’eau stérile sur une lame puis ajouter a 1’anse
de platine stérilisée une colonie isolée. Etaler et fixer a la flamme jusqu’a obtenir une lame
seche.

- Recouvrir la lame de violet de gentiane et laisser agir pendant 1minute Rejeter le colorant et
rincer a I’eau distillée.

- Mordancage au Lugo : recouvrir la lame de Lugo et laisser agir pendant 1minute. Rincer a
I’eau distillée.

- Décoloration : recouvrir la lame d’éthanol et laisser agir 30 secondes. Rincer rapidement a
I’eau distillée.

- Recoloration : recouvrir la lame de safranine et laisser agir pendant 1minute. Rejeter le
colorant et rincer légérement a 1’eau distillée. Sécher délicatement la lame avec du papier.

- Observation au microscope. Ajouter une goutte d’huile a immersion sur la lame pour
I’observation a 1’objectif 100.
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Annexes n°8
Composition Du milieu Mac Conkey
- Peptone de caséine 7¢g
- Peptone de viande 3g
- Lactose 10g
- Mélange de sels biliaires 1.5g
- Chlorure de sodium 5.0
- Rouge neutre 0.03g
- Cristal violet 0.001g
- Agar agar 13.5¢
Composition du milieu chapman
-Peptone 10,0 g
-Extrait de viande de beeuf 1,0 g
-Chlorure de sodium 75,0 g
-Mannitol 10,0 g
-Rouge de phénol 0,025 g
-Agar 15,0 g
-pH=75
-Eau distillée
Composition du milieu PCA
-Peptone de caséine 5,00 g
-Extrait de levure 2,50 g
-Glucose 1,00 g
-Agar 15,00 g
-pH =7,0

-Eau distillée



Résumé

Les polluants environnementaux sont devenus un danger de plus en plus fréquent pour la
sant¢ humaine, Récemment un certain nombre d’études ont démontré que les Polluants
environnementaux peuvent entrer d’'une maniere non ciblée a 1’organisme et provoquer des
risques potentiels pour la santé et notamment pour le microbiote intestinal. Dans ce contexte,
I’objectif de cette présente étude consiste a évaluer I’effet d’un fongicide sur le microbiote
intestinal. Les résultats obtenus aprés 16 semaines de 1’exposition des rats femelles au
fongicide tébuconazole et au Bisphénol A indiquent une diminution de la flore aérobie
mésophile totale dans le contenu caecal des rats exposés au BPA et TEB par rapport au
groupe des témoins, les taux de diminution sont respectivement (5.35%, 7.97%). Ces résultats
indiquent aussi que la FAMT du contenu caecal des rats exposés au TEB a diminué par
rapport a ceux exposé au BPA avec un taux de diminution de 2.19%.

Le résultat obtenu suite au dénombrement des entérobactéries dans le contenu caecal des
rats exposés au BPA par rapport au témoin est avec un pourcentage d’augmentation de
25.96%. Ainsi qu’une augmentation de 208.2% des Entérobactéries a été observé chez le
groupe des rats exposés au TEB par rapport au témoin. Nos résultats indiquent aussi une
augmentation de 144.66% des Entérobactéries des rats exposés au TEB comparativement
avec ceux exposes au BPA.

Les résultats du dénombrement des Staphylocoques obtenus révelent une augmentation de
ces derniers dans le contenu caecal des rats exposés au BPA comparativement au groupe
témoin avec un pourcentage de 23.9%. Le nombre des Staphylocoques calculés dans le groupe
des rats qui recevaient I’eau de robinet avec le TEB est supérieure a celui des groupes témoins
avec une augmentation de 54%. Aussi les résultats montrent que le nombre des
Staphylocoques du contenu caecal des rats exposés au TEB augmente d’une fagon
remarquable par rapport a ceux exposés au BPA avec un taux d’augmentation 24.95%.

Ce travail s’est particulierement intéressé a 1’étude d’impact des polluants sur la diversité
du microbiote intestinal. Les résultats obtenus aprés 16 semaines du traitement, révelent que
le BPA et TEB influencent la diversité du microbiote intestinal. En identifiant les bactéries on
a trouvé présence Enterobacter cloacae et pseudomonas aeruginosa dans le contenu caecal
des rats témoins. Par contre pour I’identification des rats exposes au TEB et au BPA on a
trouvé présence d ’Enterobacter cloacae et Klebsiella pneumoniae.

Mots cles : Microbiote intestinal murin, Tébuconazole, Bisphénol A, polluants
environnementaux.
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