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Résumé

Le Triclosan est un pesticide organochloré, utilis¢ en tant qu’antiseptique, désinfectant
et agent de conservation. La présente étude a été réalisée pour évaluer sa toxicité sur un
modele bio-indicateur dépollution : I’escargot Helix aspersa placés dans des conditions
contrblées (laboratoire). On a réalisé un traitement de 14 jours par le biocide Triclosan sur des
groupes d’escargot a différentes concentrations (0,035g ; 0,049 ; 0,045¢g et 0,05g /g d’aliment
Sec).

Les résultats obtenus montrent que le Triclosan entraine des altérations physiologiques
qui se traduisent par une diminution du poids d’escargots.

Du point de vue biochimique, 1’exposition aux concentrations croissantes du biocide
testé a mis en évidence une augmentation du taux des protéines totales au niveau de
I’hépatopancréas et du rein des traités par rapport aux témoins. Le suivi des biomarqueurs
montre une augmentation de l'activité enzymatique Catalase ; parallelement, une déplétion
dose-dépendante du taux de glutathion (GSH) au niveau de 1’hépatopancréas et du rein des
escargots traités par rapport aux témoins. Le pouvoir bio-accumulateur du modéle animal
choisi pour notre étude a été confirmé par les résultats obtenus chez des individus traités a la
plus forte concentration. Ces résultats confirment que le Triclosan intervient dans la
modification des parameétres biochimiques. L'ensemble des resultats obtenus indiquent le

déclenchement du systeme de détoxification afin de faire face au stress oxydatif occasionne.

Mots clés : Triclosan, biocide, bio-indicateur, Hélix aspersa, hépatopancreéas, rein, stress

oxydatif, biomarqueurs.



Abstract

Triclosan is an organochlorine pesticide, that causes harmful effects on living beings.
The present study was carried out to assess their toxicity on a bio-indicator model of
pollution: the snail Helix aspersa placed under controlled conditions (laboratory). A 14-day
treatment with the biocide Triclosan was taken on groups of snails at different concentrations
(0.035g/0.04g/0.045g and 0.05 g/ g of dry food).

The results obtained show that Triclosan causes physiological alteration which results
in a decrease in snail weight. On the other hand, our results show that the exposure of snails in
the laboratory revealed a significant decrease in the level of total proteins also in the treated
with the highest concentrations of Triclosan, and this at the level of the hepatopancreas and

the kidney.

Monitoring of biomarkers shows an increase in catalase enzyme activity in parallel
with a dose-dependent depletion of glutathione (GSH) levels in the hepatopancreas and
kidney. All the results obtained indicate the triggering of the detoxification system in order to
deal with the oxidative stress caused. These results confirm that Triclosan intervenes in the

modification of the biochemical parameters.

Keywords : Triclosan, pesticide, Helix aspersa, hepatopancreas, kidney, bio-indicator,

protein, CAT, GSH, oxidative stress, biomarkers.
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Liste des abréviations et acronymes

Symboles

% Pourcentage
°C Degré Celsius
E Facteur d’extinction

A
ASS Acide sulfosalicylique
AchE Enzyme L’acétylcholinestérase

B
BSA Bovine Sérum Albumine
BBC Bleu brillant de Coomassie

C
CAT Catalase

D
DCE Directive cadre sur I’eau
DL50 dose létale médiane
DO Densité optique
DTNB Dithio-bis-nitrobenzoate (Acide 5,5’-dithiobis-2-

nitrobenzoique)

E
EDTA Acide éthylene-diamine-tétra-acetique
ERO Espéce réactive de I’oxygene
EU Etats-Unis

F
FDA Food and Drug Administration (Administration

des aliments et des médicaments

G
GPx Glutathion peroxydase
GSH Glutathion réduit
GSSG disulfure de glutathion
GST glutathion S-transférase




H>0:> : Peroxyde d’hydrogene

Peroxyde d’hydrogene

H heure
|
INERIS L’Institut National de I'Environnement Industriel
et des Risques
IUPAC Union Internationale de Chimie Pure et
Appliquee
K
Kow Coefficient de partage Octanol /Eau
M
M Masse molaire (g/mol)
MDA Malondialdéhyde (un produit secondaire de la
peroxydation des lipides)
Min Minute
MTs metallothionéines (protéines de faible masse
moléculaire)
N
NaOH L'hydroxyde de sodium
P
PKa Constante d’acidité
PPCP Pharmaceuticals and Personal Care Products
(produits pharmaceutiques et produits de soins
corporels)
PCBs les polychlorobiphényles
PF Poids Frais
PH Puissance de I'hydrogene
S
-SH : Groupement thiol Groupement thiol
SOD Superoxide Dismutase
T

TCA

Acide trichloracétique



https://fr.wikipedia.org/wiki/Masse_mol%C3%A9culaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Masse_mol%C3%A9culaire

TCS Triclosan

Tris Tris hydroxy méthyl-amine-méthane

Trs/min Tours par minute
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Introduction général

Introduction générale

Jusqu'au début des années 90, plusieurs textes réglementaires comme la Directive
Cadre sur ’Eau (DCE 2000/60/CE), ont fixé des objectifs pour limiter voire supprimer
certains polluants chimiques reconnus comme « prioritaires » et « dangereux prioritaires ».
Aujourd'hui, ces composés, tels les métaux lourds et les pesticides non polaires, semblent étre
moins pertinents pour plusieurs pays industrialisés, ¢étant donné qu’une réduction
spectaculaire des émissions a été atteinte suite a l'adoption de mesures appropriées et par
I'élimination des principales sources de pollution consécutive a la mise en place de

programmes de surveillance intensive (Petrovic et al., 2003 ; Van der Gon et al., 2007).

Toutefois, I'émission de contaminants en provenance des produits principalement
utilisés en grandes quantites dans la vie quotidienne, tels que les produits de soins personnels
(PPCPs) considéres comme des « polluants émergents », est non réglementée, parmi lesquels
le Triclosan (TCS). Le TCS utilis¢é en tant qu’antiseptique, désinfectant et agent de
conservation dans les savons, les déodorants, les cremes et les dentifrices (Ying et al., 2007a)
et sous forme d’additif dans un certain nombre de plastiques (y compris des produits en
contact avec les aliments) et dans les textiles (chaussettes, vétements de sport) (Bedoux et al.,
2011).

Ces polluants émergents sont reconnus comme étant des perturbateurs endocriniens.
Plusieurs études sur le potentiel perturbateur endocrinien du Triclosan ont été réalisées au

cours des derniéres années (hilippat et al., 2014).

La grande stabilit¢ du Triclosan fait qu’il se retrouve dans quasiment tous les
compartiments environnementaux. Il a ainsi été retrouvé dans les cours d’eaux américains
(Halden et al., 2005) ainsi que dans les boues d’épuration (Butler et al., 2012). A partir de
ces boues, il est capable de s’accumuler dans les sols, ou il va altérer les populations
microbiennes et favoriser la résistance de certaines especes. Le Triclosan peut également
contaminer la chaine alimentaire. A partir des sédiments, il peut contaminer les algues, les
batraciens et les poissons. Il a notamment été retrouvé dans la bile des poissons en aval des
effluents d’usine, mais aussi dans ’organisme de dauphins vivant au large dans 1’Océan
Atlantique. Du Triclosan a également été retrouvé dans les ceufs d’oiseaux de mer (Millow
15). Le Triclosan affecte la reproduction et le développement de plusieurs espéces de poissons

(Dan et al., 2011) ; il peut également affecter la reproduction d’escargots.
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D’autre part, ’escargot est un mollusque gastéropode pulmoné. Sa sensibilité aux
contaminants courants dans leur environnement a été demontrée (1SO, 2006). Il est considéré
comme bio-accumulateurs important des différents polluants de sol, des végétaux et de
l'atmosphére dans ces tissues par multiples voies d’expositions (Garar et al., 2015 ; Zouaghi
et al., 2015).

C’est donc, dans ce contexte que nous avons mené notre travail et dont 1’objectif
général vise a évaluer la toxicité d’un produit chimique le Triclosan a ’égard d’une espece de

gastéropodes bio-indicatrice de pollution Hélix-aspersa.

L’impact que peut provoquer le Triclosan sue les paramétres biométriques et biochimiques de

différentes parties (1’hépatopancréas et le rein) de /’Hélix aspersa. Ce manuscrit comporte :

v Le premier chapitre comporte une étude bibliographique portant des généralités sur le
produit chimique a tester le Triclosan. Ainsi que sur le modele biologique utilisé dans
la présente étude, I’Hélix aspersa.

v Le second chapitre, nous présentons la méthodologie et les protocoles de dosages
appliqués afin d’évaluer la toxicité du Triclosan.

v' Les résultats obtenus, suivi de leur discussion.

v’ Enfin, notre travail sera cl6turé par une conclusion générale et des perspectives.






Synthese bibliographique

1. Le Triclosan :
1.1 Les pesticides organochlorés :

Les pesticides organochlorés sont généralement des polluants toxiques composés
principalement de carbone, d'hydrogene et de chlore. Les atomes de chlore empéchent les
composés organiques de se degrader rapidement dans I'environnement. Ces pesticides sont
donc persistants et actifs pendant une longue période aprés leur application, par conséquent,
leur utilisation et leurs applications sont soit interdites, soit limitées dans certains pays
(Venelin et Stoyanka, 2019).

1.2 Généralité sur le Triclosan :

Le Triclosan, aussi appelé 5-chloro-2-(2,4-dichlorophénoxy) phénol, est un biocide
(pesticide organochloré proche des Chlorophénols) (Yanget al., 2018). Est un agent
antibactérien et antifongique a large spectre (Catherine et al., 2010).

Ce produit a été mis sur le marché vers 1970, tout d'abord pour le lavage chirurgical
des mains, puis son usage a été largement étendu.

A partir de 1990 et jusqu'en 2010, les tonnages utilisés ont fortement augmenté pour
atteindre 10 000 t/an en 2011[1].

1.3 Utilisations :

Le Triclosan est utilisé en tant qu’antiseptique, désinfectant et agent de conservation
dans les détergents, les liquides vaisselle, les savons, les déodorants, les produits de
nettoyage, les crémes et les dentifrices bactéricides, et sous forme d’additif dans un certain
nombre de plastiques (y compris des produits en contact avec les aliments) et dans les textiles
(chaussettes, vétements de sport).

Une étude récente montre que I'usage du TCS dans les PPCP atteint pres de 85 % (du
volume total) alors qu’il est utilisé a 10 % dans les textiles et 5 % dans les plastiques
alimentaires (Bedoux et al., 2011). La concentration maximale permise est de 0,03 % dans les
rince-bouches et de 0,3 % dans les autres produits cosmétiques (Sabaliunas et al., 2003). 1l se
caractérise par son activité bactériostatique pour un large spectre de micro- organismes (Ying
et al., 2007a) : sur des bactéries Gram™ et Gram™ ainsi que sur des champignons et des levures
(McAvoy et al., 2002). Il prévient la formation des membranes cellulaires et la multiplication

bactérienne (Levy et al., 1999).
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L'utilisation annuelle du Triclosan au niveau mondial augmente de 5,4 % pour
atteindre un total de 6,9 millions de dollars en 2009 (Heidler and Halden, 2007). Cependant,
le TCS a été retiré en 2010 de la liste des additifs (décision de la Commission 2010/169/EU)

incorporés dans des matériaux en plastique a usage alimentaire (Bedoux et al., 2011).

1.4 Mécanismes d’action du TCS :

Un agent antimicrobien ou biocide est un composé qui peut altérer une cellule
bactérienne par différentes voies a la fois ; certaines étant fonction de la concentration en
biocide (Maillard, 2005).

L’action du TCS se caractérise par une activité bactériostatique pour un large spectre
de micro-organismes dont des bactéries a gram + et gram - 5, mais aussi des champignons et
des levures (McAvoy et al., 2002; Ying and Kookana, 2007). McDonnell and Russell
(1999) indiquent qu’a des faibles niveaux en TCS (sans pour autant donner d’ordre de
grandeur si ce n’est des « concentrations sub-inhibitrices »), la croissance des bactéries était
gravement altérée, ce qui indique donc une forte interaction du TCS avec les bactéries. Pour
des concentrations plus importantes, 1’effet du TCS intervient plus vite et son action touche

I’ensemble des phases de croissance.

Par ailleurs, il a été également observé des différences significatives au niveau de la
mortalité (Escalada et al., 2005). Cette mortalité peut étre en partie expliquée par I’inhibition

d’importantes voies métaboliques et de synthése (McMurry et al., 1998).

En effet, le TCS bloque la synthese d’acides gras par I'inhibition de I’enzyme enoyl
réductase (McMurry et al., 1998). Néanmoins selon (Villalain et al., 2001), la létalité induite
par le TCS ne peut étre expliquée par le seul blocage des voies de synthése des acides gras

mais également par des dommages appliqués aux membranes des bacteéries.

Les effets membranaires du TCS vont avoir pour conséquences de déstabiliser les
structures de la membrane et donc de nuire a 'intégrité fonctionnelle de la membrane
bactérienne et cela sans induire de lyse bactérienne (Guillen et al., 2004; Villalain et al.,
2001).
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2. Le stress oxydatif :

v Rappel sur le stress oxydatif :

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre entre la production des
radicaux libres et leur destruction par des systemes de défenses antioxydants. Les radicaux
libres sont des molécules ou des atomes qui possedent un ou plusieurs électrons non appariés
sur leur couche externe qu’il le rend instable (Gardes-Albert, 2003), formés par la perte ou le

gain d’électrons a partir d’un composé non radicalaire (Berger, 2006) ; (Fontaine E, 2007).

Les espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO) possedent deux sources de production,
exogene comme les produits de radiation, les médicaments, les pesticides et les solvants
organiques (Vergely et Rochette, 2005) ; (Flora, 2008) et les sources endogenes notamment
résident dans la mitochondrie, via sa chaine respiratoire (Favier, 2003). La production de ces
especes pro-oxydantes est normale a faible concentration et s'accompagne d'un réle
physiologique important. A concentration élevée, leurs effets deviennent délétéres pour les

cellules, les tissus et diverses fonctions physiologiques (Goldsworthy, 1972).

3. La toxicité :

3.1 Toxicité subaigué :

Le Triclosan a démontré un seuil élevé de toxicité grave dans les études aigués. La
DL50 aprés administration orale est de 3 750 a > 5 000 mg/kg de Triclosan de poids corporel
chez le rat, 4 350 mg/kg de Triclosan de poids corporel chez la souris et> 5 000 mg/kg de
triclosan de poids corporel chez les chiens (Bhargava et al., 1996; DaSelva et al., 1989;
Lyman et al., 1969). La DL50 aigué chez les rats nouveau-nés est de 580 mg/kg de Triclosan

de poids corporel, ce qui est inférieur a celui des rats adultes (DaSelva et al., 1989).

La voie d'administration a une influence significative sur la toxicité du Triclosan.
L'administration intraveineuse a montré un plus grand degré de toxicité, avec une DL50 de 19
mg/kg de Triclosan chez la souris et de 29 mg/kg de Triclosan chez rats (DaSelva et al.,1989;
Lyman et al., 1969), tandis que l'injection intra péritonéale a conduit a des valeurs de DL50
allant de 184 a 1 090 mg/kg de Triclosan de poids corporel chez les souris (Kanetoshi et al.,
1992; Miller et al., 1982). La DL50 dermique du Triclosan appliqué sur la peau de lapin sous

forme de bouillie dans du propylene glycol sous occlusion patch était > 9 300 mg/kg de
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Triclosan (Lyman et al., 1969). Administration sous-cutanée de le Triclosan a I'éthanol a
conduit a une DL50 de 14 700 mg/kg de Triclosan chez le rat (Lyman et al., 1969).

Les poudres pour le corps et les savons contenant du Triclosan ont été formulés sous
forme aqueuse lisiers et administrés par voie orale a des rats (8 a > 250 mg/kg de Triclosan).
Non des décés ont été enregistrés (DaSelva et al., 1989). De méme, il n'y a pas eu de
mortalité lorsque le corps lotions et gels douche contenant du Triclosan ont été administrés
par voie orale rats (DaSelva et al., 1989).

3.2 Toxicité Sub-chronique :

La toxicité sub-chronique du Triclosan a été résumée par (DeSalva et al., 1989)
principalement a partir d'‘études non publiées financées par l'industrie. Administration orale de
Triclosan a des rats pendant 2 semaines a entrainé une diminution du gain de poids et de la
mortalité a 1000 et 2000 mg/kg, respectivement. Aucune toxicité n'a été détectée a des doses
aussi élevées que 1000 mg/kg aprés 4 semaines d'administration orale. Aprés 13 semaines
d'administration, hépatique, thymique, et des changements rénaux ont été notés a 125 mg/kg
mais pas a 315 mg/kg. L'administration de Triclosan pendant 13 semaines dans l'alimentation
a entrainé des modifications hépatiques et hematopoiétiques a 150 et 300 mg/kg chez les rats

males. Ces résultats ont egalement été rapportés par (Bhargava et Leonard 1996).

L'administration orale de Triclosan a des lapins a induit une mortalité et des
changements hématologiques a 30 et 150 mg/kg en 13 semaines, mais pas de toxicité a 125
mg/kg lorsqu'il est inclus dans l'alimentation pendant 13 semaines (DeSalva et al., 1989). De
méme, l'administration de Triclosan dans l'alimentation de chiens pendant 13 semaines
jusqu'a 25 mg/kg n'ont pas induit de toxicité, tandis que Il'administration dans des
modifications hépatiques induites par la capsule a 25, 50 et 100 mg/kg dans une étude et a 100
et 200 mg/kg dans une seconde étude (DeSalva et al., 1989). Administration de Triclosan
jusqu'a 300 mg/kg par capsule orale a des babouins n'ont induit aucun signe pathologique en
52 semaines, bien que des vomissements et de la diarrhée aient été signalés (DeSalva et al.,
1989).

3.3 Toxicité Chronique :

La toxicité/cancérogénicité orale chronique du Triclosan a été étudiée dans rats, souris

et hamsters. Récemment, (Rodricks et al., 2010) ont résumé les résultats et indiqué qu'il y
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avait une augmentation significative des adénomes et des carcinomes hépatocellulaires chez

les souris, mais pas chez les rats ou les hamsters.
4. Biomargueurs et bio-accumulateurs: notions et concepts :

Le biomarqueur utilise dans un sens tres large, incluant quasiment toutes les mesures
reflétant une interaction entre un systeme biologique et un danger potentiel, ce danger
pouvant étre chimique, physique, ou biologique (WHO, 1993).

4.1. Biomarqueurs d’exposition, d’effet et de susceptibilité :

En écotoxicologie, trois types de biomarqueurs : les biomarqueurs d’exposition a un
xénobiotique, les biomarqueurs d’effet de I’exposition et les biomarqueurs de sensibilité aux

effets (Lagadic et al., 1997 ; Van der Oost et al., 2003).

v’ Les biomarqueurs d’exposition sont des indicateurs de la contamination des systémes
biologiques par un (des) xénobiotique(s). Ils peuvent étre le résultat de I’interaction du
polluant avec des molécules biologiques dans des tissus et/ou dans des liquides corporels.

v’ L’utilisation des biomarqueurs d’effet permet de montrer que le xénobiotique est entré
dans I’organisme et, qu’apres avoir été distribué¢ entre les différents tissus, a exercé un
effet toxique sur une cible critique.

v' Les biomarqueurs de susceptibilité indiquent quant a eux la capacité inhérente ou acquise
d’un organisme a répondre au stress induit par 1’exposition a un xénobiotique. Cette
catégorie de biomarqueurs peut donc notamment inclure des facteurs genétiques, leur
intérét principal pourrait resider dans leur capacité a fournir un éclairage nouveau sur
I'interprétation collective des biomarqueurs d'exposition et d'effet, ce qui encourage leur
développement (Livingstone, 1993; Depledge et al., 1993;Lagadic et al., 1994).

4.2. Bio-accumulation :

Selon Ramade (1993), la bio-accumulation est un phénoméne par lequel une
substance, présente dans un biotope, s’accumule en surface et/ou pénétre dans un organisme

méme si elle n’a aucun role métabolique, voire méme si elle est toxique a 1’organisme.
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5. L’escargot Helix aspersa: un modeéle biologique bio-indicateurs de
pollutions :

5.1.Présentation de ’espéce : Hélix aspersa :

L’escargot est une espece ubiquiste qui s'adapte a des milieux, des sols et des climats
variés (Benguedouar, 2016), qui se distingue par une Coquille brun doré portant des bandes
brunes interrompues de fagon caractéristique. Sa taille est de 30-35 et 32-40 mm a avec un
corps mou et non segmenté completement dépourvu d’appendices articulés, sa masse
viscérale présente une torsion de 180° par rapport au pied (Larba, 2014) d’ou une asymétrie
de certains de ces organes : un seul rein, poumon, et une seule oreillette cardiaque
(Smida&Toualbia, 2016).

Les escargots du genre Hélix appartiennent a la famille des Hélicidés comprend de
nombreuses especes européennes et mediterranéennes a l'exception notable de Hélix aspersa
qui a également colonisé les régions atlantiques et a été introduit hors de I'Europe. L'espece
Hélix aspersa présente plusieurs sous-especes dont les principales sont H. aspersa aspersa, H.

aspersa elata et H. aspersa maxima (Bonnet et Vrillo, 1990). (Figure 1).

La position systématique est la suivante : (Bonnet et Vrillon, 1990)
Regne: Animalia

Embranchement: Mollucsa

Classe: Gasteropoda

Ordre: Stylommatophora

Famille: Helicidae

Genre: Helix

Espéce: aspersa

Figure 1:Helix aspersa [2].
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5.2. Distribution géographique des escargots :

Gréce a ses pouvoirs adaptatifs aux variations climatiques, H. aspersa est trés
commun; se trouve dans ses zones habituelles de répartition : jardins, buissons, haies, champs,
mais également dans les zones cultivées (Kerney et al., 2006). Généralement, il est tres
commun dans la région méditerranéenne, se distribue dans les régions : Royaume-Uni, I'ltalie,
la France et le long des frontiéres des mers Méditerranée et Noire (Dekle et Fasulo, 2008). Il
est introduit en Argentine, Australie, Canada, Chili, Haiti, la Nouvelle-Zélande, le Mexique,
Le Nord d’Afrique (Algérie) et le Sud, Etats-Unis et les Tles de I'Atlantique (Dekle et Fasulo,

2008). De nos jours mondialement répandus.
5.3. Morphologie de I’escargot :
L’escargot se compose d’une coquille et dun corps (Pol, 2006).

v" Lacoquille :
Elle est sous forme d’un cOne calcaire, enroulé autour d’une columelle, 1’ouverture de la
coquille constitue le péristome.
La paroi de la coquille constitue de trois couches superposées. :
» La couche lamelleuse : qui couvre la surface interne de la coquille.
» La couche externe : cornée ne se brise pas.
» La couche moyenne : est formé de calcaire presque pur. (Beaumont et Cassier,
1970).

v" Le corps : En extension, I’escargot repose sur le sol par le pied : cette partie en avant de
la coquille permet le déplacement de I’escargot par reptation. Cette masse musculaire
pédieuse est recouverte par le mucus (Cadart, 1975). La partie antérieure de cette masse
viscérale est couronnée par la téte qui se compose de deux grands tentacules (oculaires),
deux petits tentacules (tactiles) (Bonnet et al., 1990), une bouche et un orifice génital.
Pour le reste de la masse viscérale, contenue dans la coquille, on remarque la présence de :

» Le pneumostome, orifice de la cavité palléale pour la respiration.
» L’anus : qui est situé en dessous du pneumostome.

» L’orifice urinaire : invisible, car il est trop petit.

10
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5.4.Anatomie interne de I’escargot :

Le corps d’un escargot consiste en un pied musculeux, large et plat (Didier, 2006)
unique, une téte et une masse viscérale enroulée qui est placée dans la coquille. Les glandes
de mucus placées dans la partie antérieure du pied, il y a aussi des glandes de mucus sur le
reste du corps protégeant I’escargot contre la perte d’eau. La coquille est sécrétée par un €pais
pli de peau, appelé le manteau (Gireuad, 2008). Elle est reliée au corps par un puissant
muscle qui est attaché a la columelle. La contraction de ce muscle permet a 1’escargot de se
retirer dans sa coquille. A Iintérieur de la coquille, se trouve une cavité du manteau, qui

contient le ceeur, le rein et le poumon. (Figure 2).

coquille

foie
poumon

anus

— -1
pore respiratoire

estomac
tentacule
rein

manteau : ganglions
ceeur < cerébraux
canal déferen ‘ canal salivaire

glande salivaire

orifice génital

sac de dards
Figure 2 : Anatomie interne de I’escargot [3].
5.5.Reproduction :

Les escargots sont hermaphrodites, mais doivent s'accoupler car ils ne peuvent pas

s'auto-féconder. Ils sont tous équipés d'un pénis et de lI'organe réceptif correspondant.

La fécondation est réciproque par échange de spermatophores entre les 2 partenaires,
certains individus peuvent toutefois se comporter uniquement comme male ou comme
femelle. L'auto-fécondation, qui existe chez les limaces et les achatines, est rarement observée
chez les escargots du genre Helix et n'a jamais été rapportée pour Helix aspersa (Gomot,

1980). La durée entre l'accouplement et la ponte est d'environ 10 jours en conditions

11
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optimales mais peut atteindre 1 voire 2 mois lorsque les conditions de I'environnement sont

défavorables.

Les ceufs (entre 80 et 130) sont déposés dans une cavité creusée a quelques cm sous la
surface du sol, cavité qui est ensuite rebouchée. L'incubation dure de 12 jours & 20°Ca environ
22 jours a 15°C. Le nombre moyen de ponte par reproducteur est de 1,3 et le nombre
d'infantiles produits est de 75 a 85 (Madec, 1983).

5.6.Utilisation de I’escargot en écotoxicologie :

L’escargot Helix aspersa juvéniles et adultes sont utilisés dans de nombreuses études
écotoxicologiques. En effet, de par leur place au sein de I’écosystéme terrestre, ils
représentent une biomasse significative au sein de la communauté des invertébrés du sol
(Dallinger et al., 2001) Les petit-gris sont des bioindicateurs d’exposition et d’effets de
polluants métalliques (Fritsch et al., 2011 ; Grara et al., 2009, 2012 ; Boucenna et al.,
2015) ou organiques (Coeurdassier et al., 2002 ; De Vaufleury et al., 2006 ) et ce aussi bien
dans les chaines trophiques (Gomot-de Vaufleury et Pihan, 2000; Hispard et al., 2008),
que dans 1’évaluation des cinétiques de transfert milieu-escargot (Gimbert et al., 2006,
2008). Diverses réponses biologiques peuvent étre apportées par les escargots Helix aspersa
quand ils sont exposé€s aux contaminants : physiologiques par I’inhibition de croissance,
perturbation de la reproduction (Swaileh et Ezzughayyar, 2001; Notten et al., 2006) ainsi
que des perturbations/modifications biochimiques (Ismert et al., 2002 ; Regoli et al., 2006),
et des réponses de génotoxicité et embryotoxicité ont été également indiqués chez Helix
aspersa (Druart et al., 2012; Baurand et al.,2013; 2014). En plus ils constituent un maillon
des réseaux trophiques qui contribue au transfert des polluants du sol et/ou des plantes aux
prédateurs (Beeby, 1985; Scheifler et al., 2002 ; Hispard et al., 2008).

5.7.Sources et voies d’exposition et d’absorption chez I’escargot :

A linterface sol-plante-atmosphére, I’escargot intégre plusieurs sources de

contaminations accessibles via différentes voies d’exposition (Figure 3).

v' Digestive par ingestion de nourritures (plantes mais également particules de sols, (Gomot
et al., 1989).

v’ Cutanée par diffusion des polluants du sol a travers 1’épithélium du pied (Coeurdassier et
al., 2002 ; Gomot-de Vaufleury et Pihan, 2002)

12
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v’ Respiratoire par inhalation de gaz et /ou de particules atmosphériques (Ismert et al., 2002

; Regoli et al.,2006)

Schesifler, 2002
Voies d'exposition Sources d'exposition
Digestive Noir : atmosphérique
s (SULANG@ Bleu : phase liquide du sol
Brun : phase solide du sol

SR Sl e Respiratoire Vert : plante

Figure 3 : Voies et sources d'exposition (et de transfert potentiel) des mollusques

gasteropodes aux polluants (Scheifler, 2002).
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Matériel et méthode :

1. Matériel biologique :

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique d’université 08 Mai
1945 — GUELMA. Ces escargots utilisés au cours des expérimentations proviennent d’une
population originaire d’une région non polluée a Mdjez Amar wilaya de Guelma (Nord-est de
I’ Algérie), et la situation géographique de la région de collecte des escargots est illustrée dans

(Figure 4)
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W lde

Figure 4 : Localisation du site d’échantillonnage a « Mdjez Amar »

1.1.Méthode d’échantillonnage :

La collecte de I’escargot Helix aspersa a eté effectuée au mois Mars 2023 dans des
jardins de la région de Mdjez Amar « GUELMA », de fagon aléatoire. Les escargots collectés
sont maintenus pendant une semaine pour I’acclimatation aux conditions da laboratoire avant

le traitement.
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2. Matériel chimique :

Nous avons utilisé dans notre expérimentation un biocide appelé le Triclosan :

Figure 5 : le Triclosan 5-chloro-2-(2,4- dichlorophénoxy) phénol

2.1.Structure chimique du TCS :

Le TCS est aussi appelé 2, 4,40-trichloro-20-hydroxydiphenyl ether ou 5-chloro-
2-(2,4- dichlorophénoxy) phénol. La structure chimique de ce composé, est un diphényle éther
halogéné, qui lui confére des propriétés chimiques similaires a plusieurs composes toxiques
tels que les polychlorobiphényles (PCBs), le bisphénol A et les dioxines (Dhillon et al.,2015).
(Figure 6).

Cl OH

Cl Cl

Figure 6 : formule chimique du Triclosan [1]
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2.2. Caractéristiques du TCS :

Tableau 1: propriétés physico-chimiques du TCS

Caractéristique

Réf *

Aspect Poudre blanche cristalline (O'Neil, M.J, 2013)
Biodégradable Oui (Singer et al., 2002)
CAS no 3380-34-5 (Tamuracetal., 2013),
(Wang et al., 2013)
Coefficient d’absorption 2400 (Dhillon et al.,2015)

dans les sédiments

Constante de Henry

1.5 x 10—7 atm mol/m3 a 25
°C

(Dhillon et al.,2015)

Demi vie (s)

18 a 107 jours dans les sols
agricoles amendés

60 jours dans I’eau

120 jours dans le sol

540 jours dans les sédiments

(Maetal., 2017), (Dhillon et
al.,2015),
(Wariaet al., 2011),
(Halden et al., 2017),
(Halden et al., 2005)

Formule Moléculaire Brute

C12H7CI30,

(Dhillon et al.,2015)

Kow 4.8 (Maetal., 2017)

(Hwang et al., 2014)

4.66 (Rudel et al., 2013)
(Martins et al.,2017)

(Peng et al., 2013)
(Tamuracet al., 2013)

Masse Moyenne 289.54 Da (Dhillon et al.,2015)
Nature Hydrophobe (Dhillon et al.,2015)

Nom de marque

Irgasan® DP300, Irgasan®
PG60, Irgasan® CF100, FAT
80’023, CH 3565, GP41-353,
Irgacare® MP, Ster-Zac,
Lexol 300, CF100,

(Dhillon et al.,2015)

Irgagard® B1000
Nom systématique, IUPAC | 5-Chloro-2-(2,4- (Montville et al., 2011)
Name dichlorophenoxy)phenol

Odeur

Faible, légérement
aromatique

(O'Neil, M.J., 2013)

Photo dégradation

demi-vie en solution aqueuse
: 41 minutes

(Dhillon et al.,2015)

PKa

8.14 2 20°C
7.80 £ 0.35

(Dhillon et al., 2015),
(Tamura et al., 2013),

17




Matériel et méthode

(Ribbenstedt et al., 2017)
Poids moléculaire 289.536 g/mol (US-EP A, 2014)
Point d’ébullition 120 °C (Dhillon et al.,2015)
Point de fusion 55-57 °C (Dhillon et al.,2015)
Pression de Vapeur 5.2 x 10—6 Pa (ou mm Hg a (Dhillon et al.,2015)
20 °C)
Produits de dégradation Methyl-TCS, Dioxines, (Dhillon et al.,2015)
chlorophénols, chloroforme
Référence a la FDA 4ANM5039Y5X (Dhillon et al.,2015)
Solubilité dans I’eau 12 mg/L a 25°C (Dhillon et al.,2015)
Synonyme 2, 4,4-trichloro-2- [1]
hydroxydipheny| ether
Meétabolites 2,4-dichlorophénol, méthyl- [1]
triclosan

3. Condition d’élevage :

L’¢levage des escargots est passé par les conditions environnementales suivantes

:(Gomot de Vaufleury, 2000)

v’ Photopériodes 12h de lumiére/24h.
v" Température 18 + 2°C.

Les escargots utilisés dans notre expérimentation sont des adultes, leur poids moyen
est (10 + 29).lIs sont répartis dans des boites en plastique transparentes avec des couvertures
troués (pour I’oxygénation), chacune contient une éponge mouillée pour qu’ils boivent et pour
maintien I’humidité, les escargots sont alimentés dans chaque lot 15g de farine de blé. Les

boites sont nettoyées, et en renouvelant I’alimentation réguliérement tous les trois jours.
4. Mode de traitement :

Le type de toxicité qui nous permet d’obtenir une réponse biologique en un temps
assez court est la toxicité sublétale qui est nécessaire pour la compréhension des effets
toxiques autres que létaux puisque ce sont ces effets qui s’expriment le plus souvent dans les

situations réelles de pollution environnementale (Benosmane, 2015).

Apres une semaine d’adaptation aux conditions de laboratoire, les animaux sont traités
par addition de concentrations croissantes de produit chimique le Triclosan dans leur

alimentation. Nous avons retenu quatre concentrations et un milieu témoin. Ces
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concentrations sont déterminées a partir d’un test de toxicité sublétale et de toxicité
neurocomportementale chez des souris dont les concentrations utilisées étaient 1000, 2000 et
4000 mg/kg (Tabari et al., 2019).

Le traitement a duré deux semaines (Figure 7).

Figure 7 : Dispositif d’exposition des escargots en laboratoire.
Les escargots sont répartis en 5 lots de (4 escargots / lots) Tableau 2 :

Tableau 2 : Répartition des concentrations de Triclosan

Lots Nombre Concentration en g de Triclosan/ g
d’Escargots d’aliment sec (farine de blé)
T 4 0
1 4 0,035
2 4 0,04
3 4 0,045
4 4 0,05

Le traitement se déroule pendant deux semaines pour les 5 lots.
5. Dissection des escargots et prélevement de I’hépatopancréas et du rein :

Les animaux sont pesés avant le traitement et apres chaque sept jours, mis a jeun
pendant 48 h pour vider leur tube digestif, ensuite nous les avons anesthésiés par du

chloroforme, puis disséqués. (Figure 8)

Apres la dissection 1’hépatopancréas et le rein sont prélevés, peses et divisés en trois
fragments :
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v’ Un échantillon pour le dosage des métabolites (protéines).

v" Un échantillon pour le dosage du Glutathion (GSH).

¥’ Un échantillon pour le dosage de la Catalase.

Le rein

L’hépatopancréas

Figure 8 :Les étapes de la dissection de I’escargot

6. Parameétres etudiés :
6.1 Parametres biométriques :

» Poids d’escargot :

Les escargots sont pesés avant et apres le traitement par le Triclosan a ’aide d’une
balance de précision et répartis en 5 lots avec un poids moyen environ 10 + 2g, pour

déterminé I’effet de ce dernier sur le poids.

6.2 . Parameétres biochimiques et enzymatiques :

6.2.1 Extraction des métabolites :

L’extraction des métabolites de I’hépatopancréas et du rein ont été réalisées selon le
procédeé de (Shibkoetal., 1966). (Figure 9).
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Le tissu (I’hépatopancréas et le rein prélevé) +1ml TCA (20%).

Broyage du mélange (mécanique + ultrasons).

Centrifugation
(5000 tours/min,

Ajouter 1 ml d’éther/chloroforme

Centrifugation
5000 tours/min,

Enlever le premier surnageant

Enlever le second

Ajouter 1ml NaOH (0,1N)

Dosage des protéines
Bradford (1976

Figure 9 : Principales étapes d’extraction des métabolites : protéines (Shibko et al., 1966).
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6.2.2 Dosages des protéines totales :

Le dosage des protéines est effectué selon la technique de (Bradford et al., 1976)
surune fraction aliquote de 0,1 ml de ’homogénat avec 4 ml de bleu brillant de Coomassie
(BBC)(G 250, Merk) comme réactif (50 mg de bleu brillant de Coomassie, 25 ml d’éthanol
(95%), 50ml d’acide orthophosphorique (85%) et complété a 500 ml avec I’cau distillée) et

I’albumine sérum de beeuf (BSA) comme standard.

» Mode opératoire :
Prélever 100ul de I'hnomogénat [culot +1ml NaOH (0,1 N)] dans des tubes secs.
Agiter ’homogénat.

Ajouter 4 ml de BBC et laisser reposer 5 min.

D N N NN

Lire la densité optique a 595 nm, contre un blanc préparé dans les mémes conditions (100

ulH20 + 4ml BBC + 5 min repos).

La lecture des absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 595 nm, et la gamme
d’étalonnage est réalisée a partir d’'une solution d’albumine de bceuf (1 mg/ml) selon les

indications ci-dessous. (Tableau 3)

Tableau 3: Dosage des protéines, réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution d’albumine (pl) | 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (pl) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
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Figure 10 : Réalisation de courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines

6.2.3 Dosage de I’activité catalase :

La catalase est I’enzyme antioxydant le plus couramment mesurées dans les recherches
liées aux radicaux libres. La catalase est I’enzyme qui élimine le peroxyde d’hydrogéne
(H202). Le protocole le plus couramment utilisé est le plus direct (Aebi, 1984; Goth 19914,
b). Cette enzyme intervient dans la défense de la cellule contre le stress oxydatif en catalysant
la dismutation du peroxyde d’hydrogéne (H202) toxique en eau et en oxygene (Regoli et
Principato, 1995).

2 H20 2 ee— 2H70 + O2
L’activité catalase (CAT) est mesurée a 240 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre par la
variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde d’hydrogene (H202) (
e=40M?*cm ™) en faisant réagir dans 100Mm de tampon phosphate pendant 1mn a pH 7,5
100 pl de H202 (500 mM ) sur 20 pl d’homogénat, a une température d’incubation de 25°C.
Les résultats sont exprimés en pmol d’ H20. par minute et par mg de protéines
(Tableau 4).
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Tableau 4:Protocole utilisé pour le dosage de I’activité Catalase.

Essai pl Blanc pl
Tampon phosphate (100 mM ; pH 7,5) 780 780
H202 (500mM) 200 200
Homogénat 20 0
H20 0 20

L’activité de la CAT est plus sensible décroit rapidement, aprés 15 secondes de délai
durant 60 secondes de mesure. Le coefficient d’extinction est de 0,0040 m M™. cm? et

I’activité CAT est calculée par la formule suivante :

(ADO X 10)
Activité CAT (umol /mn /mg prot) =

(€x L x 0.05 x mg de prot)

Activité CAT : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines

(UM/mn/mg de protéines).

A DO : différences des absorbances pendant une minute

€: Facteur d’extinction (€ =40 M cm 1)

L : Longueur de la cuve utilisée.

mg : de protéines : quantité de protéines exprimée en mg
6.2.4 Dosage du Glutathion (GSH):

Le glutathion est un tripeptide constitué d’acide glutamique, cystéine et de
glucine. Le GSH est requis pour I’activité de plusieurs enzymes, il participe avec le glutathion

réductase a I’établissement de ponts désulfures dans de nombreuses protéines et dans des
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hormones polypeptidiques et prend part au métabolisme des xénobiotiques. Il est aussi un
substrat des glutathions peroxydases sélene dépendantes (GPx), et avoir présent dans la
majorité des tissus. Il est intéressant de noter que le GSH peut chélate les ions Cu* et ainsi
limiter leur participation a la génération de radicaux libres par la réaction de Fenton (Hanna
et Mason, 1992).

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de (Weckberker et
Cory, 1988), dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de 1’acide 2-nitro 5-
mercapturique, résultant de la réduction de ’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobénzoique (DTNB)

par les groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré a une longueur d’onde de 412 nm.

Le dosage s’effectue aprés homogénéisation des échantillons dans 1 ml d’une
solution d’éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA) a 0,02 M [7,448 g EDTA, 1000 ml eau
distillée]. Afin de protéger les groupements thiols du glutathion 1’homogénat doit subir une
déprotéinisation par ’acide sulfosalicylique (ASS) a 0,25 % [0,25 g ASS, 100 ml eau
distillée] ou 0,2 ml du ASS sont additionnés a 0,8 ml d’homogénat. Le mélange apres
agitation est plongé dans un bain de glace pendant 15 mn, puis centrifugé a 1000 trs/mn

pendant 5 mn.

Une aliquote de 500 pl du surnageant récupéré est ajoutée a 1 ml du tampon
trissEDTA (0,02 M, pH 9,6) [63,04 g tris, 7,4448 g EDTA, 1000 ml eau distillée] et 0,025 ml
de DTNB (0,01 M) [3,96 g DTNB, 1000 ml méthanol absolu]. La lecture des absorbances
s’effectue a une longueur d’onde de 412 nm aprés 5 minutes de repos pour la stabilisation de
la couleur contre un blanc ou les 500 ul du surnageant sont remplacés par 500 ul d’eau

distillée en utilisant le spectrophotométre de type (JENWAY 6300).

Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :

DO x 1 x 1,525

Taux de GSH (uM/mg de protéines) =
13,1 x 0,8 x 0,5 x mg de protéine

Taux du GSH : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (LM/mg de protéines).
A Do : différence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.

13,1 : coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (—SH).
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Vd : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1 ml [0,2 ml ASS + 0,8 ml
homogénat].
Vh : volume de I’homogénat utilisé dans la déprotéinisation : 0,8 ml

Vt : volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 ml surnageant + 1 ml trissEDTA + 0,025 ml
DTNB]J.

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml.

Mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

Analyse statistique :

L’analyse statistique est réalisé a 1’aide d’un logiciel d’analyse des données : Minitab
(Version 19.0) (Dagnelie, 1999).
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Résultats et discussions

1. Effets du Triclosan sur I’évolution du poids relatif des escargots :

La figure (11) met en évidence 1’évolution du poids relatif des escargots pendant deux
semaines d’exposition au biocide "le Triclosan".
A partir de la premiére semaine d’exposition, le poids des escargots traités par les différentes
concentrations du xénobiotique testé diminue par apport aux témoins dont le poids ces
derniers augmente au cours de cette semaine ; cependant, ce taux tend a diminuer d’une
maniére dose-dépendante, pour les traités par la concentration (0,035 ; 0,040 ;0,045 et 0,05
g/g d’aliment sec) ou les poids enregistrés sont de I’ordre (10,42+ 0,7 g ; 09,87+0,64 g ; 9,97
10,81 ; 09,62+ 0,69 g) respectivement par apport aux témoins qui de (11,20+ 0,60 g) apres 7
jours de traitement.

Cependant, apres deux semaines de traitement, les variations du poids relatif chez les
lots traités continue a diminuer d’une maniére dose-dépendante et cela par rapport au poids

initial des escargots et des témoins.

16.000

14.000 -

10.000 - \\i; % —Témoin

S —0,035 g/g
8 8000 7 0,040 g/
2 ,040 g/g
(a8
6.000 - 0,045 g/g
—(),050 g/g
4.000 -
2.000 - R=4
0.000 . . .

1 7 14
Temps (jour)

Figure 11 : Evolution du poids relatif d’Helix aspersa traités par différentes concentrations de

Triclosan en fonction du temps.

27



Résultats et discussions

2. Effets du Triclosan sur I’évolution des paramétres biochimiques :

2.1.Evolution du taux des protéines totales au niveau de I’hépatopancréas :

La figure (12) montre I’effet du biocide sur le taux des protéines totales au niveau de
I’hépatopancréas a la suite de I’intoxication alimentaire d’Helix aspersa en présence de

concentration croissante de Triclosan.

Chez les escargots traités aux plus fortes concentrations (0,045 et 0,05 g/g d’aliment
sec), ’augmentation du taux des protéines totales est plus importante (environ 3900ug/mg
poids frais) que chez les traités par les faibles concentrations (0,035 et 0,04 g /g d’aliment sec)
qui est aux environs de 3200 pg/mg poids frais et cela par rapport aux témoins dont le taux de
protéines est de 2200 pg/mg poids frais.

5000.00 - R=3

4500.00 -
4000.00 -
3500.00 -
3000.00 -
2500.00 -
2000.00 -
1500.00 -
1000.00 -
500.00 -
0.00

0,035 0,040 0,045 0,050

Protéines (ug/mg.PF)

Concentration (g/g d'aliment sec)

Figure 12 : Effets des concentrations croissantes du Triclosan sur I’évolution du taux moyen

des protéines totales au niveau de ’hépatopancréas d’Helix aspersa.
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2.2.Evolution de taux de protéines totales au niveau du rein :

La figure (13) illustre I’évolution du taux de protéines totales au niveau du rein.
Nous constatons une différence entre le taux de protéines totales des témoins et des traités par
les différentes concentrations du Triclosan, puisque ce taux est de 4500 pg/mg.PF chez les
individus témoins tandis qu’il a augmenté chez les traités par la plus faible concentration
(5430 pg/mg.PF). Cette augmentation est dose-dépendante dont laquelle cette derniére arrive

a un taux de 8110 pg/mg.PF chez les organismes traités par la plus forte concentration de

Triclosan.
R=3
10000.00 -
. 9000.00 -
LL
. 8000.00 -
(@)]
£ 7000.00 -
(@]
= 6000.00 -
8 5000.00 -
‘g 4000.00 -
& 3000.00 -
2000.00 -
1000.00 -
0.00
0,035 0,040 0,045 0,050
Concentration (g/g d*aliment sec)

Figure 13: Effet des concentrations croissantes du Triclosan sur les variations du taux moyen

des protéines totales au niveau du rein d 'Helix aspersa.
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3. Effets du Triclosan sur les bio-marqueurs du stress oxydant :

3.1.Evolution de ’activité Catalase (CAT) au niveau de I’hépatopancréas :

La figure (14) montre I’évolution de I’activité catalase au niveau de I’hépatopancréas

des escargots traités par les concentrations croissantes de Triclosan.

Cette activité enzymatique révele une légere augmentation qui semble équivalente
entre les lots traités par les concentrations de 0,035 ; 0,04 et 0,05 g/g d’aliment sec qui est de
I’ordre de 0,8 ; 0,7 ; 0,6 uM/min/mg prot par rapport aux témoins (0,5 uM/min/mg prot). Une
importante augmentation du taux de la CAT chez les traités par la concentration 0,045 g/g

d’aliment sec qui est de 1,80 pM/min/mg prot par rapport aux restes les lots.

2.5
R=3
g 2] [
o
£
= 15
£
3
Y 1 ]
ks [ T
©
c 05 -
O
0 T T T T 1
T 0,035 0,04 0,045 0,05
Concentration (g/g d*aliment sec)

Figure 14 : Effet du traitement par des concentrations croissantes du Triclosan sur 1’évolution
de Iactivité Catalase au niveau de 1’hépatopancréas d’Helix aspersa.
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3.2.Evolution de activité Catalase (CAT) au niveau du rein des escargots :

La figure (15) met en évidence les variations respectives des concentrations de

’activité Catalase potentiellement accumulées au niveau des reins d’Helix aspersa.

Nos résultats montrent que chez les escargots exposés aux concentrations croissantes
du biocide "Triclosan" le taux de la Catalase accumulé au niveau des reins augmente de
maniére dose-dépendante jusqu’a la concentration de 0,045 g /g d’aliment sec qui arrive a un
taux égale a 1,75 uM/min/mg prot par rapport aux témoin qui est de 0,64 uM/min/mg prot,
tandis qu’au lot des traités par la plus forte concentration (0,050 g/g d’aliment sec) le taux de
cette activité est inférieur (1,16 uM/min/mg prot) aux traités par la concentrations de 0,045

g/g d’aliment sec.

2.5
R=3
= 2 -
o
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S
c 15 -
S
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A
= |
S 05 -
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T 0,035 0,04 0,045 0,05
Concentration (g/g d*aliment sec)

Figure 15 : Effet du traitement par des concentrations croissantes du Triclosan sur 1’évolution
de Pactivité Catalase au niveau du rein d’Helix aspersa.
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3.3.Evolution du taux du Glutathion (GSH) au niveau de I’hépatopancréas :

La figure (16) illustre 1’évolution du taux de GSH au niveau de 1’hépatopancréas chez

Helix aspersa en réponse a un traitement avec des concentrations croissantes de Triclosan.

Nous constatons une déplétion du taux de la GSH chez les traités d’une maniére dose

dépendante jusqu’a la concentration 0,045 g/g d’aliment sec par rapport aux témoins.

En effet le taux de GSH chez les témoins est de 0,159uM/mg de protéines tandis que

chez les traités par les concentrations 0,035 ; 0,04 et 0,45 g/g d’aliment sec le taux de GSH est

respectivement de 1’ordre de 0,08 ; 0,065 ; 0,035uM/mg de protéines.

Chez les traités a la plus forte concentration le taux de GSH (0,059 uM/mg de prot) est

supérieur a celui du lot traité par la concentration de 0,045 g/ g d’aliment sec.

0.200
0.180
0.160
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0.120
0.100
0.080
0.060
0.040
0.020
0.000

GSH (uM/mg Prot. 105)

R

T

0,035 0,04 0,045

Concentration (g/g d*aliment frais)

0,05

Figure 16 : Effet du traitement par des concentrations croissantes du Triclosan sur 1’évolution

du taux de GSH au niveau de ’hépatopancréas d’Helix aspersa.
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3.4.Evolution du taux de glutathion (GSH) au niveau du rein :

La figure (17) indique 1’évolution du taux de la GSH au niveau du rein chez Helix
aspersa traités avec des concentrations croissantes de biocide « le Triclosan » par rapport aux
témoins.

Nos résultats révelent une augmentation du taux de GSH dans les reins des escargots
traités avec les concentrations 0,035 ; 0,045 et 0,050 g /g d’aliment sec qui est de 0,075 ;
0,094 ; 0,107 uM/mg de prot par rapport aux témoins.

Cette activité enzymatique semble équivalente dans les reins des lots témoins et des
lots traités par la concentration de 0,04 g de Triclosan/g d’aliment sec qui est de 0,062 pM/mg
de prot.

R=3
0.140

0.120 -
0.100
0.080
0.060

0.040
0.020
0,035 0,04 0,045

Concentration (g/g d'aliment sec)

GSH (uM/mg Prot. 105)

Figure 17 : Effet du traitement par des concentrations croissantes du Triclosan sur les

variations du taux moyen de la GSH au niveau du rein d’Helix aspersa.
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Discussion

Pour déterminer les effets des xénobiotiques sur un individu ou un compartiment
d’individu, il est nécessaire de disposer de modéles biologiques représentatifs du milieu étudié
(Druart, 2011), ces derniers ne sont d’autres que des espéces sensibles aux variations
physicochimiques de leur milieu et surtout a toute forme de pollution (eau, sol, atmosphere)

dont leur sensibilité vis-a-vis des xénobiotiques varient tels que les pesticides (ABID, 2016).

Plusieurs études sur les bioindicateurs convergent vers 1’idée que les gastéropodes
dont les escargots sont d’excellents modeles biologiques pour toutes les études
écotoxicologiques. C'est pourquoi, ils sont de plus en plus utilisés pour évaluer I'impact de

contamination sur leur croissance et leur physiologie (Boucenna, 2010).

Ainsi, I’objectif de notre étude est a évaluer la toxicité d’un biocide ‘‘le Triclosan’ a
I’égard d’une espéce de gastéropodes bio-indicatrice de pollution Hélix-aspersa apres
exposition a quatre concentrations croissantes de ce pesticide pendant une période de 14 jours

dans des conditions controlées.

Dans notre étude, en premier lieu dans I’évaluation de I’effet du Triclosan sur les
parametres biométriques des escargots, nous avons noté une réduction du poids des individus
exposés aubiocide particulierement ceux exposés aux plus fortes concentrations en
comparaison avec les témoins. Nos résultats sont en accord avec les travaux de (Bourbia-ait,
2013) qui a noté que I’exposition des escargots Helix aspersa par ingestion au
Thiaméthoxame, a la Téflluthrine et leurs mixtures inhibent la prise de poids des escargots,
sans pour autant limiter I’accumulation possible de ses molécules toxiques, ou de ses

métabolites dans leurs organes.

De méme que Lambert et al. (2005) ont observé que les organophosphorés
induisaient un effetamplificateur (diminution de la recherche alimentaire et inappétence) et la
baisse de la réactivitéde 1’animal, qui est due a une accumulation de la forme libre de
I’acétylcholine au niveau desjonctions neuromusculaires et des plaques motrices, entrainant
des crampes musculaires. Laskowski et Hopki. (1995) ont expliqué cette perte par la
diminution de la consommationalimentaire chez les escargots nourris sur des régimes

contaminés avec les métaux Zn, Cu, Pb etCd.
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D’autres études de Coeuardassiez et al. (2001) réalisées pour un autre pesticide sur le

méme modele animale 1’Helix aspersa ont observé une diminution dose-dépendante de la

croissance des escargots induite par le Diméthoate.

Par ailleurs Hopkin et al. (1995) et Bibic et al. (1997) stipulent que dans un
environnement pollué, ’animales met dans un état de jeun prolongé, ce qui concorde avec les
résultats de Gomot de Vaufleury, (2000) et Bispo (2000) observés sur les effets du
Pentachorphénol, Dutri-chlorophénols et du Naphtaléne sur la croissance de 1’Helix aspersa et
Helix maxima ouest montrée une inhibition de la croissance chez ces animaux, hypothese
confirmée par Notten et al. (2006) ou encore Gimbert et al. (2008) sur la croissance des
juvéniles d’Helix aspersa ainsi que des travaux de Hispard (2008) et Atailia (2009) sur la

méme espéce.

Les protéines sont de grosses molécules complexes contenant du Carbone, de
I’Hydrogene, de I’Oxygene, de I’ Azote et parfois du Soufre et du Phosphore. Elles ont une
importance vitale assurant dans I’organisme diverses fonctions, principalement le transport de
I’oxygeéne dans tout 1’organisme, la réparation des cellules et la production de I’énergie

(Brooker, 2000).

De la seconde part, nous avons noté I’effet du Triclosan sur le taux de protéines totales
des escargots placés dans des conditions contrélées (laboratoire) par rapport a des témoins.
Nos résultats montrent une augmentation dose -dépendante du taux des protéines totales au

niveau des deux organes ciblés ; I’hépatopancréas et le rein.

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Peccini et al. (1994) ; Masaya et
al. (2002) qui ont mis en évidence une augmentation significative du taux des protéines
totales sous I’effet d’un stress chimique chez des modeles biologiques différentes (tétards,

protistes ciliés et lapins).

D’autre part, Kohler et al. (1994 ;1998) suggérent une induction de la synthese des
structures de stockage (MTs et granules) liée a la toxicocinétique c'est-a-dire que chez
différentes especes de gastéropodes, le Cd accumulé dans [’hépatopancréas est
majoritairement fixé a des protéines cytosoliques qui montrent des propriétés proches des
métallothionéines et dont la synthése est induite par 1’exposition des animaux au Cd, dans

I’hépatopancréas, le Zn aussi est principalement associ¢ a des granules de pyrophosphate dans
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les cellules basophiles.La part restante est fixée a des MTs ou a d’autres protéines

cytosoliques de faible poids moléculaire (Coeurdassier, 2001).De plus I’exposition de la
limace Derocerasreticulatum a des concentrations élevées de Cd, Pb et Zn dans ’aliment a
également induit une synthése dose- dépendante des protéines de stress hsp70 (Coeurdassier,
2001).

La Catalase est une enzyme héminique localisée dans le peroxysome des cellules de
nombreux types tissulaires mais et particulierement abondante dans le foie et les globules
rouges. Cette enzyme antioxydante catalyse la réaction de détoxification de peroxyde
d'hydrogéne (H20>) par la dismutation en H>O et en O et agit en synergie avec la SOD (Belli
etal, 2010 ; Bas et al., 2011).

Les antioxydants enzymatiques : la SOD et la Catalase (CAT) constituent la premiére
ligne de défense contre le stress oxydatif (Basopo, 2015). En effet, ’activité Catalase est
considérée comme l'un des biomarqueurs les plus sensibles du stress oxydatif elle joue un role

trés important dans la protection antioxydante (Zouaghi et al., 2015 ; Khalil, 2015).

Dans ce travail, P’activité de la catalase est mesurée au niveau de 1’hépatopancréas et
du rein ; le traitement aux trois premiéres concentrations croissantes de Triclosan(0,035g ;
0,049 ; 0,045¢g/ g d’aliment sec)a provoqué une augmentation de I’activité Catalase au niveau
des deux organes de facon dose-réponse chez les lots traités par rapport aux témoins. Ces
résultats sont en accord avec ceux d’Elwakil et Radwan (1991), qui ont montré une
augmentation significative de D’activité Catalase aprés une exposition du gastéropode

Eubaniavermiculata a des pesticides Methomyl, Thiodicarb, Metaldehyde.

Dans le méme contexte, Khalil (2015) a observé que I’activité CAT a été augmentée
de facon significative chez les escargots Lanistes carinatus exposé au Chlorpyrifos, il a
suggeré que lors du stress oxydatif, les radicaux libres (espéces oxygénées réactives) sont
produits en exces, et la cellule dispose un systeme de défense antioxydant pour faire face a ce

stress oxydatif ; ce qui explique I’augmentation de 1’activité Catalase.

La diminution de [Dactivit¢ Catalase chez les individus traités par la plus forte
concentration qui est de 0,05g/ g d’aliment sec au niveau des deux organes cibles peut étre
expliqué par I’adaptation des individus ou au pouvoir bio-accumulateur des gastéropodes face

a un stress chimique.
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Le Glutathion (GSH) est un composé tripeptidique produit par le foie qui est composé

de trois acides aminés différents : la cystéine, l'acide glutamique et la glycine (y-Glu-Cys-
Gly) (Saydam et al., 1997). Le GSH agit comme un antioxydant et est impliqué dans de
nombreux processus de l'organisme, notamment la construction et la réparation des tissus, le
transport et le stockage de la cystéine, la modulation de la transduction du signal, le contréle
de la propagation cellulaire et la régulation de la réponse du systeme immunitaire (Tsiasioti et
Tzanavaras, 2021 ; Sen et Nutr, 1997).

Le Glutathion protége les cellules contre le stress oxydatif de deux maniéres : Il capte
les groupements chimiques oxydants et contribue ainsi a réduire les effets délétéres oxydants
provoqués par les radicaux libres, ces dérivés actifs de l'oxygene hautement réactifs et
instables, et aussi Il inhibe 1’oxydation (peroxydation) des lipides (Hong SY et al., 2005 ;
Martin HL et Teismann P, 2009).

En se liant a différents composés toxiques, il joue un réle majeur dans la defense de

I'organisme contre les xénobiotiques (Kretschmar et Klinger, 1990) (Substances etrangéres
a l'organisme, carcinogénes, polluants, pesticides, métaux lourds, médicaments...) (Corcoran
et Wong, 1986 ; Biaglow et al., 1989). Hautement concentré au niveau du foie, il exerce un
role détoxifiant en limitant ’accumulation de toxines (Ketterer et al., 1983).
Certains des roles importants du Glutathion sont la réduction ou I’inactivation des ERO par la
formation de Glutathion disulfure (GSSG) et la conjugaison du Glutathion réduit (GSH) pour
I’élimination des xénobiotiques) (DiMonte et Lavasani, 2002; Arora, 2016) ; (Rjeibi,
2016).

Nos résultats montrent une réduction des teneurs en GSH au niveau des
hépatopancréas des espéces bio-indicatrices de pollution Helix aspersa aprés une exposition
de concentrations croissantes de triclosan par rapport a ceux des témoins. La diminution peut
refléter I'effet du stress oxydatif causés par le triclosan. En effet, le GSH est un antioxydant
dont la diminution devrait contribuer a la protection de I’animal de 1’effet du composé testé.
En effet, la fixation possible de cet insecticide organochloré aux groupements thiols du GSH
permettrait, éventuellement, de prévenir des dommages cellulaires. Ces résultats sont en
accord avec ceux de Khen (2017) qui stipule que cette déplétion est due
a sa liaison ou conjugaison aux radicaux libres produits par la nanoparticule et/ ou par la

liaison du GSH au métal.
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Résultats et discussions
Des résultats similaires ont été également rapportés dans différents organes et tissus

suite a I’exposition des rats a d’autres insecticides carbamates, le Carbofuran (Rai et al.,
2009; Kamboj et al., 2006), I’Aldicarbe et le Propoxur (Matos et al., 2007; Maranet al.,
2010) et le Methiocarb (Ozden et al., 2009). Le Méthomyl provoque aussi une diminution du
taux de GSH (El-Khawaga, 2005; Salama et al., 2005; Garg et al., 2008; Garg et al.,
2009a; El-Demerdash et al., 2013; Manawadi et al., 2010a)

D’autre part, le taux de cette substance (la GSH) a augmenté d’une maniere dose-
dépendante au niveau des reins des organismes traités au Triclosan par rapport a ceux des
témoins. Ceci confirme le role antioxydant de la GSH et son induction lors d’un stress

oxydatif ainsi que son intervention pour la détoxification de I’organisme.
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Conclusion et perspective

Le Triclosan est une substance active, appartenant a la famille chimique des
insecticides organochlorées. Un biocide, il « tue » la vie, généralement ce sont des produits
chimiques toxiques et difficilement biodégradables. Le Triclosan est un conservateur a large
spectre permettant de protéger nos produits de consommations. Cependant celui-ci est cible de
nombreuse hypothese quant a sa toxicité, il est soupgonné d’étre un perturbateur endocrinien,

cancérigene, €cotoxique, neurotoxique et d’étre toxique pour I’environnement.

D’une fagon générale, ce travail montre I'évaluation de la toxicité du produit chimique
le Triclosan a 1’égard d’une espéce de gastéropodes bioindicatrices de pollution Helix aspersa
et ’impact que peut provoquer sur les parameétres biométriques et biochimiques de différentes

parties (I’hépatopancréas et le rein) d’escargots.

Au terme de ce travail, nous pouvons conclure que I’escargot est un excellent
bioindicateurs de la degradation du milieu qui peut répondre a la pollution d’une maniere
sensible et mesurable ainsi qu’a son pouvoir accumulateur, il est donc employé comme une
sentinelle de la pollution environnementale dans les milieux contaminés, car il est

particulierement sensible par les pesticides organochlorés.

Le traitement aux différentes concentrations du Triclosan (0,035g ; 0,049 ; 0,045g et
0,05g/g d’aliment sec) pendant une période de 14 jours montre une réduction du poids d’une
maniere dose dépendante des escargots traités par apport aux témoins, signifiant une
perturbation dans le métabolisme globale particulierement chez les traités aux fortes

concentrations.

L'étude biochimique a permis d’évaluer le stress oxydatif du au Triclosan d’une part
par le dosage des protéines totales au niveau de I’hépatopancréas et du rein d’Hélix aspersa,
qui a indiqué une augmentation de ces biomolécules en fonction des concentrations
croissantes du xénobiotique. Ainsi que le statut antioxydant a été mis en évidence a cause de
I’induction d’un stress oxydatif qui s’est traduit par ’augmentation de I’activité enzymatique
Catalase dans les deux organes ciblés, d'autre part une déplétion d’une manic¢re dose
dépendante de glutathion au niveau de I’hépatopancréas et induction de cette substance au

niveau des reins et ceux par rapport aux témoins.
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La somme des résultats obtenus sur I’effet indésirable du Triclosan permet d’affirmer :

- Le pouvoir cytotoxique du pesticide testé.
- La sensibilité de I’espéce Helix aspersa a la présence des pesticides organochlorés

ainsi que son le pouvoir accumulateur face a un stress chimique.

Nos résultats sont pour nous remarquables car ils ouvrent dans le futur des perspectives

expérimentales qui devraient nous permettre de:
- FEtudier leffet néfaste du Triclosan sur d’autres systémes physiologiques et

biologiques des différents modeéles.
- Développer les dosages d’autre biomarqueurs biochimiques (SOD, AChE, MDA,

GSH, GST, Lipides, Glucides ...).
- Etude de la genotoxicité et la perturbation endocrinienne du Triclosan sur des

organismes supérieurs.
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