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Introduction générale

Introduction générale

L’aphorisme de CLAUDE BERNARD « Tous les médicaments sont en définitive des
poisons, ils n’en différent que par I’intensité moins grande de leur action », reste encore vrai.
Aucun médicament ne peut étre formellement exclu de cette liste (Mamadou, 2008).

Chacun a chez soi des médicaments de premiere urgence ou destinés a soigner les petits maux
de tous les jours. Cependant, le fait de pouvoir s’en remettre a soi-méme pour se soigner
banalise 1’emploi des médicaments de la pharmacie familiale et peut faire oublier qu’il y a des
précautions a prendre avec tout médicament, sans exception. L utilisation d’un médicament,
aussi courant soit-il, n’est jamais anodine, et comporte toujours des risques potentiels.

En Algérie, I’automédication est une pratique trés répondu malgré le danger de I’ingestion des
médicaments d’une maniére anarchique.

Le foie est I’un des organes majeurs du corps animal et humain, en taille, mais surtout de par
la large étendue de ses fonctions.

En effet, il joue un role important dans la digestion, et dans 1’épuration de nombreuses
molécules endogénes et exogenes dont 1’accumulation pourrait étre toxique pour 1’organisme,
il est donc la principale cible de la toxicité.

Les hépatites médicamenteuses sont un défi pour le clinicien en raison de la difficulté de leur
diagnostic et des conséquences de la poursuite d'un traitement susceptible d'aggraver des
Iésions aigués ou d'aboutir au développement de lésions chroniques (Christian, 1998).

La gravité de ces lésions varie d’une modification non spécifique mineure dans la structure
hépatique, a une insuffisance hépatique, cirrhose et parfois au cancer du foie (Moul El Bab,
2009). C’est pour cette raison qu’elles représentent la premiére cause de retrait du marché
d’un médicament (Michel, 2000).

Les formes aigués en sont la principale manifestation, représentant plus de 90 % des cas, plus
rarement, il s’agit d’atteintes chroniques.

Souvent, I’atteinte ne se manifeste que par une augmentation modérée des transaminases,
principalement 1’alanine aminotransferase (ALAT) ou des phosphatases alcalines (PAL). Elle
peut disparaitre malgré la poursuite du traitement, signant un phénoméne d’adaptation de
I’organisme au médicament, sans gravité (Pessayre et al., 1999 ; Biour et al., 2011).
L’hépatite médicamenteuse peut s’associer a des signes cliniques souvent peu spécifiques

comme une fatigue, des troubles digestifs ou de facon plus sévere, un ictére (Larrey, 2013).
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Plus de 1 200 médicaments sont répertoriés comme hépatotoxiques, auxquels il faut ajouter
des plantes médicinales et des produits toxiques (Larrey, 2013).

L’Isoniazide et la Rifampicine, médicaments de premiere intention utilisés pour la
chimiothérapie antituberculeuse, sont tres freqguemment associés a une hépato toxicite.

Cette toxicité est souvent due a la transformation des médicaments en métabolites réactifs ou
radicaux libres toxiques, surtout par les cytochromes P450 hépatiques (CYP). Habituellement,
ces metabolites sont détoxifies par divers systemes de protection, en particulier la conjugaison
au glutathion et les époxydes hydrolases. Quand ces mécanismes sont insuffisants ou
dépassés, 1’accumulation de métabolites toxiques entrainent des lésions moléculaires et
cellulaires aboutissant a une atteinte mitochondriale, une apoptose et/ou une nécrose cellulaire
et des réactions immunes toxicologiques (Larrey, 2013).

Le renforcement de systétme de détoxification nécessite 1’utilisation de molécules anti
oxydantes d’origine végétale ou animale y compris le lait et ’'urine de chamelle.

Le lait de chamelle est considéré comme un aliment complet et peut étre consommé
exclusivement, car répondant a tous les besoins nutritionnels. Le lait de chamelle est différent
des autres laits de ruminants ; il possede un faible taux de cholestérol et de sucres, une teneur
élevée en lactoferrine et en minéraux (sodium, potassium, fer, cuivre, zinc et magnésium), une
teneur élevée en vitamine C, B2, A et E (Mohamed et al., 2011).

Cette haute teneur en vitamine C peut étre jusqu'a 10 fois supérieure a celle du lait de vache
(Konuspayeva et al., 2010). De plus, le lait de chamelle peut étre conservé a température
ambiante plus longtemps que le lait des autres animaux (Thnaian et al., 2013).

Les tests de laboratoire ont indiqué que l'urine de chamelle contient des niveaux élevés de
potassium, ainsi que d'albumine et de magnésium, et de petites quantités d'acide urique, de
sodium et de créatinine (Konuspayeva et al., 2010).

Les effets anti-tumoral, antimicrobien, et antioxydant du lait et des urines de chamelle sont les
utilisations les plus étudiées (Abdul Rahman et al., 2016).

A notre connaissance, les variations des parametres biochimiques tels que les biomarqueurs
hépatiques et rénaux liés a I’utilisation hépato protectrice du lait et des urines de chamelle ont
été peu étudiées.

L’objectif principal de la présente étude est de montrer I’effet protecteur du lait et des urines

de chamelle contre la toxicité hépatique d’origine médicamenteuse.

Ce manuscrit est composé de deux parties principales :
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+ Une revue bibliographique composée de deux chapitres : le premier chapitre est consacré a
I’étude des principales fonctions hépatiques, aux principaux médicaments hépatotoxiques et
aux modalités du diagnostic des hépatotoxicités et d’exploration hépatique. Le second est
consacré a I’étude de la composition biochimique ainsi qu’aux effets biologiques du lait et des
urines de la chamelle.

% Une partie expérimentale répartie en deux autres chapitres :

Le premier chapitre porte sur les études physico-chimique, biochimique et microbiologique
du lait et des urines de chamelle.

Le deuxiéme chapitre traite 1’effet hépatoprotecteur du lait et des urines de chamelle sur
I’hépatotoxicité induite par 1’association de I'Isoniazide et de la Rifampicine.

Chaque chapitre décrit les matériels et méthodes utilisés lors de I’expérimentation, expose les
résultats obtenus et la discussion de ces derniers avec des arguments statistiques soutenus par
des travaux antérieurs, récents, réalisés de par le monde.

Ce travail est finalement cl6turé par une conclusion générale, les travaux en perspectives

seront également proposeés.
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Premier chapitre

Le foie et les hépato-toxicités médicamenteuses

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons a 1’¢tude des principales fonctions hépatiques, aux
principaux médicaments hépatotoxiques, a 1’exploration hépatique, et aux modalités du

diagnostic des hépatotoxicités.

1. Rappel sur ’anatomie et histologie d’un foie normal
Le foie est la glande la plus volumineuse du tube digestif. 1l est situé dans la partie supérieure
et droite de la cavité abdominale (Bouchet et Cillert, 1983). Il a des fonctions métaboliques
complexes et indispensables a la vie (Casing et Veilhan, 2008).
Le foie est constitué de cellules hépatiques (hépatocytes) organisées en travées sinusoides
(Jakson et al., 1995).

1.1. Architecture du foie

Pendant des années, le lobule hépatique été considéré comme l'unité structurale du foie. Ce
lobule hépatique possede une forme schématiquement hexagonale et il est centré sur une
veinule hépatique terminale appelée veinule centrolobulaire (Figure 1). Les angles de cet
hexagone correspondent aux espaces interlobulaires ou espaces portes, constitués de tissu
conjonctif. Le lobule hépatique est donc divisé en zone centrolobulaire, zone intermédiaire
(ou mediolobulaire) et zone periportale (ou perilobulaire).
Le parenchyme hépatique est constitué par des cordons cellulaires : les travées de Remak,
anastomosées et constituées habituellement d'une seule couche cellulaire. Ces travées sont a
disposition radiée et sont situées entre les capillaires sinusoides. Un réseau abondant de fibres
de réticuline, anastomosées, formant une sorte de grillage, se trouve autour des travées de
Remak. Entre les membranes plasmatiques des hépatocytes adjacents passent de fins canaux
sans paroi propre appelés canalicules biliaires qui véhiculent la bile sécrétée par les
hépatocytes (Jakson et al., 1995 ; Bari et al., 2010 ; Baghriche, 2011).
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Figure 01. Structure lobulaire normale du foie (Natter, 2004)

En paralléle, la conception architecturale de rapport propose de considérer I’acinus hépatique

(Figure 02) comme I’unité structurale fonctionnelle du foie au lieu du lobule hépatique.

FEnatigus =

“terminalel
— - -

Figure 02. Organisation structurale du foie: lobule et acinus (Stevens et Lowe, 2006)

Si le centre du lobule hépatique est la veine centrale, I’acinus hépatique est centré sur I’espace
porte (Figure 02). De forme sénilement triangulaire en coupe transversale, il est délimité par



Partie bibliographique Chapitre 01 Le foie et les hépato-toxicités médicamenteuses

trois veines centrales et se divise en trois zones arciformes comportant des hépatocytes
(Stevens et Lowe, 2006).

Le foie est irrigué par deux circulations sanguines afférentes et d'une simple vascularisation
efférente (Valette et De Baere, 2002 ; Natter, 2004 ; Castaing et Veilhan, 2006).

L’artére hépatique provenant des branches du tronc cceliaque issu de 1’aorte approvisionne le
foie en sang oxygéné aux structures non parenchymateuses, notamment aux conduits intra
hépatiques (Natter, 2004).

La veine porte fournit 75 % a 80 % du sang au foie qui est destiné au parenchyme hépatique
(hépatocytes). Il contient 40 % d’oxygene de plus que le sang qui retourne au cceur par le
circuit systémique. Ce sang provient du tube digestif.

Apres leur entrée dans le foie par le hile, ces deux vaisseaux se ramifient de maniére répétée,
leurs branches terminales cheminent dans les espaces portes pour se déverser dans les
sinusoides ou le sang artériel se mélange avec le sang du systeme veineux porte. Ces
sinusoides sont drainées par des rameaux veineux des veines sus-hépatiques, qui rejoignent la

veine cave caudale et constituent I'unique vascularisation efférente (Natter, 2004).

1.2. Structure microscopique
1.2.1. Les cellules hépatiques
Le foie est doté de cellules parenchymateuses, les hépatocytes et de quatre types cellulaires

non parenchymateux lui conférant une hétérogénéité cellulaire (Tableau 1).

Tableau 1. Abondances des différents types cellulaires hépatiques (Benhamou et Erlinger,
2008).

Type cellulaire Nombre (%) Volume (%)
Hépatocytes 60-65 78
Cellules endothéliales 15-20 28
Cellules de Kuppfer 8-12 2,1
Cellule de Tto 3-8 14

"Pit cell" <2 _
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1.2.1.1. Les cellules non parenchymateuses
Différents types de cellules hépatiques contribuent a la régulation des fonctions

hépatocytaires et réparent les lésions tissulaires (Figure 03).
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Figure 03. Les cellules hépatiques (Anonyme 1)

Cellules endothéliales sinusoidales: ces cellules bordent la sinusoide et permettent les
échanges de petites molécules entre le sang et les hépatocytes.

Cellules kupffer: (macrophages), ces cellules sécrétent des cytokines et des enzymes
lysosomiales.

Cellules étoilées ou Ito: les vacuoles lipidiques du cytoplasme sont riches en vitamine A,
80% de vit A ; différents constituants de la matrice extracellulaire sont synthétisés par ces
cellules.

Cellules lymphocytes granulaires: Elles sont impliquées dans la défense antivirale et anti
tumorale (Bouwens et al., 1992 ; Benhamou et Erlinger, 2008 ; Ishibashi et al., 2009 ).
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Figure 04. Représentation schématique de la structure histologique du foie (Monfort, 2016)

1.2.1.2. Les hépatocytes

Les hépatocytes sont de grandes cellules polyédriques mesurant 20 a 30 um de diametre
au noyau arrondi dont le nucléole est proéminent et la chromatine dispersée en périphérie
(Figure 05). La taille des noyaux est trés variable, en fonction du nombre de chromosomes de
la cellule : il existe en effet des hépatocytes tétraploides ou polyploides (surtout nombreux
chez les rongeurs). Des cellules binucléées (ici encore surtout chez les rongeurs) peuvent
également étre observées dans le foie normal. Le cytoplasme contient de nombreuses
mitochondries, des ribosomes abondants, ainsi que de nombreux granules de glycogéne
(principalement dans les zones riches en réticulum lisse) et des granules de lipofuscine chez
les individus agés. Des enclaves lipidiques peuvent aussi étre rencontrées a I'état normal en
région perilobulaire pendant la digestion, également chez la femelle gravide et le jeune
animal. Le réticulum endoplasmique lisse se présente sous la forme d'un réseau tubulaire en
communication avec le réticulum endoplasmique granuleux lui-méme disposé en citernes
empilées. La membrane plasmique des hépatocytes présente des microvillosités au voisinage
des capillaires, accroissant fortement la surface d'échange entre le sang et le foie, et détermine
les canalicules biliaires au contact d'autres hépatocytes. De chaque coté du canalicule, les
membranes des deux hépatocytes sont maintenues jointives par un systeme de jonctions
intercellulaires. L'appareil de Golgi est constitué de plusieurs parties a proximité des

canalicules biliaires. Les hépatocytes étant disposés en couches unicellulaires, chaque
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hépatocyte a donc au moins deux de ses faces en contact avec les capillaires sanguins
(Monfort, 2016).
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Figure 05. Coupe fine d'inclusion en paraffine colorée a I'Hémalun Eosine d’hépatocytes en

microscopie optique (Stevens et Lowe, 1993).
CB : canalicule biliaire, CS : capillaire sinusoide, FIC : face intercellulaire, H: hépatocyte

2. Les fonctions hépatiques

2.1. Fonctions métaboliques

Le foie est le premier organe traversé par les substances absorbées dans I'intestin:
nutriments, vitamines, médicaments et toxiques. Ces substances sont ensuite extraites de la
circulation sanguine et pénétrent dans les hépatocytes afin d'y étre stockées, métabolisées ou
excrétées dans la bile (Bonnas, 2002 ; Moore et Dalley, 2007 ; Young et al., 2008).

Les principales fonctions physiologiques sont présentées dans le tableau 2 ci-dessous :

Tableau 2. Principales fonctions du foie

Meétabolisme

Roéles

glucidique

- Le foie posséde I'exclusivité de la néoglucogenese et de l'intégration
des oses exogenes (lactose, fructose et mannose) au métabolisme
glucidique.

- Le foie est un organe majeur dans le contréle de la glycémie, sous

la dépendance des hormones gluco régulatrices, insuline et glucagon.
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- Il posséde de grandes capacités de réserve en glucose et maintient
donc efficacement I'noméostasie du glucose. L'hypoglycémie est par
ailleurs rare lors d'atteinte hépatique, car la glycémie est maintenue
constante avec seulement 30 % de parenchyme fonctionnel (Moore
et Dalley, 2007 ; Young et al.,, 2008 ; Sartor, 2015 ; Monfort,
2016).

Le foie a également un réle important dans la dégradation de
I'insuline et du glucagon ainsi que dans la regulation de I'hormone de
croissance (Maitre et Blicklé, 2008)

Meétabolisme

protéique

- Le foie réalise une grande partie des réactions de transaminations et
de désaminations oxydatives.

- La créatine musculaire est également synthétisée par le foie avant
d'étre exportée.

- Le foie est le seul organe capable de synthétiser l'urée a partir de
I'ammoniac produit par les bactéries intestinales ou issu du
catabolisme protéique (80 a 90 % de I'ammoniac parvenant au foie est
ainsi transformé en urée, I'ammoniac résiduel étant consommé par la
synthése hépatique de la glutamine).

- Cet organe est également le lieu de la synthese d'un certain nombre
de protéines indispensables au métabolisme général, en particulier
l'albumine, les apoprotéines, les protéines de transport,
I'érythropoiétine inactive, les hétéroprotéines, les enzymes et de la
majorité des globulines sériques excepté les immunoglobulines. Le
foie produit ainsi 70 a 90 % des a-globulines et 50 % des B-
globulines (Monfort, 2016).

Meétabolisme

lipidique

-Le foie est le siege de la synthése du cholestérol (synthétise plus de
50 % du cholestérol produit dans I'organisme), des triglycérides et des
enzymes capables de capter et d'estérifier les acides gras (lipoprotéine
lipase et phospholipase).

- L'anabolisme des acides gras est essentiellement réalisé au niveau

hépatique

10
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- Cet organe synthétise également la lipase hépatique, qui hydrolyse
les phospholipides de surface présents sur les lipoprotéines et qui
favorise les interconversions des différentes classes de HDL (High
Density Lipoproteins) et le catabolisme des VLDL (Very Low
Density Lipoprotein) en LDL (Low Density Lipoprotein). (Moore et
Dalley, 2007 ; Young et al., 2008 ; Monfort, 2016).

Cétogenese

Les corps cétoniques, qui sont les métabolites énergétiques
préférentiels de certains tissus périphériques (cceur, cerveau, rein)
sont synthétisés uniquement dans le foie a partir de I'acétyl coenzyme

A

Meétabolisme
des

vitamines

Le foie participe au métabolisme des vitamines hydrosolubles en
réalisant la synthése, l'activation et le stockage des vitamines B1, B6,
B12, des acides foliques, de I'acide nicotinique et de la riboflavine.
Par ailleurs, il participe également au métabolisme des vitamines
liposolubles par l'activation, la synthese et le stockage des vitamines
A, D, E et K (la vitamine A étant stockée dans les cellules de Ito
encore appelées cellules stellaires). Le foie peut également
synthétiser et stocker des protéines qui permettent I'exportation des
vitamines comme la RBP (Retinol binding protein) et la préalbumine
pour la vitamine A, ou la transcobalamine pour la vitamine B12

(Monfort, 2016).

Meétabolisme
des

minéraux

Le foie intervient dans le stockage des minéraux (notamment le
cuivre mais également le fer et le zinc) et dans la synthese des
protéines transporteuses comme la transferrine pour le fer ou la

ceruloplasmine pour le cuivre (Monfort, 2016).

Fonctions diverses

Sécrétion

biliaire

Le foie assure la sécrétion de la bile qui intervient dans la digestion
des aliments gras et qui sert de véhicule pour I’excrétion de

plusieurs métabolites (Marieb, 2005).

Biotransfor

Dans I'hépatocyte, la bilirubine est conjuguée a I'acide glucuronique

mation de la | par la bilirubine uridine diphosphate glucuronosyltransférase. La
bilirubine bilirubine conjuguée peut étre éliminée dans la bile (Miglani, 2015).
Fonction Le foie est un organe hématopoiétique chez le feetus. Cette fonction

11
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hémato-

poiétique

d'hématopoiése extra médullaire peut réapparaitre chez l'adulte dans
certains cas pathologiques telles que I'anémie sévére ou la défaillance

de la moelle osseuse (Monfort, 2016).

Fonction de
régulation

endocrine

Le foie participe a la dégradation des hormones polypeptidiques et a
la conjugaison, & la dégradation et a I'excrétion des hormones
stéroidiennes. 1l synthétise également des protéines de transport pour

diverses hormones (Monfort, 2016).

Roles dans
la

coagulation

Le foie réalise la synthése de tous les facteurs de coagulation excepté
le facteur VIII et le calcium. Il est donc le lieu de la synthese de la
prothrombine, du fibrinogene, du plasminogene, de I'antithrombine
Il et des facteurs V, VII, IX, X, XI, XII et XIIl. Cet organe est
également responsable de I'élimination des facteurs de coagulation
active et des enzymes fibrinolytiques de la circulation sanguine. Le
foie protége donc l'organisme contre les hémorragies, contre la
fibrinolyse excessive et contre la consommation de facteurs de

coagulation (Denninger, 2006).

2.2. Role du foie dans le métabolisme des médicaments

2.2.1. Biotransformation hépatique

Les animaux et I’homme sont entourés d’une multitude de substances organiques ne

faisant pas partie des constituants normaux des cellules animales. Ces molécules organiques

étrangeres doivent étre éliminées. Celles qui sont hydrosolubles sont dissoutes dans I’eau des

urines ou de la bile, tandis que celles qui sont solubles dans les graisses doivent étre d’abord

transformées en métabolites hydrosolubles. Certaines molécules sont d’emblée conjugables a

de petites molécules trés solubles dans I’eau. D’autres molécules étrangéres doivent étre

métabolisées en deux étapes.

- La premiére étape est catalysée par le cytochrome P-450 ; celui-ci, entre autres, peut

hydroxyler la molécule étrangere.

- La deuxiéme étape est une conjugaison de 1’hydroxyle ainsi formé, ces conjugues tres

hydrosolubles peuvent étre éliminés dans les urines ou dans la bile.

12
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Les métabolites ainsi obtenus sont stables, moins toxiques que la molécule meére et plus
rapidement éliminés. Dans certains cas, cependant, les métabolites stables peuvent étre aussi
actifs et méme plus actifs que la molécule mere et sont capables de réagir spontanément avec
les constituants hépatiques, ils sont dits chimiquement réactifs (Diquet et Soubrie, 1998 ;
Ebelle Lottin, 2007 ; Buyse et al., 2007).

De nombreux médicaments hépatotoxiques sont transformés dans le foie, par le cytochrome
P-450, en métabolites réactifs et leur toxicité potentielle est limitée par divers mécanismes de
protection :

- Destruction du cytochrome P-450 par le métabolite réactif (auto-limitant ainsi sa propre
formation).

- Transformation d’un époxyde réactif en dihydrodiol stable par les époxydes hydrolases.

- Conjugaison du métabolite réactif au glutathion.

- Prévention de la peroxydation lipidique par la vitamine E, la glutathion peroxydase ; le
glutathion, et la vitamine C.

Gréace a ces mécanismes de protection, seule une petite partie de métabolite réactif formé va
réagir avec les macromolécules hépatiques en se fixant irréversiblement sur les protéines, les
lipides insaturés, ou les acides nucléiques (Michaud et Turgeon, 2002 ; Guéguen et
Mouzat, 2006).

2.2.2. Conséquences hépatiques

La fixation covalente des métabolites toxique peut étre a 1’origine soit d’une hépatite
toxique, soit d’une hépatite immuno-allergique.
Une hépatite toxique est due a la formation abondante de métabolites réactifs qui peut
entrainer diverses lésions moléculaires qui vont aboutir a une multitude d’anomalies
structurales et fonctionnelles dont I’aboutissement final est une nécrose hépatocytaire. Elle va
survenir en deux circonstances :
- Lorsque le médicament est ingéré & dose massive, on parlera d’hépatite toxique aux fortes
doses. Le médicament peut étre ingéré a des doses usuelles mais provoquer de fagon
imprévisible une hépatite toxique dite idiosyncrasique. Cette imprédictibilité dépend de
nombreux facteurs tels que les facteurs génetiques, physiologiques, nutritionnels et
médicamenteux associés.
- Les hépatites immuno-allergiques surviennent lorsque les métabolites réactifs se fixent sur

les protéines de la membrane plasmique de 1’hépatocyte. Ces protéines ainsi modifiées ne
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seront plus reconnues comme faisant partie du soi, entrainant une immunisation contre ces
néo-antigéenes. Il est probable que des facteurs génétiques interviennent dans la survenue de
cette immunisation (Ebelle Lottin, 2007).

3. Les hépato-toxicités médicamenteuses
3.1 Tableau clinique et biologique d’hépato-toxicités médicamenteuses

Dans cette partie, nous allons décrire les principales lésions hépatiques rencontrées dans les
cas d'intoxication sans préjuger de la nature du toxique incriming, et envisager les examens

complémentaires possibles afin de connaitre la nature et I'étendue des lésions hépatiques.

3.1. 1. Atteintes hépatiques aigués

Les hépatites aigues sont caractérisées par la fréquence dans le lobule hépatique ou
I’espace porte, d’un infiltrat inflammatoire sans fibrose. Cette inflammation aigué peut
s’accompagner de nécrose (hépatite cytolytique), ou de cholestase (hépatite cholestatique), ou

encore de nécrose et de cholestase a la fois (hépatite mixte) (Larrey, 2002).

Les formes asymptomatiques sont les plus fréquentes. Elles sont reconnues par des anomalies
des tests hépatiques (élévation des amino-transférases et/ou des phosphatases alcalines)
effectués soit systématiquement, soit devant des symptdmes non spécifiques telles qu’une

asthénie, des nausées ou des douleurs abdominales (Larrey, 2002).

Les hépatites cholestatiques présentent un tableau clinique dominé par une cholestase : prurit,
ictere, urines foncées, selles décolorées ; elle est parfois précédée de douleurs abdominales et
de fievre. Il existe une élévation de la bilirubine conjuguée, une forte augmentation des
phosphatases alcalines et de la gamma glutamyl transpeptidase, et une augmentation moindre
des aminotransférases. L’échographie ne montre pas de dilatation des voies biliaires intra-
hépatiques. Apres I’arrét du médicament, la cholestase diminue progressivement : la guérison

est compléte. Dans certains cas, la régression est lente (Larrey, 2003).

Les hépatites cytolytiques présentent un tableau dominé par ’ictére. Nous pouvons aussi avoir
une hépatite anictérique avec nausées, douleurs abdominales, asthénie, anorexie et parfois
hépatomeégalie. Les aminotransférases sont trés élevées ; les phosphatases alcalines et la
gamma glutamyl transpeptidase sont normales ou modérément élevées. Ces hépatites peuvent
évoluer, selon 1’étendue de la nécrose vers une forme sévere voire fulminante menagant la vie

du sujet.
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Les hépatites mixtes combinent les manifestations cliniques et les anomalies des tests
hépatiques des hépatites cholestatiques et cytolytiques.

Il est a noter qu’a coté de ces hépatites précédemment citées nous pouvons également
rencontrer les hepatites aigies granulomateusess, les stéatoses et les lésions pseudo-
alcooliques et phospholipidoses (Benhamou, 1986 ; Larrey, 2002 ; Larrey, 2003 ; Larrey,
2005 ; Godeau et al., 2004).

3.1.2. Atteintes hépatiques chroniques

L’utilisation prolongée d’un traitement entrainant une nécrose hépatocytaire peut aboutir a
la constitution d’un tableau histologique (fibrose et inflammation portales, nécrose), et
clinique (icteére, hépatomégalie, ascite), d’hépatite chronique ou méme de cirrhose. Ceci se
voit lorsque I’hépatite initialement sub-clinique est longtemps passée inapercue, ou bien
lorsque I’hépatite ayant été décelée, son étiologie médicamenteuse n’ayant pas été reconnue.
Dans ce cas, I’activité sérique des transaminases est ¢levée (Dhumeaux et Mallat, 1993 ;

Ebelle Lottin, 2007 ; Radi, 2018).
3.2. Exploration hépatique

3.2.1. Tests de cytolyse hépatique

La mesure de l'activité sérique d'enzymes provenant des hépatocytes constitue un test de
cytolyse. Le terme cytolyse correspond a l'ensemble des perturbations cellulaires qui
conduisent a une augmentation de la perméabilité de la membrane cytoplasmique, et donc a

tous les états de souffrance des hépatocytes.

Les cellules en cytolyse présentent une altération au moins partielle de leur activité
métabolique. Au plan tissulaire, par contre, il est possible de ne pas observer des troubles
lesionnels, car l'ensemble des cellules n'est genéralement pas atteint simultanément et les
tissus possedent, chez I'animal normal, une quantité excédentaire de cellules pour assurer
leurs fonctions (on estime que 30 % des cellules du foie suffisent pour assurer un métabolisme

normal).

L'augmentation de l'activité sériqgue des enzymes témoigne de I'existence d'une lésion
tissulaire active, c'est-a-dire en cours d'evolution. Ceci est lié au métabolisme tres rapide des
enzymes seriques. En effet, d'une part, l'augmentation de l'activité sérique de ces enzymes
apparait seulement quelques heures aprés l'atteinte tissulaire, et d'autre part, la demi-vie

sérique de ces enzymes est courte (entre quelques heures et quelques jours).
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L'alanine et I'aspartate amino-transférases (ALAT et ASAT) sont les enzymes marqueurs de

cytolyse hépatique les plus couramment utilisées en pratique.

L'ALAT est présente dans le cytosol des cellules de différents organes mais majoritairement
dans les hépatocytes. L'augmentation de l'activité sérique de I’ALAT est typiquement associée
a des lésions de la membrane cellulaire et une fuite des enzymes de I'hépatocyte (Keller,
1981).

Une augmentation rapide et importante (x10) de son activité plasmatique est en faveur d'une
hépatite aigue avec cytolyse. Un accroissement modéré (au moins x2) est plus en faveur d'une
affection chronique ou d'une cholestase (Medaille, 2006). En terme de pronostic, c'est la
cinétique de l'activité de I’ALAT sur plusieurs semaines qui est utile : le retour aux valeurs de
base en 2 a 3 semaines dans le cas d'atteintes aigues et bréves est d'un bon pronostic ; la
persistance d'une élévation au-dela de 2 mois sans maladies émergentes extra-hépatiques,
méme sans signes cliniques, est indicatrice d'une lésion nécessitant un diagnostic précis par
biopsie du foie.

Chez le lapin, I’activité de I’ALAT dans le foie est moins importante que dans d’autres
especes et est moins spécifique du foie (Rosenthal, 2000). Son manque de spécificité et sa
demi-vie courte (5h) en font un parametre d’intérét limité chez le lapin par rapport au chien
(Varga, 2014). Cependant, une élévation franche de I’activité de ’ALAT semble tout de
méme indiquer une atteinte hépatocellulaire. Les processus a I’origine d’une souffrance
hépatique peuvent étre variés. Ainsi, le dosage de I’activité sérique de 1’ ALAT permet la
mise en évidence de lésions de cytolyse mais ne permet pas de faire une distinction entre ces
Iésions (Denys et Furon, 2014). La demi-vie de I’ALAT étant courte, une augmentation de sa

concentration sérique témoigne d’une lésion tissulaire active ou récente.

L'ASAT est présente a la fois dans le foie et dans les muscles cardiaques et squelettiques : de
ce fait, une élévation plasmatique de son activité peut étre liee a une inflammation musculaire,
ce qui peut étre confirmé par la mesure de I'activité d'une autre enzyme musculaire, la créatine
kinase (CK).

Toutefois, de part sa répartition essentiellement mitochondriale dans les hépatocytes, et de son
temps de demi-vie tres court, elle est souvent considérée par les cliniciens comme un
marqueur fiable de la gravité et de la persistance d'une nécrose hépatique.

De plus, elle augmente modérément lors de cholestase et sous I'action des corticoides.

Chez le lapin, une atteinte hépatique (inflammation, néoplasie, nécrose, hypoxie, toxique,

traumatisme...) a l’origine d’une cytolyse hépatocellulaire, provoque une libération de
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I’ASAT contenue dans les hépatocytes et entraine donc une augmentation de son activité
sérique. La biochimie sanguine permet de mettre en évidence une souffrance hépatique, mais
ne permet pas d’indiquer 1’origine (Stockham et Scott, 2008 ; Harkness et al., 2010 ; Denys
et Furon, 2014 ; Mazelier et Vergneau, 2014).

Lors d’atteinte hépatique, 1’augmentation de la concentration en ASAT est néanmoins Moins
importante que 1’augmentation de I’ALAT. Du fait de sa demi-vie courte, une augmentation

de I’ASAT indique une souffrance hépatique active (Harkness et al., 2010).

3.2.2. Examen histologique

La biopsie est utile pour le diagnostic et le pronostic lors de pathologie hépatique.
L'examen histo-pathologique du foie apporte des informations sur l'origine, la chronicité et le
caractere réversible ou non de la maladie. Cependant, la fiabilité des résultats repose sur la
qualité et la taille de I'échantillon du foie. Chez I'Homme, des échantillons contenant 6 a 11
triades portales sont recommandés pour assurer une interprétation exacte. Les échantillons
avec peu de triades portales ou ceux qui sont déchirés en de multiples morceaux sont
considérés comme inadéquats (Kemp et al., 2015). Actuellement, quatre méthodes sont
applicables :
+ Par voie percutanée, avec une aiguille a biopsie ;
+ A travers une petite ouverture faite dans la peau ;
+ Par laparoscopie, a l'aide d'un fibroscope rigide et d'une pince a biopsie ;
+ Par laparotomie.
Le ou les prélevements sont ensuite disposés dans des liquides de fixation appropriés : Bouin,
formol, etc.
L'examen histologique est également réalisé suite a I'examen nécropsique en cas d'euthanasie,

ou de décés naturel de I'animal.

3.2.3. Exploration de la fonction excréto-biliaire
3.2.3.1. La bilirubine
Traditionnellement, la bilirubine est le premier pigment biliaire a étre dosé pour évaluer
la fonction excréto-biliaire hépatique.
L'hyper bilirubinémie est possible lors datteinte hépatique (par defaut de captation, de
conjugaison et d'excrétion de la bilirubine libre par les hépatocytes), ou d’atteinte des voies
biliaires (hyper-bilirubinémie extra-hépatique par défaut d'écoulement biliaire ou rupture des

voies biliaires). On peut également observer une hyper bilirubinémie lors d'hémolyse
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importante (hyper bilirubinémie d'origine pré hépatique par augmentation de la fraction non
conjuguée de la bilirubine (BNC).

L'hyper bilirubinémie est tres fréquente lors d'une atteinte hépatique aigue et moins fréquente
lors d'une maladie chronique (Hernandez, 2008).

Dans les cas d'insuffisances hépatiques aigues, la bilirubinémie fait partie des outils utilisés
pour évaluer la gravité de l'atteinte et donner un pronostic. L'hyper-bilirubinémie dans cette
situation est souvent causée par une cholestase intra-hépatique, qui peut étre due, dans un
contexte de toxicité, a la rupture des jonctions serrées qui séparent les canalicules biliaires du
sang ou plus rarement par hypertrophie ou par nécrose hépatocytaire. Grace a la large capacité
de réserve du foie, I'ictére di a la cholestase intra-hépatique est seulement apparent quand le
foie est affecté séverement et de maniére diffuse (Weingarten et Sande, 2015).

3.2.3.2. Les acides biliaires

L'augmentation de leur concentration a jeun est fortement en faveur d'une atteinte
hépatique chronique. Toutefois, elle ne permet pas de préciser la nature de l'affection. Les
anomalies parenchymateuses, vasculaires ou des voies biliaires peuvent toutes étre a I’ origine
de cette augmentation. De plus, I'ampleur de I'augmentation n'est pas corrélée a I'importance
des Iésions (Hernandez, 2008).

3.2.4. Tests d'insuffisance hépatocellulaire
Dans la majorité des cas, les fonctions du foie peuvent étre réalisées seulement par 30 %
de la masse hépatique, cela impligue qu'une insuffisance n'apparait que lorsque le parenchyme

a subi des lésions massives (Michaux, 2013).

3.2.4.1. Les protéines plasmatiques

Les protéines totales sont normalement synthétisées a 90 % par les hépatocytes, a
I'exception des immunoglobulines qui sont synthétisées par les plasmocytes. Suite a une
lesion cellulaire, la capacité de synthese est réduite et la concentration de ces constituants
diminue. La demi-vie des protéines plasmatiques est plus longue que celle des enzymes, et le
taux de synthese nécessaire pour maintenir un taux plasmatique normal est plus bas. Ainsi,
une baisse du taux de protéines tend a signifier une lésion chronique ou des

dysfonctionnements hépatiques graves (cirrhoses) (Medaille et Briend- Marchal, 2008).
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3.2.4.2. L'albumine

Une hypo-albuminémie est fréquemment observée lors de cirrhose par exemple.
Toutefois, elle n'est pas spécifique de maladies hépatiques puisqu'on peut également
I'observer lors d'entéropathies exsudatives, de glomérulopathies ou lors de réactions

inflammatoires systémiques (Hernandez, 2008).

3.2.4.3. Les lipides

Le foie est le site majeur de synthése du cholestérol et de sa conversion en acides
biliaires. Lors de la plupart des épisodes de cholestase, la synthese du cholestérol augmente, et
résulte en une élévation de sa concentration plasmatique.
Une hypo cholestérolémie est possible dans les cas de cirrhose et d'insuffisance hépatique.
Le dysfonctionnement du métabolisme lipidique dans les affections hépatiques a des
conséquences variables et non spécifiques sur les dosages des triglycérides sanguins
(Medaille et Briend-Marchal, 2008).

3.2.4.4. L'urée
Une hypo-urémie peut étre mise en évidence lors d’une atteinte hépatique. Elle découle
généralement d'un dysfonctionnement grave du foie affectant le cycle de l'urée. Isolément,

une hypo-urémie n'est pas spécifique des maladies hépatiques (Hernandez, 2008).

3.2.4.5. Le glucose

L'hypoglyceémie est rarement observée lors d'insuffisance hépatique acquise compte tenu
de I'efficacité du métabolisme du glucose (Hernandez, 2008 ; Medaille et Briend-Marchal,
2008).

3.2.4.6. Mesure des temps de coagulation

Le foie étant l'organe de synthése et d'activation de la quasi-totalité des facteurs
intervenants dans la coagulation, il est fréquent d'observer une anomalie des temps de
coagulation (augmentation des temps de Quick, temps de cephaline et kaolin et temps de
prothrombine) (Hernandez, 2008).

3.2.4.7. Mesure de activité de la phosphatase alcaline
Dans la littérature, on observe une grande variation dans les valeurs de reférence des

phosphatases alcalines chez le lapin selon les auteurs ; 4.1-16.2 UI/L (Collins, 1988 cité par
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Schmand, 2020), 10-670 UI/L (Gillet, 1994, cité par Schmand, 2020), 112-350 UI/L
(Harkness et Wagner, 1995). Les différentes méthodes d’analyse peuvent représenter un
biais pour les valeurs citées. Dans une autre étude sur les parametres sanguins en relation avec
le métabolisme du calcium, 1’équipe de Harcourt-Brown a remarqué que les valeurs de PAL
sériques variaient largement sur des animaux apparemment sains (Harcourt-Brown et
Baker, 2001). Des variations physiologiques tels que 1’age, la race, ou encore 1’état
physiologique de I’animal (gestation, lactation) influencent la concentration plasmatique en
PAL (Fox et Laird, 1970 ; Viard-Drouet et al., 1984).
L’augmentation plasmatique des PAL est souvent due a des iSo-enzymes présentes au niveau
des os, du foie, du placenta, du rein, de I’intestin (Varga, 2014). On peut I’observer lors de
stase biliaire. Ainsi, expérimentalement, la ligature du canal biliaire conduit a une
augmentation moyenne des PAL de 1’ordre de 600 UI/L (Weisbroth et al., 2013). Cette stase
s’observe chez le lapin suite a un phénomeéne néoplasique, une hépatite a coccidiose, ou a une
lipidose par exemple. Dans ces cas, on observe généralement également une augmentation de
I’ALAT, de la bilirubine, et de la gamma-glutamyl transpeptidase (GGT) (Varga, 2014).
Toutefois, 1’augmentation des PAL est détectable plus précocement que celle de la
bilirubinémie (Mazelier et Vergneau, 2014).

3.2.5. Imagerie médicale

Plusieurs techniques d'imagerie peuvent étre utilisées pour I'exploration du foie :
— la radiographie pour mettre en évidence la taille du foie et parfois ses contours ;
— l'angiographie mésentérique pour étudier la circulation sanguine et ses ramifications dans le
foie.
— I'échographie.

— le scanner.

4. Principaux médicaments hépatotoxiques

De tres nombreux médicaments peuvent étre responsables d’une hépatite. Nous énumererons
ceux qui sont fréquemment impliqués soit du fait d’une hépatotoxicité assez nette, soit du fait
d’une large utilisation.

Dans cette partie, nous insisterons sur I’hépato toxicité due a des antituberculeux,
particulierement & 1’association de la Rifampicine et 1’Isoniazide ; les deux molécules

utilisées dans la partie expérimentale.
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Tableau 3. Liste de quelques médicaments hépatotoxiques (Ebelle Lottin, 2007).

HEPATITES AIGUES

Hépatites cytolytiques Hépatites cholestatiques ou mixtes

Anesthésie

Halothane

Ether éthylique
Chloroforme
Trichloro-éthylene

Cancérologie

Carmustine Azathioprine
Vincristine 6-Mercaptopurine
Cyclosporine
Cardiologie

Acide tienilique Captopril
Méthyldopa Nifédipine
Dihydralazine Diltiazem
Papavérine Papavérine
Furosémide Hydralazine Quinidine
Suloctidil Méthyldopa
Hydralazine ; .

p . Vérapamil
Vérapamil

Dermatologie

Etrétinate Isotrétinoine

lodure de pividone

Endocrinologie

Acétohéxamide Chlorpropamide
Glythiazole Tolbutamide
Carbutamide Glibenclamide

Hépatogastro-entérologie

Acide chénodésoxycholique Cimétidine
Oxyphénisatine Ranitidine

Maladies infectieuses et parasitaires

Amodiaquine Acide nalixidique
Mébendazole Josamycine
Clindamycine Céphalexine
Oxacilline Nitrofurantoine
Cotrimoxazole Chloramphenicol
Pipérazine Quinine
Ethionamide Cotrimoxazole
Sulfadiazine Rifampicine
Isoniazide Erythromycine
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Sulfadoxine sulfaméthoxazole
Kétoconazole Griséofulvine
Sulfaméthoxazole Thiabendazole

Neuropsychiatrie

Acide valproique Amineptine
Imipramine Imipramine
Amitriptyline Carbamazépine
Iproniazide Phénobarbitol
Désipramine Chlordiazépoxyde
Phénytoine Phénytoine
Chlorpromazine
Tiazolam
Diazépam

Nutrition et métabolisme

Nicotinamide
Radiologie
lodipamide
Rhumatologie
Allopurinol, Paracétamol Acide niflumique, Naproxéne
Aspirine, Salicylés Colchicine, Piroxicam
Diclofénac, Propoxyphene
Ibuprofene, Sulindac

Indométhacine Probénécide

HEPATITES CHRONIQUES OU CIRRHOSES

Amiodarone, Aspirine, Halothane
Amodiaquine , Isoniazide, Méthyldopa
Nitrofurantoine, Paracétamol,  Vitamine A

Nous ajouterons que les cholestases pures (sans nécrose, ni inflammation) ne sont observées
qu’avec de rares médicaments (contraceptifs oraux, cestrogénes, androgénes anabolisants). Il
n’y a pas de manifestation allergique. Il semble s’agir d’un processus d’interférence avec les

meécanismes de la sécrétion biliaire.

4.1. Heépato-toxicite induite par les xénobiotiques: cas de I’isoniazide et de la
rifampicine

Le traitement antituberculeux consiste a prendre tous les jours pendant 3 a 6 mois minimum,
plusieurs antibiotiqgues en méme temps parmi les suivants : isoniazide (INH), rifampicine
(RMP), pyrazinamide (PZA) et éthambutol (EMB).
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En général, le schéma utilisé est :

-Les 4 antibiotiques pendant les deux premiers mois,

-Puis isoniazide et rifampicine pendant les quatre mois suivants (Has, 2007 ; Arazola et al.,
2010 ; Meyssonnier, 2012).

4.1.1. Rifampicine (RMP)

La rifampicine a été isolée a partir de Amycolatopsis rifamycinica pour la premiére fois en
1957, elle est commercialisée depuis 1971. Cet antibiotique fait partie de la liste des
médicaments essentiels de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS).

La RMP est le deuxiéme médicament antituberculeux mais aussi le plus important de la
premiére ligne. Elle fait partie des antibiotiques du groupe des rifamycines ayant une activité
bactéricide. Son mécanisme d’action se traduit par 1’inhibition de I’activité ARN polymérase
qui synthétise I’ARN messager a partir de son modele ARN (Figure 6). Elle présente un effet
bactéricide précoce contre les M. tuberculosis métaboliquement actifs et une excellente action
stérilisante tardive contre les courtes bouffées d’activité métabolique des micro-organismes en
état de semi-dormance. Alors que la mono-résistance a I’INH est courante, la mono-résistance
ala RMP est rare. (Has, 2007).

La molécule RMP est un puissant inducteur enzymatique microsomal, provoquant
d’importantes interactions médicamenteuses, en particulier avec les oestroprogestatifs, les
anticoagulants oraux. La rifampicine colore les excrétas (larmes, urines, sperme) en rouge
orange et peut aussi induire des phénomenes immuno-allergiques (thrombopénie), surtout lors

des prises discontinues du médicament (Perriot et al., 2010).

4.1.1.1. Pharmacocinétique de la RMP

-Résorption: Bonne par voie orale. Pic sanguin en 2 a 4 heures, si elle est absorbée a jeun et
a distance des repas, sinon la résorption est retardée.

-Diffusion: Sa fixation aux protéines plasmatiques est de 75%. La diffusion est excellente,
sauf dans les organes riches en lipides (systeme nerveux central) et dans les épanchements,
mais elle est bonne dans le poumon, suffisante dans le liquide céphalorachidien.
-Biotransformation: La rifampicine est un puissant inducteur enzymatique du systeme
microsomal oxydatif hépatique, elle induit son propre métabolisme. Sa demi-vie passe de 6
heures le premier jour d’administration a 3-4 heures au septieme jour. Elle peut augmenter le

catabolisme hépatique de certains médicaments associes et compromettre leur efficacité.
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-Elimination : La RMP subit une élimination biliaire et un cycle entérohépatique, elle est
contre-indiquée en cas d’obstruction compléte des voies biliaires. Elle est donc éliminée par

les feces, I’urine (20%), la salive et les larmes (Hmamouche et al., 2007).

4.1.2. Isoniazide (INH)

L’INH, également appelé isonicotinyl hydrazine ou hydrazide de I'acide
isonicotinique est un dérivé de l'acide isonicotinique. C'est un antibiotique utilisé en premiére
intention pour la prévention et le traitement de la tuberculose latente et de la tuberculose
active. Cette molécule est synthétisée au début du xx°siécle, mais son activité contre la
tuberculose n'est signalée pour la premiére fois que dans les années 1950. Elle fait partie de la
liste des médicaments essentiels de I'Organisation Mondiale de la Santé. Elle est un pro-
médicament qui doit étre activé dans les especes myco-bactériennes qui y sont sensibles.
L’activation de I’INH produit un certain nombre de composés fortement réactifs capables de
1éser la paroi des cellules mycobactériennes. Il est impliqué dans 1’inhibition de la biosynthése
des acides mycoliques qui sont les constituants importants de la paroi cellulaire
mycobactérienne (Figure 06). Comme les acides mycoliques ne se retrouvent que dans les
mycobactéries, cette action pourrait expliquer le degré élevé de sélectivité de l'activité
antimicrobienne de l'isoniazide. L’association entre cette enzyme et I’activation de I’INH a
été démontrée quand le géne de la catalase-peroxydase mycobactérienne (katG) a été cloné et
séquencé. Des mutations de ce gene ont été observées dans 70 a 80 % des isolats cliniques
hautement résistants a I’INH (Zhang et al., 2009 ; Van Vooren.,2010) .

L’INH est actif sur les bacilles des cavernes et a un moindre degré sur les bacilles intra
macrophagiques mais il n’a pas d’activité sur les bacilles du caséum solide. Les principaux
effets secondaires sont : nausées, simple élévation des transaminases ou hépatite
médicamenteuse dose-dépendante, polynévrites sensitivo-motrices (surtout en cas de carence
en vitamine B6), troubles neuropsychiques, névralgies cervico-brachiales (syndrome épaule-
main) et syndromes rhumatoides. La supplémentation en pyridoxine (vitamine B6) est
recommandée pour limiter la toxicité neurologique de I’INH chez le patient dénutri (Perriot

etal., 2011).
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Figure 06. Mode d’action des antituberculeux (Van Vooren, 2010).

4.1.2.1. Pharmacocinétique de ’INH

-Résorption : Résorption orale trés bonne, taux seriques maximum atteints entre 1 a 2 heures,
des concentrations plasmatiques entre 1 et 5 pg/ml sont largement efficaces, et une seule prise
par jour a distance des repas semble étre suffisante.

-Diffusion : La petite taille de la molécule facilite sa diffusion dans les liquides biologiques
(pleural, céphalo-rachidien...), dans tous les organes (foie, rein, cerveau, poumon..) et dans
toutes les cellules (Perriot et al., 2011).

-Biotransformation : Elle est réalisée dans différents organes mais essentiellement au niveau
du foie par acétylation, le dérivé acétyle est inactif. L acétylation est variable selon chaque
individu et dépend du polymorphisme des N-acétyltransférases (NAT). Ces enzymes sont une
famille unique d’enzymes de la phase II de biotransformation des xénobiotiques, qui acétylent
les composés arylamines, arylhydrazines et arylhydroxylamines, en utilisant I’acétylcoenzyme
A (acétylCoA) comme cofacteur. Elles agissent comme des enzymes importantes dans la voie
métabolique des amines primaires, des hydrazides et hydrazines (Benhamou et al., 1998). Le
polymorphisme des N-acétyltransférases représente I'un des exemples de variation
pharmacogénétique décrits les plus documentés, depuis sa découverte au début des années
1950, en méme temps que celle de la grande efficacité de I’INH dans le traitement de la

tuberculose (Perriot et al ., 2011).
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4.1.3. Mécanismes d’hépatotoxicité par ’INH et RMP

Ce n’est que depuis les années 1970, qu’a été reconnue l'apparition de lésions hépatiques
graves comme effets secondaires de 1’utilisation de ces molécules, et entrainant la mort de
certains patients (Teixeira et al., 2013). Une hépatotoxicité induite par INH, RMP et PZA
constitue 1’effet secondaire le plus fréquent. D’ailleurs, 1’hépato toxicité liee a I’INH
augmente avec la dose, 1’age du sujet (trés rare chez le sujet jeune, et environ 2 % chez les 50
ans), I’abus d’alcool ainsi que la malnutrition. La RMP potentialise 1’hépato toxicité de I’INH
mais n’est que peu hépatotoxique par elle-méme (occasionnellement inductrice de cholestase).
La PZA peut causer de rares hepatites fulminantes de nature immuno-allergique. Voila
pourquoi il ne convient pas de recourir & nouveau a ce traitement médicamenteux lorsqu’il a
été suspecté d’étre a I’origine de graves troubles de la fonction hépatique lors d’un traitement
antérieur (Jurg et al., 2012).
Globalement, I’INH peut étre responsable d’une augmentation des transaminases a 10 % alors
que I’hépatite clinique ne dépasse pas une augmentation de 1 %. Cette hépatite apparait entre
le premier et le quatrieme mois du traitement , elle se manifeste cliniquement par un ictére
précédé de prodromes faits d’asthénie, arthralgies, troubles digestifs, douleurs abdominales
avec hépatomégalie et fievre, alors que biologiqguement on note une augmentation de la
fraction conjuguée de la bilirubine, des transaminases et de la phosphatase alcaline. Parmi les
facteurs favorisants, il y a I’hépatite préexistante active et une médication hépatotoxique (De
Souzaet al., 1996 ; El Ftouh et al., 1998 ; Nadir et al., 2001 ; Madhi, 2004 ; Aouam et al.,
2007)

4.1.3.1. Formation des métabolites toxiques

Les antituberculeux responsables des atteintes hépatiques sont I’INH, le PZA, la RMP, et
I’EMB. C’est leur association qui augmente le risque d’hépato toxicité. La reintroduction du
traitement antituberculeux est possible apres normalisation du bilan hépatique (Bouchenouf
et al., 2011). L'ictere, les vomissements et les douleurs abdominales sont souvent révélateurs.
L'hépato toxicité est légere a modérée dans 82 % des cas. Le pyrazinamide et l'isoniazide sont
les plus incriminés (Hmamouche et al., 2007 ; Meunier, 2017). L’INH subit une acétylation
pour donner le N-acétylisoniazide. Ce dernier est hydrolysé en acétylhydrazine, qui subit par
la suite une bioactivation par le CYP450 pour donner le radical acétyle (Figure 7), une espéce
réactive détoxiquée par le glutathion. Le mécanisme exact par lequel ce radical réactif induit
des dégats hépatocytaires reste a élucider, de méme que les raisons de l'augmentation de

I'incidence d'hépato toxicité quand la thérapie de combinaison est utilisée. Cependant, il a été
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trouvé que 1’hépato toxicité est accrue par I’association avec la rifampicine : par un
mécanisme d’induction enzymatique (Perriot et al., 2010). Cette toxicité se traduit par une
élévation relativement fréquente des transaminases.

Ces métabolites réactifs sont transformeés par différents systemes de protection en particulier
la conjugaison au glutathion et les époxydes. Lorsque ces mecanismes sont insuffisants, les
métabolites réactifs peuvent se lier de fagon covalente sur certains constituants des
hépatocytes et entrainer la mort cellulaire ou en déclenchant des réactions immunologiques.
Les accidents surviennent soit par formation de métabolites toxiques (accidents hépatiques)

soit par un surdosage (Zhang et Yew, 2009).
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Figure 07. Métabolisme hépatique de I’isoniazide (Teixeira et al., 2013)

4.1.3.2. Stress oxydant

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération des radicaux et les
défenses antioxydantes de 1’organisme, en faveur des premieres. A long terme, ceci peut
contribuer a I’apparition de diverses pathologies. Dans un souci de prévention, il conviendra
donc de disposer d’outils performants permettant d’évaluer correctement le statut du stress
oxydant chez un individu afin d’apporter les corrections nécessaires pour optimaliser nos

défenses antioxydantes et diminuer les dommages oxydatifs induits par les radicaux libres au
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niveau des macromolécules cellulaires (Haleng, 2007). Les radicaux primaires dérivent de
I'oxygene par des réductions & un électron tels que I'anion superoxyde O:.- et le radical
hydroxyle OH., ou de I'azote tel que le monoxyde d'azote NO-.. D'autres especes dérivées de
I'oxygéne dites especes actives de I'oxygene, comme l'oxygene singuletiO2, le peroxyde
d'’hydrogéne (H202) ou le nitro peroxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont
aussi réactivés et peuvent étre des précurseurs de radicaux (Sahnoun et al., 1997 ; Favier.,
2003). L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé espéces
réactives de l'oxygene (Figure 8). Certain ROS sont produits durant la toxicité par les
antituberculeux (Teixeira et al., 2013).

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I'attaque par les ROS capables d'arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre deux
doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué, oxydé en radical peroxyle. Cette
réaction appelée peroxydation lipidique forme une réaction en chaine car le radical peroxyle
formé se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras qui forme un nouveau
radical diéne conjugué (Favier, 2003 ; Sahnoun et al., 1998). Les hydroperoxydes peuvent
subir plusieurs modes d'évolution : étre réduits et neutralisés par la glutathion peroxydase ou
continuer a s'oxyder et a se fragmenter en aldéhydes acides, pour libérer différentes aldéhydes
toxiques dont le malonaldialdéhyde ou I'nydroxynonenal. La transmission en chaine de la
réaction de peroxydation lipidique est stoppée par la vitamine E intercalée dans la bicouche
lipidique des membranes (Figure 09). La toxicité aux antituberculeux a été attribuée a la
formation des ROS, a la peroxydation lipidique et a une déplétion du systeme anti-radicalaire

endogéne (Sahnoun et al., 1998 ; Teixeira et al., 2013).
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Mécanismes de production des ROS ET RNS
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Figure 08. Origine des différents radicaux libres impliqués en biologie (Sahnoun et al,
1998).
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Figure 09. Reactions en chaine de la peroxydation lipidique (Favier, 2003).
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4.1.3.3. Interactions médicamenteuses

Les inducteurs enzymatiques (surtout la rifampicine) favoriseraient la fabrication, a partir
d’un métabolite de I’isoniazide, d’un dérivé hydroxylé hépatotoxique. La surveillance
hépatique doit étre accrue lors de ces associations (or I’association INH et RMP est la regle).
La posologie de I'INH doit étre réduite et adaptée individuellement en cas d’hépatite.
L’isonaizide peut exercer lui-méme des effets inhibiteurs enzymatiques, par exemple vis a vis
de la phénytoine, médicament antiépileptique dont les concentrations plasmatiques et

tissulaires augmentent avec des risques d’accidents lors de surdosage (Perriot et al., 2011).

4.1.3.4. Réaction immunitaire

Dans les hépatites immuno allergiques, la réaction est dirigée contre un néo-antigéne
résultant de la fixation covalente des métabolites réactifs sur les constituants de 1’hépatocyte
présents sur la membrane plasmique. Parfois la survenue de phénomeénes auto immunitaires
conduit a la formation d’auto anticorps sériques. L’hépatotoxicité peut étre favorisée par
différents facteurs (Sahnoun et al., 1998 ; Kaplowitz , 2004):
- Le jelne prolongé ou la dénutrition qui diminuent les capacités de détoxification par baisse
du glutathion.
- L’induction enzymatique qui peut augmenter la transformation du médicament en
métabolites réactifs par exemple la rifampicine et 1’isoniazide, ou 1’alcoolisme chronique, et
la prise de paracétamol.
- Les facteurs génétiques qui entrainent une faible capacité d’acétylation et une déficience

dans le mécanisme de détoxification des métabolites réactifs.

5. Les criteres de diagnostiques d’une hépatopathie médicamenteuse
5.1. Criteres chronologiques

» Le premier critére est ’intervalle entre le début du traitement suspecté et le début de
I’atteinte hépatique. Cela varie beaucoup. Le délai est considéré comme suggestif lorsqu’il est
compris entre 1 semaine et 3 mois. Une durée plus courte, de 1 & 2 jours par exemple, peut
étre observée chez des patients qui ont été préalablement exposés a 1’agent impliqué et qui ont
été ainsi sensibilisés. Un délai compris entre 3 mois et 1 an reste compatible, mais moins
évocateur. Un délai supérieur a 1 an est rare et rend le r6le du médicament peu probable pour

la survenue de cas d’hépatites aigues, a moins d’avoir d’autres arguments trés solides.
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> Le second critere est la disparition des anomalies hépatiques apres arrét du traitement. Ce
critére est tres suggestif lorsque les signes cliniques disparaissent en quelques jours et quand
les transaminases diminuent de plus de 50% en 1 semaine. Habituellement, une guérison

compléte est obtenue en quelques semaines.

> Le troisieme critere est la rechute des anomalies hépatiques apres une réadministration
accidentelle du médicament causal. Cela constitue un excellent critere diagnostique.
Cependant, cette réexposition ne doit pas étre réalisée volontairement ou par le médecin car
elle peut étre extrémement dangereuse et poser un probleme médico-1égal, surtout pour les
hépatites immuno-allergiques. En effet, la réadministration d’un simple comprimé peut

parfois occasionner une hépatite fulminante mortelle (Mamadou, 2008).

5.2. Criteres cliniques
Le tableau 4 ci-dessous montre les criteres clinques de confirmation des hépatites

médicamenteuses.

Tableau 4. Critéres clinques favorisants et d’éliminations des hépatites médicamenteuses

Critéres d’éliminations Critéres favorisants

Antécédents de maladies hépatiques ou Age supérieur a 50 ans

biliaires

Alcoolisme chronique Ingestion de nombreux médicaments

Hépatite virale : VHA, VHB, VHC, VHD. Ingestion d’un agent hépatotoxique connu

Obstruction biliaire (échographie) Auto anticorps spécifiques : anticorps anti-
M6, anti-LKM2, anti-CYP

Hépatite ou cholangite auto-immune Dosage de médicament dans le sang

paracétamol, vitamine A

Ischémie hépatique Biopsie hépatique : dép6t de médicament
(vitamine A), stéatose
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Maladie de Wilson Stéatose micro  vésiculaire, infiltration
éosinophile, nécrose centro-lobulaire.

Infection bactérienne (Listéria, | Anticorps anti CYP 1A2, anticorps anti CYP

Campylobacter, Salmonella)

2E1
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Deuxieme chapitre
Composition et utilisation thérapeutique du lait et des urines de

chamelle

Depuis que le prophéte Mohammed (sala Allah alayhi wa salam) a révélé les vertus de 1’urine
de dromadaire "Si cela vous convient, allez boire du lait et de I'urine de chamelles™ Hadith
rapporté par AL-BOUKHARI (590), les religieux n’ont cessé de les recommander et les
scientifiques musulmans de prouver leurs effets thérapeutiques. Le recours aux produits
naturels pour traiter des pathologies est de nos jours un moyen trés recherché. Outre les
plantes médicinales, les urines humaines et animales sont utilisées en médecine traditionnelle
pour le traitement des perturbations gynécologiques chez les femmes en période de
ménopause et pré-menopause (Christy, 2000 cité par Hasni et Habita, 2015), des maladies
du foie, et méme de certains cancers (Hasni et Habita, 2015). En effet, les urines du
dromadaire ont été largement utilisées dans le domaine biomédical comme cicatrisants des
plaies et des brilures, contre I’eczéma et les allergies, comme anti dermatophytes et anti

tumoraux, et sans effets secondaires nocifs (Al lwadi et Al-Judaibi, 1999).

Le lait, de par sa composition, est un aliment de choix ; il contient des graisses, du lactose, des
protéines, des sels minéraux, des vitamines et 87% d’eau.

Le lait de chamelle constitue depuis des temps trés lointains, la principale ressource
alimentaire pour les nomades. Sa richesse en vitamine C (dont la quantité se trouvant dans 1
litre de lait couvre 40% des besoins) constitue un apport nutritionnel important dans les
régions arides ou les fruits et les végétaux contenant cette vitamine sont rares (Siboukeur,
2007). Ce lait est apprécié traditionnellement pour sa propriété anti-infectieuse, anti-
cancéreuse, anti diabétique et plus généralement comme reconstituant chez les malades
convalescents (Kanaspayeva, 2007).

Dans ce chapitre, nous avons essayé de réaliser une synthése bibliographique traitant de la
composition physicochimique et biochimique ainsi que 1’utilisation thérapeutique des urines

et du lait de la chamelle.

33



Partie bibliographique Deuxiéme chapitre : Composition et utilisation thérapeutique du lait et des urines de la
chamelle

1. Généralités sur le lait camelin
1.1. Caractéristiques organoleptiques et physicochimiques

1.1.1. Caractéristiques organoleptiques

Le lait de chamelle est un liquide blanc, opaque en raison de la structure et la composition
de sa matiére grasse relativement pauvre en beta caroténe, il a un aspect moins visqueux que
le lait de vache. ses caractéristiques et surtout son godt difféerent selon 1’alimentation des
animaux et la disponibilité en eau. L’ingestion des fourrages comme la luzerne, donne un gout
sucré, certaines plantes halophytes le rendent salé (Farah, 1993 ; Siboukeur, 2007 ; Al Haj
et al Kanhal, 2010 ; EI Imam Abdalla, 2012 ; Badjidja et Djelabi, 2014 ; Medjour, 2014).
Le lait de chamelle est mousseux quand on le secoue légérement, car il renferme des quantités
plus importantes du composant-3 des protéose-peptones par rapport au lait de référence (lait
de vache). Cette glycoprotéine lactostériqgue native est un bon agent tensioactif. En
comparaison au lait de vache, le lait de chamelle s’acidifie trés peu. Il peut étre conserve sans
réfrigération (3 jours a 30° et 2 semaines a 7°C) (Kedda, 2016).

1.1.2. Caractéristiques physicochimiques

Il existe une fluctuation dans les constantes physicochimiques a cause des teneurs variables
des différents composants du lait. Elle méme dépend de facteurs nutritionnels, saisonniers et
ceux liés a I’animal : race, age...etc.
e La densité se situe entre 1.022 & 1.032 g /cm®.
e Le pH du lait camelin frais se situe entre 6.0 a 6.07.
e L’acidité est de 15,6° D (16+ 0, 91° D), elle varie d’un auteur & un autre.
el e point de congélation se situe entre -0.57 °C et -0.61°C (Badjidja et Djelabi, 2014 ;
Medjour, 2014 ; Belamri et al., 2019).

1.2. Composition chimique du lait camelin

Le lait de chamelle a une composition similaire a celle du lait sécrété par les autres
mammiferes ; eau, matiére grasse, lactose et protéines... etc. Selon la littérature, ces derniers
présentent une large gamme de variation a cause de plusieurs facteurs: saison,

environnement, alimentation, age.
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1.2.1. L’eau

La teneur en eau varie selon le degré de sécheresse (91% en saison seche, 86% en saison
d’abondance d’alimentation). Il semble que c’est un mécanisme d’adaptation au manque
d’eau qui permet de protéger le chamelon de la soif (Siboukeur, 2011 ; Siboukeur, 2012).
La présence d’un dipdle et de doubles électrons libres confére a I’eau un caractére polaire. Ce
caractére forme une solution qui varie avec les substitutions polaires comme les glucides, les

minéraux et une solution colloide avec les protéines (Ghalem, 2015 ; Belamri et al., 2019).

1.2.2. La matiere grasse

C’est une source d’énergie, constituée de lipides et de substances lipoidiques. Le lait de
chamelle est faible en matiére grasse. Sa teneur varie trés sensiblement d’une région a 1’autre
et elle est estimée en moyenne a 3,15 % (Senoussi, 2011 ; Kuoidri et Chemla, 2020).
Lorsque il y’a une augmentation d’eau dans le lait, il y’a une diminution de la matiere grasse.
En comparaison au lait de vache, le lait camelin contient des globules gras a courtes chaines.
Néanmoins sa teneur en acides gras volatils et en acides gras non saturés est importante
(Hamidi, 2015 ; Ghalem, 2015).

1.2.3. Fraction azotée

La fraction azotée du lait de chamelle, comme celle du lait de vache, est répartie en deux
sous fractions : 1’azote protéique et 1’azote non protéique. La premiere fraction azotée
protéique représente 90 a 95% de 1’azote total du lait de chamelle (contre 94 & 95% pour le
lait bovin). La deuxiéme fraction azotée non protéique, qui représente 5 a 10%, est environ
deux fois plus élevée que celle généralement retrouvée dans le lait de vache. Cette derniére
fraction est caractérisée par une haute valeur biologique qui est due a sa richesse en acides
aminés libres, en nucléotides et en certains précurseurs de vitamines ainsi que des peptides, de

I’acide urique, de I’urée, de la créatine, ...etc. (Siboukeur, 2007 ; Kuoidri et Chemla, 2020).

1.2.3.1. L’azote protéique
La teneur protéique est de I’ordre de 30 a 35 g/l avec quelques variations selon les auteurs.
On distingue deux fractions de protéines selon leur solubilité en milieu acide majoritairement

la caséine et les protéines sériques.
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1.2.3.1.1. Les Caséines (CN)

Constituent la fraction proteique majeure du lait. Elle varie entre 52 et 87% des protéines
totales du lait de chamelle. Ces caséines précipitent a leur pH isoélectrique égal a 4,3. Elles
sont constituées de 4 protéines différentes (asl, as2, B et k); les deux premieres sont

particulierement sensibles au calcium (Belamri et al., 2019).

1.2.3.2. Les protéines sériques
Ou protéines lactosériques ; elles posseédent une haute valeur nutritive, et présentent 20 a
28% des protéines totales (Badidja et Djelabi ,2014).

1.2.4. Les glucides

Le lactose est la fraction glucidique la plus importante du lait, c’est également une source
d’énergie. Selon les auteurs, la variation de la teneur pourrait étre due au type de plantes
consommeées dans les déserts. Mais celle-ci ne change quasiment pas en période de lactation
et dans les conditions d’hydratation ou de déshydratation. Cependant, elle varie légerement en
fonction des races de dromadaires dans les différentes parties du monde (Medjour, 2014). Le
lactose est le constituant le plus rapidement utilisé par les bactéries, qui le transforment en

acide lactique. Le lait contient pres de 4,8% de lactose (Ghalem, 2015).

1.2.5. Les sels minéraux

IIs sont constitués de macro et oligo-éléments qui se retrouvent sous forme de sels
(phosphates, chlorures et citrates) ou métaux divers (sodium, potassium, magnésium, fer,
cuivre, zinc...etc.). Au niveau quantitatif, si la composition en macroéléments (Na, K, Ca,
Mg...) est relativement similaire a celle du lait bovin, le lait de chamelle se caractérise par un
taux élevé en oligo-éléments (Voir tableaux 5 et 6). La composition minérale du lait est
fortement variable et dépend de I’alimentation et de 1’état d’hydratation ; les teneurs en
sodium et magnésium augmentent particuliérement lors d’une déshydratation) (Hamidi, 2015
; Ghalem, 2015).
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Tableau 5. Teneur des minéraux (mg/ml) du lait de chamelle (Hamidi, 2015)

Nature du Minéraux et oligo-élements

lait Références

Lait de | Ca Mg P Na Fe Zn K

chamelle 1060 [120 [630 |690 |26 |44 [1560 | Sawayaetal., 1984
1150 135 838 | 588 2,1 |44 |1730 Abu Lehia, 1987
1200 130 |88 |650 |18 |64 |1350 | Mehaiaetal., 1997
1027 ,3 | 116,2 - 668,5 |25 |43 |1511,7 | Gorban et Izzeldin,

1997
1060 a|75 a|580a|360 a|1,3 |4 600 a | Kappeler, 1998
1570 160 | 1040 | 620 |a 5 2100
2,5

Tableau 6. Composition minérale du lait de chamelle, en comparaison avec celle du lait de
vache (Medjour, 2014).

Calcium

Cuivre

Phosphate inorganique
Fer

Potassium

Magnésium
Manganese

Sodium

Zinc

1060-1570

1.3-1.8

580-1040

1.3-2.5

600-2100

75-160
0.08-0.2
360-620
4,0-5,0
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650-1100
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1350-1550
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350-600
3,555




Partie bibliographique Deuxiéme chapitre : Composition et utilisation thérapeutique du lait et des urines de la
chamelle

1.2.6. Les vitamines

Le lait de chamelle est connu pour sa richesse en vitamines notamment la B3 ; niacine, et
la vitamine C, méme si elles présentent une grande variation de 25 a 60 mg/l. La teneur de
cette derniére est elevée en comparaison avec celle du lait bovin, cette particularité
intéressante rend le lait camelin une source nutritionnelle importante (Hamidi, 2015).
Le lait camelin affiche des teneurs en vitamines B3, B6 et B12 supérieures a celles du lait
bovin. Toutefois, les vitamines A, B1, B2, B5, B9, et E se trouvent a des taux similaires,

parfois légérement inférieurs aux valeurs rapportées dans le lait de référence (Chibah, 2012).

2. Utilisation médicinale et thérapeutique du lait de chamelle

Le lait et I’urine de chamelle ont été utilisés comme remedes dans certaines régions d'Asie et
d'Afrique depuis l'antiquité, mais ce n'est que récemment que les scientifiques se sont
intéresseés a I'exploration de ces allégations médicinales. Certaines études cliniques indiquent
que le lait de chamelle seul, et dans certains cas mélangé a 1’urine, est efficace dans le
traitement de diverses affections cliniques teles que le diabete sucré, le cancer, les allergies
alimentaires, l'autisme, les hépatites et une panoplie d'autres infections virales, bactériennes et
parasitaires. De plus, un certain nombre d'effets thérapeutiques potentiels du lait et de l'urine
de chamelle ont été découverts sur le systéme cardiovasculaire, notamment leur action anti
plaquettaire et fibrinolytique (Abdel Galil et al., 2016).

2.1. Effet hépato-protecteur du lait de chamelle
Le tableau 7 ci-dessous regroupe certaines études qui démontrent 1’effet hépato-protecteur
du lait de chamelle, plusieurs aspects ont été abordés et confirment 1’effet bénéfique du lait

camelin contre les toxicités hépatiques.

Tableau 7. Rétrospective des études démontrant 1’effet hépato-protecteur du lait de chamelle

Aspect etudié Effets observés et interpreétations Auteurs

Effet Protecteur Du | Les résultats rapportés par cette étude montrent que le | Al-Hachem
Lait De Chamelle | chlorure daluminium est capable de provoquer des | et al., 2009
Contre La Toxicité | altérations marquées dans certains parametres
Induite  Par  Le | biochimiques induisant des dommages oxydatifs et

Chlorure surtout sur les activités des enzymes anti-oxydantes.
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D'Aluminium Dans
Le Foie Et Le Rein
Chez Rats
Albinos

Les

L’administration du lait de chamelle a minimisé ces
risques. Par conséquent, la consommation du lait de
chamelle pourrait étre bénéfique pour atténuer la

toxicité de I'aluminium.

Effet Protecteur Du | La présente étude montre que le lait de chamelle peut | Thnaian,
Lait De Chamelle | jouer un role protecteur en améliorant les dommages | 2012
Contre L'Hépato | dans la structure histologique du foie induite par le
toxicité Du | CCl4 et I’amélioration des activités des enzymes
Tétrachlorure De | hépatiques chez les rats. Par conséquent, le lait de
Carbone Chez Le | chamelle peut étre utilisé comme protecteur contre les
Rat effets toxiques du CCI4 et d'autres agents chimiques

dans le foie.
Le Lait De | Cette étude a montré que le lait de chamelle peut | EI-Baher et
Chamelle  Régule | exercer son effet protecteur contre la toxicité hépatique | al., 2013
L'expression Des | induite par le CCL4 en modulant I'étendue de la
Genes Et Les | peroxydation lipidique et en augmentant le systeme de
Activités Des | défense antioxydant au niveau de l'activité et de
Enzymes I'expression des génes
Antioxydantes
Hépatiques Chez
Les Rats Intoxiqués
Au Tétrachlorure De
Carbone
Effet Du Lait De | La présente étude a conclu que le lait de chamelle a un | Tahani et
Chamelle Sur Les | effet protecteur contre les dommages du foie induits | al., 2014
Enzymes par le CCl4, en augmentant le systeme de défense
Antioxydantes  Du | antioxydant et en améliorant les activites des enzymes
Foie Chez  Les | hépatiques.
Lapins  Intoxiqués

Au Tétrachlorure De

Carbone
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Propriétés  Hépato | Les résultats de cette étude démontrent que le benzéne | Al-Fartosi
protectrices Du Lait | est capable d'induire des altérations marquées des elgumai dan,
De Chamelle Contre | parametres biochimiques, des dommages oxydatifs et 2015
La Toxicité Induite | d'inhiber la fonction des enzymes anti-oxydantes. Le
Par Le Benzéne | lait de chamelle, administré aprés une exposition au
Chez Les Rats | benzéne, a minimisé les risques associés au benzéne.
Males Par conséquent, boire du lait de chamelle pourrait étre
bénéfique pour atténuer la toxicité du benzéne.
Mécanisme Le lait de chamelle a atténué la production de | Zein
Moléculaire De La | cytokines inflammatoires hépatiques et rénales induites | Shaban et
Protection Hépato- | par le CCl4 (IL-6, IL-1B, TGF-B1 SREBP-1c et | al., 2016
Rénale Du Lait De | caspase-6). Il a augmenté les marqueurs antioxydants
Chamelle Contre | (SOD, GST et CAT) et les mécanismes de protection
Les  Perturbations | et de régénération (EPO et IL-10). Par conséquent, le
Du Stress Oxydatif | lait de chamelle a montré une protection hépato-rénale
contre les changements histo pathologiques induits par
le CCIl4. Ces résultats soutiennent l'utilisation
bénéfique du lait de chamelle comme adjuvant
thérapeutique avec des médicaments générant du stress
oxydatif, qui endommagent le foie et les reins tels que
les médicaments anti tumoraux, en particulier le
cisplatine.
Activité Protectrice | L'administration orale d'éthanol a la dose de 0,5 | Elhag et al.,
D’un Meélange de | g/100g chez le rat induit des Iésions chroniques des | 2017

Lait Et D'urine De

Chamelle (Camelus

Dromedarius)

Contre

L’ Hépatotoxicité
Par

Chez Le

Induite
L'Ethanol

cellules hépatiques qui se manifestent par des

variations biochimiques. L’utilisation du lait et des
urines de chamelle a montré une diminution
significative du niveau des enzymes sériques,
indicateurs d’une souffrance hépatique, et témoignant
d'un effet hépato-protecteur contre la toxicité induite

par I'éthanol, effet encore plus marqué qu'avec le
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Rat médicament de référence (Silymarine).
Effet Hépato Les reésultats de la présente étude révélent que la | Mahrous et
protecteur De consommation d'huile d'olive et du lait de chamelle | al., 2017
L'huile D'olive Et avant 1’administration de I'APAP chez les souris a
Du Lait De réduit la toxicité induite par I'acétaminophéne dans le
Chamelle Sur La foie en abaissant les niveaux de peroxydes lipidiques,
Toxicité Hépatique | en améliorant le systtme de défense antioxydant, le
Induite Par profil lipidique et les changements histologiques. Le
L'acétaminophene mécanisme par lequel I'huile d'olive réduit le stress
Chez La Souris oxydatif dans le foie pourrait étre di a sa teneur
élevée en acide oléique, en tocophérols et en
polyphénols, qui présentent des propriétés anti-
oxydantes.
Le mécanisme dans le lait de chamelle pourrait étre lié
a sa teneur élevee en vitamines C, A, B2, E et en
magnésium. Ce résultat suggere que l'incorporation
d’huile d'olive et du lait de chamelle dans
I'alimentation peut offrir des avantages en terme de
réduction des dommages du foie lors de la toxicité par
I’APAP.
Activité Probiotique | Dans la présente étude, 107 souches de bactéries | Xu et al.,
Et Hépatoprotectrice | lactiques (BL) ont été isolées a partir de produits | 2019

De

Isolés De Produits

Lactobacilles

Laitiers De
Chamelle De
Mongolie

laitiers de chamelle de Mongolie et identifiées, puis
criblées pour leurs propriétés probiotiques.

Ainsi, 71 bactéries Lactobacillus appartenant a 9
especes différentes, et 36 bactéries Lactococcus
appartenant a 8 espéces différentes ont pu étre
identifiées. Ces six souches de BL ont été administrées
a des souris pendant 7 semaines, le dernier jour de

I'expérience, les lipopolysaccharides (LPS) et la
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galactosamine (D-GalN) ont été utilisés pour induire
une lésion hépatique aigué. Apres épreuve, le niveau
des modificationss pathologiques du foie, la sécrétion
d'aspartate aminotransférase (ASAT) et dalanine
aminotransférase (ALAT) dans le sérum et le foie, et
I'expression du facteur de nécrose tumoral (TNF)-a et
de l'interleukine (IL)-6 dans le foie et les intestins ont
été observés et quantifiés. Les résultats ont montré que
le degré des changements pathologiques du foie chez
les souris nourries avec les six souches de BL était
atténué a des degrés divers par rapport au groupe
modéle induit par LPS/D-GalN. Les expressions
d'ASAT, ALAT, IL-6 et TNF-a ont également été

diminuées significativement.

2.2. Effet anti-infectieux

Les effets médicinaux du lait de chamelle sont couramment exploités dans le traitement de
quelques maladies infectieuses. En Asie centrale, 1’utilisation du lait de chamelle comme
traitement adjuvant dans la tuberculose humaine en sanatorium est ancien. Les auteurs
certifient 1’amélioration marquée des malades avec une cure de deux litres de lait de
chamelle/jour soit cru, soit fermenté durant 2 a 4 mois. Ces résultats sont confirmés en Inde
sur des patients tuberculeux buvant un litre de lait par jour et en Libye, avec un régime de 1,5
litre /jour, un effet bénéfique est observable des la premiére semaine de traitement (Belamri
etal., 2019).

2.3. Effet antimicrobien

Le lait de chamelle posséderait un effet antimicrobien contre les bactéries GRAM positives
et GRAM négatives, parmi ces bactéries on retrouve Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus et Salmonella typhimurium (EI-Agamy et al., 1992).

L’activité inhibitrice du lait et du colostrum de chamelle a été étudiée en 2004. Bacillus
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cereus s’est montré résistant contre 1’activité inhibitrice, tandis que Listeria monocytogenes
LMG 13304 et Escherichia coli O78 :K80, ont semblé plus sensibles. Le lait de chamelle et le
colostrum ont une propriété bactériostatique sur Listeria monocytogenes LMG 13304 pendant
les 8 premiéres heures.

L’activité antimicrobienne du lait de chamelle est en moyenne supérieure a celle du lait de la
vache (Faye, 2003 ; Faye, 2009).

Cette activité est attribuée a la présence dans le lait de chamelle de substances
antimicrobiennes tels que le lysozyme, le peroxyde d’hydrogeéne, la lactoferrine, la
Lactoperoxydase et les immunoglobulines (EI-Agamy et al., 1992 ; Amany et al., 2005 ;
Conesa et al., 2008 ; Mona et al., 2010 ; Gizachew et al., 2014 ).

e La lactoferrine : Est une glycoprotéine capable de fixer deux ions ferriques (fe3+). Cette
capacité explique son role dans le contrdle de la croissance de certaines bactéries pathogenes,
comme Staphylococcus aureus et Escherichia coli, elle est thermorésistante. Cette protéine
n’est pas spécifique du lait. On la retrouve dans la plupart des sécrétions de mammiferes, avec
une abondance dans le lait de chamelle de 30 a 100 fois plus importante que dans le lait de

vache.

e Lysozyme : Est une protéine présente dans les laits des mammiféres, c’est un facteur

antimicrobien puissant et thermorésistant.

e Lactoperoxydase : Est une enzyme qui appartient au systeme non immun normal de la
défense du lait. Elle n’est pas spécifique au lait, on la retrouve aussi dans les secrétions et les
glandes. Ce bactéricide varie selon I’espéce microbienne. Les bactéries sensibles a 1’action de
cette enzyme sont Escherichia coli, Yersinia, Salmonella spp, Shigella sonnei, Listeria

monocytogenes, Acinetobacter spp ...etc.
e Immunoglobulines : Jouent un role dans le systeme immunitaire chez les nouveau-nés. Les

IgG possédent un taux trés élevé dans le colostrum. Elles ont une structure proche des 1gG

humaines et sont thermorésistantes.
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2.4. Effet anti-oxydant

L’identification des peptides dérivés du lait comme source d'antioxydants, et de leurs
avantages potentiels pour la santé, en particulier dans la prévention des maladies est de plus
en plus reconnu. Ces peptides sont inactifs au sein de leurs protéines, mais ils deviennent
libres et actifs apres hydrolyse enzymatique. Ces peptides ont la propriété de piégeage des
radicaux libres, chélation des ions métalliques, ainsi que la capacité a inhiber la peroxydation
lipidique (Belamri et al., 2019).

2.5. Effet anticancéreux

Une action anticancéreuse du lait de chamelle a été démontrée par plusieurs études
(Khorshid et al., 2006 ; Alhaider et al., 2011 ; Korashy et al., 2011 ; Alhaider et al.,
2014 ; Kanwar et al., 2015 ; Abdel Galil et al., 2016).
A ce jour, la nature exacte des constituants anti-cancéreux dans le lait de chamelle ou dans
I'urine n'ont pas été clairement identifiés.
La richesse du lait de chamelle en lactoferrine qui possede un réle trés important dans les
traitements de certains cancers, et processus tumoraux, déja étudiés notamment chez le rat,
pourrait étre I’explication a cet effet anti-cancéreux (Moastafa et al., 2014; Hamidi, 2015 ;
Ghalem, 2015).

2.6. Effet antidiabétique

L’amélioration du statut glycémique chez les diabétiques traités au lait de chamelle serait
due a la présence d’insuline en quantités importantes. L’insuline est neutralisée au niveau de
I’estomac, et il semble que le lait de chamelle ne caillant pas a 1’estomac, elle pourrait étre
conservée intacte. La consommation réguliere du lait de chamelle a une action
hypoglycémiante chez les diabétiques (Agrawal et al., 2003 ; Agrawal et al., 2005;
Mohamad et al., 2009 ; Agrawal et al., 2011).

2.7. Les facteurs stimulants : la vitamine C

Le taux de vitamines C dans le lait de chamelle est tres élevé en comparaison a celui
d’autres mammiferes domestiques. Cette vitamine joue un role biologique considérable par
ses propriétés anti oxydantes, et un role tonique et de lutte permanente contre la fatigue et
I’infection (Belamri et al., 2019).

44



Partie bibliographique Deuxiéme chapitre : Composition et utilisation thérapeutique du lait et des urines de la
chamelle

2.8. Propriétés antiallergiques reconstituantes

Des IgE d’enfants allergiques au lait de vache, et contre toutes les protéines du lait de
chévre, de brebis, de bufflesse et de chamelle ont réagi positivement avec toutes les protéines
laitieres, sauf avec celles du lait de chamelle. Les anticorps monoclonaux anti protéines
laitieres bovines ne reconnaissaient pas celles du lait de chamelle. Le lait de chamelle est
souvent utilisé comme reconstituant chez les malades convalescents (Ghalem, 2016 ; Kedda,
2016).

3. Généralités sur I’urine cameline

3.1 Rein du dromadaire

Le rein du dromadaire joue un réle capital dans le systéme de la régulation hydrique et dans
la réabsorption de nombreux métabolites et électrolytes. Il est responsable de 1’équilibre de
ces deux mécanismes en cas de déshydratation et de réhydratation rapide, comme cela arrive
souvent chez cette espece (Bengoumi et al., 1997 ; Faye et al., 1995 cité par Hasni et
Habita, 2015).
Le volume du rein du dromadaire est d’environ 850 cm® et son poids d’environ 1000
grammes. Le rein gauche est 1égérement plus lourd que le droit. Les dimensions sont environ
de 19 cm de long, 12 cm de largeur et 9 cm d’épaisseur (rein gauche) et 18 x 11 x 8 cm pour
le rein droit (Tayeb, 1948 cité par Hasni et Habita, 2015). Une fois soumis & une restriction
hydrique, le dromadaire peut concentrer ses urines dans le but de limiter les pertes d’eau.
Cette concentration lui permet de tolérer des eaux et des plantes contenant des quantités
excessives en sels. Ce phénomene est dii en partie a I’anatomie du rein qui se caractérise par
un nombre élevé de néphrons dotés d’anse de Henlé trés longue par rapport aux autres
animaux. Cette longueur favorise une plus forte réabsorption de 1’eau, rendant ainsi les urines
plus concentrées (Faye et al., 1995 ; Mukassa, 1981 ; Wilson, 1984 cité par Hasni et
Habita, 2015).
Le rein du dromadaire joue aussi un role important dans le recyclage de 1’azote alimentaire,
grace a Dactivité elevée de certaines enzymes telles que 1’Aspartate Aminotransferase
(ASAT), Alanine Aminotransferase (ALAT), Gamma-glutamyl transferase (GGT),
Phosphatase alcaline (PAL), ce qui explique la capacité du dromadaire a survivre avec des
rations faiblement nutritives dans des conditions extrémes contrairement aux autres

herbivores.
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3.2. L'urine du dromadaire

3.2.1. Description et composition

L’urine du dromadaire se caractérise par une forte odeur et une couleur jaune foncée, et est
deux fois plus salée que I'eau de mer.
Les valeurs du pH varient pour étre acides ou alcalines. Selon Albie et al. (2017), I’urine
présente un pH basique de 7,8 et une densité entre 1,045 a 1,060.
La composition de I'urine du dromadaire est différente de celle de beaucoup d’autres
mammiferes.
L'urine cameline se caractérise par l'absence d’ammoniac et la présence de traces d'urée,
contrairement aux urines de tous les autres animaux, y compris I'nomme sachant que
I’ammoniac est & I’origine de la mauvaise odeur et de la toxicité de l'urine.
Elle contient de faibles quantités de certains éléments toxiques tels que : le cadmium, le
plomb, le mercure et I’arsenic (Voir tableau 8) (Ahamad et al., 2010 ; Kuoidri et Chemla,
2020).
Selon Ahamad et al. (2010), I'urine de chamelle présente de fortes concentrations en K, Mg
et albumine, et de faibles concentrations d'acide urique, Na, créatine, acides aminés et sels
inorganiques.
L’urine du dromadaire contient environ 10 fois plus de sels minéraux que l'urine de 1’étre

humain et une quantité importante de créatine et de créatinine (Alomar et EI Hassan 2006).

Tableau 8. Composition des urines de chamelle (Ahamad et al., 2015).

Lithium 0.006708 Nickel 0.086647

Bore 0.031970 Cuivre 0.038132
Sodium 647,344755 Zinc 0.05477
Magnésium 15,105697 Arsenic 0.000359
Aluminium 0.159909 Sélénium 0,002612
Phosphore 0.471004 Strontium 0,103021
Chlore 0.0002358 Platine 0,000239
Potassium 280.7982 Or 0,001787
Calcium 0.023656 Mercure 0.000258
Argent 0.000300 Etain 0.000461
Chrome 1.963761 Antimoine 0,001004
Manganése 0.017308 Tode 0,000256
Fer 1.705473 Baryum 0.013403

Cobalt 0.001637 Cadmium 0,000086
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3.2.2. Urino-thérapie

L’urino-thérapie est une méthode utilisant 1’urine comme traitement médicinal. Elle peut
s’effectuer par voie orale (en buvant de I’urine), par injection ou en usage externe. C’est une
pratique ancienne qui est utilisée aujourd'hui, non seulement en cas de maladie, mais aussi a

titre préventif.

3.2.2.1. Historique et avantages de I’urino-thérapie

L’urino-thérapie fait partie des plus anciennes formes de guérison traditionnelle
mentionnée dans les civilisations antiques et les religions. L'urine animale, y compris celle de
la chévre, du mouton, du buffle, du cheval, du chameau et de I'ane, est traditionnellement
utilisée pour traiter les tumeurs abdominales, I'hypertrophie abdominale, la tuberculose, les
hémorroides, les coliques et I'anémie (Al-Abdalall, 2010).
Elle est bien documentée en Inde dans les scripts de Damar Tantra datant de 5000 années.
Une partie du script explique en détail la consommation de I'urine pour rajeunir le corps.
Dans la religion Musulmane, elle est rapportée par AL-BOUKHARI et MOUSLIM dans leur
Sahih, ils ont rapporté I’histoire des gens de Urayna qui vinrent a Médine et comme ils eurent
tres mal au ventre, le prophete Mohamed que le salut et la priére soient sur lui, leur dit d’aller
boire du lait de chamelle et de se traiter par leurs urines « Si cela vous convient, allez boire du
lait et de ['urine des chamelles de I’aumone » Hadith d’aprés Anas ibn Malik qu’Allah soit
satisfait de lui. Ce qu'ils firent jusqu'au recouvrement de leur santé.
La thérapie avec de 'urine est simple, naturelle et disponible gratuitement et d’une fagon
abondante, chose extrémement importante a 1’époque moderne. Elle a I’avantage de se baser
sur les substances contenues dans 1’urine qui sont parfaitement naturelles et ne proviennent
pas de processus de synthése chimique. Ainsi, le traitement avec de I’urine dans la plupart des
cas ne produit pas d’effets secondaires ou d’allergies, comme c’est le cas des médicaments
synthétiques (Kuoidri et Chemla, 2020).
L’urino-thérapie a des qualités diurétiques et laxatives extrémement précieuses dans les cas
d’intoxication. Elle permet d’obtenir des résultats relativement positifs dans un grand nombre
de maladies, du rhume au cancer en passant par les allergies, les troubles hormonaux et
digestifs et les maladies cutanées (Hasni et Habita, 2015).
L’urée est un agent antibactérien et antiviral efficace. Elle est I’une des meilleures substances

naturelles diurétiqgues et un agent médicinal approuvé par le FDA (Food & Drug
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Administration aux USA) dont les propriétés antinéoplasiques remarquables sont utilisées
dans les médicaments et les traitements contre le cancer (Hasni et Habita, 2015).

L'urine de la chamelle a été traditionnellement utilisée pour traiter de nhombreuses maladies
dans les pays arabes (O'haj, 1993). L'urine de chameau est considérée comme le prototype de
I'urinothérapie et possede des effets plus bénéfiques que les autres urines animales (Abdel
Gader et Alhaider, 2016). Elle se compose de divers constituants chimiques qui contribuent
a ses effets anticancéreux, antiplaquettaires, gastro-protecteurs et hépato-protecteurs. Une
étude récente Anwar et al. (2021) a montré que 1’urine de chamelle posseéde des propriétés
cytotoxiques mais pas clastogenes, avec des études a la fois in vitro et in vivo montrant que
I’urine de chamelle n'a pas provoqué de clastogénicité. Cette découverte suggere que ’urine
de chamelle est sdre et ne présente aucun risque de développer une toxicité génétique ; ainsi,

elle pourrait étre proposée comme agent thérapeutique potentiel contre diverses maladies.

3.2.3. Les activités biologiques exercées par ’urine de la chamelle
3.2.3.1. L’effet hépato-protecteur des urines de chamelle
Mahmoud et al. (2019) ont investigué 1’effet hépato-protecteur de I'urine de chamelle
contre les lésions hépatiques induites par le tétrachlorure de carbone (CCl4) chez le rat apres
60 jours d’étude. IIs ont révélé que I'urine de chamelle atténue significativement 1'hépato-
toxicité induite par le CCl4. Cet effet a été établi grace a la propriété anti oxydante des
métabolites actifs, qui empéchent les radicaux libres oxydatifs cellulaires induits par le CCl4
d'attaquer les tissus hépatiques. Vingt composants différents liés a la glycolyse, a la synthése
des acides gras, aux nucléosides, aux minéralocorticoides, a I'inhibiteur de la tyrosine et a la
production de métabolites de I'acide arachidonique ont été identifiés dans 1’urine de chamelle.
De plus, 28 autres éléments inorganiques essentiels ont été identifiés avec le sodium, le
potassium, le magnésium, le manganese et le chrome présents en plus grandes quantités. La
présence de ces éléments inorganiques a une dose de 100 pg a augmenté significativement les
activités de piégeage du SOR, de I’H202 et des radicaux libres FRAPS.
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Les éléments organiques essentiels qui agissent comme antioxydants, interviennent dans la
haute activité de piégeage des radicaux libres (Abdel-Salam et al., 2010). Une diminution
significative des taux d'Aspartate aminotransférase (ASAT) et dalanine aminotransférase
(ALAT) a été observée apres le traitement par 1’urine de la chamelle, ainsi qu'une réduction
du taux d'albumine. Le retour & des niveaux normaux d'ASAT et d'ALAT suggere une
amélioration de la fonction hépatique et une protection contre le CCl4 (Elhag et al., 2017).
Les coupes de tissu hépatique traité par ’'urine de chamelle ont également montré 1'absence
de nécrose lytique ou d'inflammation portale et une expansion moins marquée du tissu
fibreux.

3.2.3.2. L’effet gastro-protecteur des urines de chamelle

Les résultats de 1’étude réalisée par Shazia et al. (2012), ont montré que 1’urine de
chamelle présente un effet anti-ulcéreux significatif dans trois modéles de la méthode gastro-
protectrice :
1) ulcére induit par HCI/éthanol (HCI/EtOH),
2) ulcére induit par le stress de la rétention d'eau (WRS)
3) ulcére induit par les anti-inflammatoires non stéroidiens (Modele indométhacine)
La formation d'ulcéres a été confirmée par la présence de Iésions et d'inflammation dans la
partie glandulaire de I'estomac (modele HCI/EtOH), I'apparition de stries hémorragiques sur
toute la muqueuse gastrique (modele WRS), et une lésion étendue de la muqueuse gastrique
avec présence de taches hémorragiques rouges noiratres (Modéle indométhacine).
Le traitement avec 5 ml/kg de I’urine de chamelle a montré une protection de 100 % contre un
ulcere gastroduodénal dans les modeles HCI/EtOH et WRS. Dans le modéle d'indométacine,
I’urine de chamelle a montré une inhibition de l'ulcére de 66,7 %.
L’urine de chamelle semble renforcer la barrie¢re muqueuse contre les agents ulcérogénes
endogenes et exogeénes par la présence d’agents anti oxydants. Il a été prouvé que le cuivre et
le magnésium sont deux oligo éléments présents dans 1’urine de chamelle, et qui sont capables
de réduire le stress oxydatif. L’urine de chamelle a montré un fort effet de cicatrisation des
ulcéres dans les lésions gastriques induites par l'indométacine, et ceci pourrait étre considéré

comme un traitement contre les ulcéres dans l'avenir.

3.2.3.3. Activité anticancereuse
L’urine de dromadaire a un effet cytotoxique sur quelques lignées cellulaires cancéreuses

(mais pas toutes), avec un effet marginal sur les cellules épithéliales normales. 1l a été montré
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plus précisément que 216 mg/ml d’urine de dromadaire lyophilisée inhibaient la prolifération
cellulaire et le déclenchement de plus de 80% des apoptoses dans différentes cellules
cancéreuses. De plus, ’urine dérégule les protéines tumoro-stimulantes comme la R-caténine
ou la cycline-D1. Elle augmente également les inhibiteurs de la kinase cycline-dépendante.
Des résultats de laboratoire font apparaitre que 1’urine de dromadaire n’a aucun effet
cytotoxique sur les cellules sanguines mononucléaires normales et présente un effet

d’immuno-induction par I’inhibition des cytokines Th2 (Al-Yousef et al., 2012).

3.2.3.4. Activité anti-oxydante

Les résultats des études réalisées par Hasni et Habita (2015) et Kuoidri et Chemla
(2020), ont démontré que les urines de chamelle présentent une activité anti-oxydante testée
par plusieurs méthodes comme DDPH, ABTS, CUPRAC, FRAP.. .etc.

3.2.3.5. Activité antifongique

L’efficacité de 1’urine a des faibles concentrations n'a pas d'effet inhibiteur significatif sur
la croissance fongique. L’inhibition ne peut étre constatée que lorsqu’on procéde a
I’augmentation progressive de la quantité d’urine en contact du champignon (Abdullah, 2010

; Hasni et Habita, 2015 ; Norizam et al., 2021).

3.2.3.6. Activité antibactérienne

L’urine de dromadaire a une activité bactériostatique et bactéricide vis a vis de certaines
bactéries pathogénes (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Micrococcus sp, Gemella marbillarum). Elle possede la capacité d’atteindre leurs parois

cellulaires et d’empécher leur reconstitution (Elhassan, 2006 ; Kuoidri et Chemla, 2020).

3.2.3.7. Activité antiplaquettaire

L’urine de dromadaire inhibe completement l'acide arachidonique et I'adénosine di-
phosphate (ADP) qui induisent I'agrégation des plaquettes humaines de maniére dose -
dépendante. L’urine humaine et I’urine bovine ne présentent aucune activité antiplaquettaire.
Ces résultats fournissent la premiére preuve scientifique des proprietés thérapeutiques
présumées des urines de dromadaire (Alhaidar et al.,, 2011 ; Hasni et Habita, 2015 ;
ahamad et al., 2017).
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Etude expérimentale Chapitre 1

Premier chapitre
Etude physicochimique, biochimique et microbiologique du lait et

des urines de chamelle

Introduction

Le lait contient des nutriments essentiels pour la santé humaine. Il fait partie des produits de
large consommation en raison de sa richesse nutritionnelle : protéines, matieres grasses,
lactose, sels minéraux, vitamines et eau.

Le lait de chamelle, malgré sa richesse et sa production non négligeables, demeure un produit
relativement peu consommeé et peu transformé, car insuffisamment étudié et valorisé ; 85% du
lait produit et commercialisé a travers le monde provient de la vache.

Le lait de chamelle notamment, présente des propriétés antibiotiques et un certain nombre
d'effets prophylactiques (Al-Awadi et Srikumar, 2001). C’est un élément important pour le
régime alimentaire humain dans de nombreuses régions du monde. C’est ainsi un aliment
précieux des différentes régions du Sahara, notamment pour la population nomade. Il
ressemble sur certains points a celui de la vache, mais présente une similitude parfaite avec
celui du lait maternel (Siboukeur, 2007).

L urine et le lait de chamelle ont été utilisés traditionnellement pour le maintien d’une bonne
santé, ainsi que dans le traitement de diverses maladies (Redwan et Tabll, 2007;
Konuspayeva et al., 2007 ; Conesa et al., 2008; Agrawal et al., 2009 ; Alhaider et al.,
2011 ; Benmadi et Aied, 2018 ; Bensadek, 2019).

Cette pratique de pharmacopée traditionnelle nécessite un examen scientifiqgue complet. Dans
ce contexte, I’objectif principal du présent chapitre consiste a étudier quelques parametres

physicochimiques, biochimiques et microbiologiques du lait et des urines de chamelle.
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1. Matériel et méthodes

1.1. Matériel biologique

1.1.1. Collecte du lait et des urines de chamelle

Cing échantillons de lait et des urines de mélange ont été collectés a partir de deux
troupeaux camelins (Camelus dromedarius) de la population Sahraoui située aux parcours des
communes Outaya et Droue de la wilaya de Biskra située dans le sud-est de I’Algérie
(latitude : 34° 46°,11”° Nord et Longitude 5° 49°,06>" Est. Ces 02 troupeaux sont conduits
selon un systeme d'élevage semi extensif : toute I'année au paturage, sauf quelques jours
d'hiver ou il n'y a plus de pature, et pendant lesquels ils sont supplémentés en orge. Les
plantes les plus répondus dans cette Wilaya sont: (Drine, Halfa, Zaita, Retam, Damrane,
Tarfa)
Le lait et les urines sont collectés a partir de 15 chamelles multipares et cliniqguement saines
dans des conditions d’asepsie strictes.
Le lait a été préleve par traite manuelle et les échantillons du lait sont mis dans des flacons en
verre stériles de 500 ml, le prélevement des urines est effectué le matin avant la sortie du
troupeau au paturage. L'animal est laissé uriner en éliminant les premiers jets d’urine pour
éviter tout probleme de contamination par la flore bactérienne externe. Les urines sont ensuite
récupérées dans des flacons stériles et sombres (50 ml) et transportées immédiatement dans

des glaciéres au laboratoire d’analyse alimentaire spécifique.

1.2. Appareillage
- Automate (marque MINDRAY modele BS-300),
- Compteur de colonies (marque FUNKE GERBER modéle COLONY STAR),
- pH metre (HANNA modele HI 2221),
- Bain-marie (Memmert, Allemagne),
- Agitateur magnétique (STUART, Allemagne),
- Etuve (Marque MEMMERT, Allemagne),
- Centrifugeuse (Marque GERBER, modele NOVA-SAFETY?8),
- Balance analytique (Marque Pologne),
- Bec Bunsen,
- Autoclave,
- Hotte (Marque BOF, Chine).
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1.3. Méthodes
Les différentes étapes de la méthodologie suivie lors de la présente étude sont récapitulées

dans la figure 10 ci-dessous.

Echantillons

Urine de
Lait de chamelle

chamelle

Laboratoire

, !
i 1 T

Analyses physico- Analyses  biochimiques Analyses

= Examen Etude le
chimiques : des urines de chamelle : microbiologiques: cytobactério = Pactivité
+ pH Glucose, cholestérol, = Germes aérobies & logique des anti-
.. triglycérides, urée, acide urique, 30C° urines de oxydante
+ Densité chamelle des urines
- créatinine, protéines urinaires, Staphylococcus aureus
+ Acidité . (ECBU) de la
fer, magnésium, phosphore et Coliformes
) chamelle
calcium. thermorésistants
Analyses  biochimiques Salmonella
du lait de chamelle : Listeria
monocytogenes

e Dosage des protéines
e Dosage de la matiére

grasse

Figure 10. Protocole expérimental
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1.3.1. Analyses physicochimiques et biochimiques du lait de chamelle
1.3.1.1. Analyses physicochimiques du lait
1.3.1.1.1. Mesure du potentiel d’hydrogéne (pH)
La valeur du pH a une importance exceptionnelle de par I’abondance des informations qu’elle
apporte sur la richesse du lait en certains constituants indicateurs de son état de fraicheur, ou
indicateurs de sa stabilite.
Dans notre étude, la valeur du pH est déterminée a température ambiante a 1’aide d’un pH-

meétre étalonné et lue directement sur 1’écran de I’appareil.

1.3.1.1.2. Détermination de la densité du lait

La densité désigne le rapport entre la masse d’un volume donné du liquide considéré et
la masse du méme volume en eau (dT1/T2), I'eau étant prise pour unité de poids spécifique
égale a 1.
La densité du lait est donc la résultante des densites de ses divers constituants. Elle est
déterminée a 1’aide d’un densimeétre sur un lait maintenu au repos. Elle consiste a plonger
I'appareil (lactodensimeétre) dans une éprouvette adéquate remplie du lait a analyser (la
température du lait est de 20 °C), lorsqu'il se stabilise, la lecture de la valeur de la densité se

fait directement sur 1’échelle de I’instrument (Souid, 2011).

1.3.1.1.3. Acidité

L’acidité titrable du lait est déterminée par le dosage d’une solution d’hydroxyde de
sodium en présence de phénolphtaléine. Elle peut étre exprimée en grammes d’acide lactique
par litre de lait ou en degré dornic (°D). 1°D = 0,1g d’acide lactique par litre de lait (Belamri
etal., 2019).

L’acidité est déterminée par le dosage de I’acide lactique a I’aide de I’hydroxyde de sodium a
0,1 mol/l et exprimée en degré Dornic. La valeur de I’acidité du lait est obtenue par la formule
suivante : A=10(V /V") (g /1)

A : quantité d’acide lactique en (g /1).

V : volume de solution de NaOH utilisée (ml).

V' : volume de I’échantillon (ml).

Pour obtenir 1’acidité titrable en degrés DORNIC (D°), la valeur de A est multipliée par 10.

Un échantillon précis de 10 ml de lait est placé dans un bécher de 100 ml en présence de 0,1
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ml de phénolphtaléine a 1% dans 1’alcool a 95%. La soude est rajoutée (a la burette) jusqu’au

virage au rose. La coloration rose doit persister au moins 10 secondes.

1.3.1.2. Analyses biochimiques du lait

1.3.1.2.1. Dosage de la matiére grasse (MG)

Elle est déterminée par la méthode de GERBER (Anonyme 2, 1990). Aprés dissolution
des protéines par addition d’acide sulfurique, la séparation de la matiére grasse du lait est
effectuée par centrifugation dans un butyrometre aprés attaque des éléments du lait par
I’acide, excepté la matiere grasse. La séparation de cette derniére en une couche claire et
transparente est favorisée par 1’addition d’une petite quantité d’alcool isométrique.

On met 10 ml d’acide sulfurique dans un butyrométre, ensuite on ajoute 11 ml de lait et 1ml
d’alcool iso amylique. Apres bouchage du butyrométre, on procede & I’agitation jusqu'a
dissolution compléte de la caséine qui se coagule au contact de 1’acide, sans laisser refroidir le
butyromeétre. On centrifuge durant 5 min a une vitesse de rotation de 12000 tours par minute.
A la sortie de la centrifugeuse, on obtient dans la partie graduée du butyrométre une colonne
claire et transparente de la matiere, on en lit la hauteur, la valeur est exprimée en gramme par

litre.

1.3.1.2.2. Dosage des protéines

Le dosage des protéines du lait est effectué par la méthode de référence qui est la
méthode de Kjeldahl (Guillou et al., 1976). Elle consiste a réaliser une minéralisation
compléte des molécules organiques, transformant 1’azote présent en ammoniaC qui peut étre
dosé par différentes techniques.
Les échantillons du lait de chamelle sont minéralisés en présence d’acide sulfurique concentré
et chaud. Le carbone, I’oxygéne et I’hydrogéne sont transformés en gaz carbonique et en
vapeur d’eau, alors que l’azote reste en solution sous forme de sulfate d’ammonium.
L’adjonction d’acide perchlorique ou d’eau oxygénée permet une minéralisation plus poussée.

Trois techniques permettent de doser cet ammoniac (titrage, colorimétrie et potentiométrie).

1.3.1.3. L’examen bactériologique du lait

Les etapes suivies lors de la présente étude sont récapitulées dans la figure 11 ci-dessous.
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Figure 11. Protocole expérimental des analyses microbiologiques

1.3.1.3.1. Préparation des dilutions décimales

Les dilutions sont toujours effectuées dans des conditions aseptiques et rigoureuses.

On prépare autant de tubes qu’il y a de dilutions a effectuer en prenant des tubes stériles dans

lesquels on pipette aseptiquement 9 ml de liquide diluant. Ceci permet d’obtenir une précision

maximale.

On préléve 1 ml de la suspension mere a 1’aide d’une pipette de 1 ml aprés ’avoir

homogénéisé soigneusement, on la porte dans le premier tube de dilution (10™%). La pipette ne

doit pas entrer en contact avec les parois des tubes, ni avec le liquide diluant. Avec une

nouvelle pipette de 1 ml, on homogénéise par aspiration et soufflage le contenu de ce tube 10

! et on ensemence le tube 10 et ainsi de suite pour les autres dilutions en changeant & chaque

fois de pipette pour ne pas perturber les dilutions (Guiraud et Rosec, 2004).

La préparation des dilutions décimales dans cette étude a été réalisée selon les normes (ISO

4833). La méthode de dilution est représentée dans la figure 12 ci-dessous.
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Figure 12. Méthodes de dilution et d’ensemencement (Bezzalla et Gouttaya, 2013)

1.3.1.3.2. Ensemencement et incubation

Les conditions de culture sont rapportées dans le tableau 9 ci-dessous

Tableau 9. Conditions de culture

Les bactéries Milieu utilisé | Type Durée Température
recherchées d’ensemencement | _,. .
d’incubation

Germes aérobies PCA profondeur 3 Jours 30°C
Staphylococcus BAIRD Surface 24h/48h 37°C
aureus PARKER
Coliformes VRBL Surface 24h 44 °C
thermorésistants
Salmonella XLD Surface 3 Jours 30°Cad44°C
Listeria Chromagar Surface 24h/48h 37°C
monocytogenes .

Listeria
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1.3.1.3.3. Dénombrement

Dans cette partie, nous avons procéde au dénombrement et a I’identification de quelques
groupes de bactéries susceptibles d’évoluer dans les échantillons de lait de chamelle cru a
I’aide d’un compteur de colonies.

Le nombre total = nombre de colonies x 0,11

1.3.2. Analyses physicochimiques et biochimiques des urines
1.3.2.1. Analyses physicochimiques des urines

1.3.2.1.1. Mesure du potentiel d’hydrogéne (pH) et détermination de la densité des
urines

La densité urinaire permet d’évaluer la capacité du rein a concentrer les urines et de
suivre indirectement la quantité d’eau consommée. Elle représente le total des substances
dissoutes dans 1’urine principalement (créatinine, urée, sodium, calcium..., etc). Le pH
urinaire est la mesure de I’acidité des urines. Un pH acide favorise la formation de cristaux
d'acide urique, de cystine et d'oxalate de calcium. Un pH alcalin favorise la lithiase
infectieuse et phosphocalcique.
La valeur du pH et la densité des urines sont déterminées a température ambiante a I’aide de

bandelettes (voir photo 1, Annexe 1).

1.3.2.2. Analyses biochimiques des urines

Les analyses des composés urinaires ont été réalisées au niveau d’un laboratoire
d’analyse spécialisé, a I’aide d’un spectrophotométre de type MINDRAY modéle BS-300.
Les parametres dosés sont le glucose, la créatinine, le cholestérol, les protéines urinaires, les
triglycérides, 1’urée, I’acide urique, le calcium, le phosphore, le magnésium et le fer.
Les methodes des analyses urinaires pour le glucose, les protéines, le cholestérol, les
triglycérides, I’urée et la créatinine sont les mémes que celles décrites pour le plasma dans le
premier chapitre de la partie expérimentale.
Les méthodes utilisées pour les dosages urinaires de 1’acide urique, calcium, phosphore,

magnésium et fer sont décrites ci-dessous.

1.3.2.2.1. Acide urique
La détermination de la concentration de l'acide urique est basée sur la méthode de

(Trivedi et al., 1978) et (Kabasakalian et al., 1973). L'acide urique est oxydé en allantoine
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par I'uricase avec production de peroxyde d'hydrogene (H202). Le H202 réagit avec la 4 -
aminoantipyrine (4-AAP) et le 2,4,6-acide tribromo-3-hydroxybenzoique (TBHB) avec la
présence de la peroxydase pour former un colorant qui est la quinone-imine. L'absorbance du
compose coloré (quinone-imine) est mesurée a 548nm, la quantité de la lumiére absorbée est

proportionnelle a la concentration d’acide urique dans 1’échantillon.

1.3.2.2.2. Calcium
La méthode CPC (O-Crésol Phtaléine Complexon) dérivee de Moorehead et Briggs permet le
détermination du calcium total dans le sérum, plasma ou les urines.
En milieu alcalin, le CPC réagit avec le calcium pour former un complexe coloré rouge foncé
dont I’absorbance, mesurée a 570 nm est proportionnelle a la concentration en calcium dans

le spécimen (Moorehead et Briggs, 1974).

1.3.2.2.3. Phosphore

Le phosphate inorganique réagit avec le molybdate d’ammonium pour former un
complexe : le phospho-molybbdate d’ammonium qui réduit en bleu de molybdéne.
L’absorbance a 340 nm est directement proportionnelle a la concentration du phosphore

inorganique dans 1’échantillon (Fiske et Subbarow, 1925).

1.3.2.2.4. Magnésium

Le dosage du magnésium repose sur l'utilisation du colorant arsenazo qui a une affinité
particuliere avec le magnésium. L'absorbance du complexe arsenazo- magnésium est
proportionnelle a la concentration en magnésium dans I'échantillon et est mesurée a 572 nm.
L'interférence avec le calcium est évitée par I'ajout d'un agent de chélation du calcium (Burtis
et Ashwood, 1994).

1.3.2.2.5. Fer

On libére le fer de la transferrine grace a I'action d'un acide. Le fer ferrique est converti
en fer ferreux par l'action de I'hydrochlorure d'hydroxylamine. Le fer ferreux libéré réagit
avec le FERENE pour former un complexe FERENE-Fer coloré. L'absorbance du complexe
FERENE-Fer est proportionnelle a la concentration du fer dans I'échantillon et est mesurée a
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604 nm. On ajoute de la thiourée et un détergent afin d'empécher, respectivement,

I'interférence avec le cuivre et la turbidité (Tietz, 1986).

1.3.3. L’examen cytologique des urines
Ce test est réalisé en déposant une goutte d’urine de chamelle entre lame et lamelle suivie
par une observation au microscope optique avec un grossissement 400 pour éventuellement

détecter une concentration anormalement élevée en leucocytes, signe d'une infection.

1.3.4. L’examen bactériologique des urines

On a procédé a I’ensemencement d’une goutte d’urine a 37°C dans des milieux de culture
pendant 24h. Les milieux de culture utilisés sont :

- Gélose nutritive

- Chapman pour la recherche des Staphylocoques

- Hektoen pour la recherche des Salmonelles et Shigelles.

1.3.5. Test de la cytotoxicité
Le test de la cytotoxicité a été réalisé dans le centre de recherche en Biotechnologies
(CRBT) au niveau du laboratoire de pharmacologie et toxicologie.

1.3.5.1. Principe de la réaction
L’activité cytotoxique (Activity Using Brine shrimp) est déterminée par la méthode de
Meyer (1982). Cette technique nécessite comme reactifs des larves d’Artemia, ethanol, eau de

mer et diméthylsulfoxyde DMSO.

Principe : Mélanger 100 pl d’urine de chamelle de chaque dilution + dix larves d’Artemia +
ajuster jusqu’a 5 ml avec de l'eau de mer a 70% + incubation pendant 24 heures sous
éclairage.
e Pour chague concentration, cing tubes sont préparés.
e Une série de tubes témoins est réalisée aux concentrations suivantes: (2%, 1%, 0,2%)
avec le DMSO et (1 %, 0,2%, 0,1%) avec I'éthanol.

1.3.5.2. Lecture des résultats
Aprés 24 heures, le nombre de larves survivantes est compté a l'aide d'une loupe dans
chaque tube et la mortalité est calculée a chaque concentration.

Mortalité: % morts = (% morts essai - % morts témoin) / (100 - % morts témoin).
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La mortalité témoin ne doit pas excéder 15%.

1.3.6. Activité anti-oxydante des urines

L’étude de D’activité anti-oxydante des urines de chamelle a été réalisée au niveau du
centre de recherche en Biotechnologies (CRBT) dans le laboratoire de pharmacologie et
toxicologie. On a d’abord procédé au séchage des urines a 37°C pendant 18h dans le but de
déterminer les déférentes constituants antioxydants retrouvés dans les urines.
De nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de D’activité anti-oxydante. La
plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration et la décoloration d’un réactif dans le
milieu réactionnel (méthodes colorimétriques).
Dans notre étude, nous avons utilisé deux tests chimiques a savoir : le test ABTS (2-2’-azino-

bis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) et DPPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl).

1.3.6.1. Test d’ABTS (2-2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
1.3.6.1.1. Principe
La méthode du radical ABTS est I'un des tests les plus utilisés pour la détermination de
la concentration en radicaux libres. 1l est basé sur la neutralisation d'un radical - cation
résultant de la mono électronique oxydation du chromophore synthétique 2,2'- azino-bis (3-

éthylbenzothiazoline -6- sulfonique acide) (ABTS).

ABTS =——>ABTS  +e-

Le radical ABTS préformé est généré par 1’oxydation de la molécule stable d’ABTS avec le
persulfate de potassium (Re et al., 1999). Cette formation se traduit par I’apparition d’une
coloration vert bleue intense. En présence d’un donneur d’hydrogeéne (agent antioxydant), le
passage du radical ABTS a la forme non radicalaire s’accompagne de la disparition de cette

coloration mesurée a une longueur d’onde de 734 nm.

1.3.6.1.2. Procédure

Le radical ABTS+est produit par réaction entre une solution aqueuse d’ABTS (7 mM)
et une solution de potassium (K2S208, 2,45 mM), utilisee comme oxydant.
Ce mélange est agité pendant 16h a 1’obscurité puis dilué par I’éthanol jusqu’a obtenir une
absorbance & 734 nm de 0, 700 + 0,02. Une prise (160 ul) de cette solution d’ABTS+ est

ensuite mélangée avec 40 pl d’urine a différentes concentrations. Aprés 10 mn d’incubation a
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température ambiante, I’absorbance du mélange est mesurée a 734 nm contre un blanc
(Témoin négatif) et comparée a celle des antioxydants de synthese : BHT, BHA.

Les résultats permettent de calculer le pourcentage d’inhibition et d’exprimer cette activité
anti radicalaire (Re et al., 1999).

L'activité ABTS+ a été exprimée en pourcentage et calculée par I'équation suivante :
ABTS+ scavenging effect (%) = (AControl - ASample / AControl)* 100

1.3.6.2. Piégeage du radical libre DPPH (2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

1.3.6.2.1. Principe

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH) (Brand-William et al., 1995).
Le pouvoir antioxydant des urines est exprimé par la donation d'un électron ou d'un atome
d'hydrogene mesuré par une méthode spectrophotométrique (Burits et Bucar, 2000). Le
radical libre 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est utilise comme un réactif (Figure 13).
Les BHT et le BHA sont utilisés comme des standards antioxydants.

1.3.6.2.2. Mode opératoire

0
\\ * / = \
/ \\\ /7"
Vg SN
0 —

\ + N / \

O" \\\\._/
NPPH.H

Diphenylpicrylhydrazyl (Radical libre) Diphenylpicrylhydrazyl(forme réduite)

Figure 13. Forme libre et réduite du DPPH (Alam et al., 2013).
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* Préparation de la DPPH
Dissoudre 6 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol, le radical DPPH est

dissous dans le méthanol et gardé a -20°C a I’abri de la lumiere.

* Procédure

Apres préparation du DPPH, on prend notre microplaque et on ajoute 160 pl (DPPH)
mélanges avec 40 pl d’urine a différentes concentrations. Aprés 30 minutes d’incubation a
I’obscurité et a température ambiante, I’absorbance est lue a 517 nm contre un témoin négatif.
Le pourcentage de I’activité anti-radicalaire est calculé selon 1’équation suivante :

Activité anti radicalaire (%) = [(Ac - At)/ Ac] x100

Ac: Absorbance du controle.

At: Absorbance d’extrait ou standard.

2. Résultats et discussion

2.1. Résultats des analyses physico-chimiques du lait
Le tableau 10 ci-dessous présente les valeurs moyennes et les écart-types des différents

parameétres recherchés.

Tableau 10. Résultats des analyses physicochimiques des échantillons de lait

Parametre Moyenne et écart-type
pH 6,34 +0,07
Densité 1,024 £0,41
Acidité Dornic (°D) 11,7+0,1
2.1.1. pH

Les échantillons de lait camelin analysés, présentent un pH de I'ordre de 6,34 + 0,07.
Cette valeur du pH est légérement plus acide que le lait humain; 7,01, et bovin; 6,55
(Abulehia, 1994), 6,77 (Khaskheli, 2005), 6,51 + 0,31 dans les régions sahariennes et 6,69 +
0,04 dans les régions steppiques (Alloui-Lombarkia et al., 2007), 6,6 (Siboukeur, 2007),
6,57 (Omer et Eltinay, 2009), 6,53 (Boudjenah, 2011), 6,5 (Yamina et al., 2013), 6,48
(Bensadek, 2019), 6,66 (Kuoidri et Chemla, 2020).
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D’apreés Gorban et lzzeldin (1997), le pH et le godt du lait peuvent étre affectés par
I’alimentation, la disponibilité en eau, le stade de lactation et 1’état sanitaire de la mamelle.
Selon Carole (2002), le pH dépendrait également de la présence de caséines et d’anions
phosphoriques.

Un faible changement du pH vers les valeurs acides a des répercussions importantes sur
1’équilibre en minéraux (formes solubles et insolubles) (Alais et Linden, 1997).

Ce pH bas du lait camelin pourrait étre dd selon Yagil (1982) a sa composition et sa forte
concentration en acides gras volatils, & sa richesse en acides organiques divers : acide citrique,
acide orotique et acide butyrique (Haddadin et al., 2008) et sa teneur relativement élevée en
vitamine C (Saley, 1993).

2.1.2. Densité

Le résultat obtenu est égal a 1,024 +0,41. Ce résultat se situe dans la fourchette des
valeurs obtenues par certains auteurs ; 1,020 (Abidi, 2001), 1,029 (Alloui-Lombarkia et al.,
2007), 1,023 £ 0,0045 (Siboukeur, 2007), 1,020 £ 0,0032 (Sboui et al., 2009), et moins
dense par rapport aux valeurs rapportées par Farah (1993) : 1,029, Kamoun (1995) : 1,028
+ 0,002, Bensadek (2019) : 1,028, Kuoidriet Chemla (2020) : 1,0263.
Labioui (2009) a rapporté que la densité dépend de 1’augmentation de la température de 1’air
ambiant et des disponibilités alimentaires. Elle dépend aussi de la teneur en matiére seche qui

est fortement liée a la fréquence de I’abreuvement (Siboukeur, 2007).

2.1.3. Acidité Dornic du lait camelin

Le lait camelin cru est Iégerement acide, car il contient des substances acides (caséine,
vitamine C, acides organiques, phosphates...), il peut présenter par la suite une acidité
développée, provoquée par 1’acide lactique et les autres acides issus de dégradation du lactose
par les microorganismes (Badaoui, 2000). L’acidité titrable du lait dépend du nombre de
moles d’acides présentes dans ce produit, elle est inversement proportionnelle a son pH
(Mathieu, 1998). Les variations dans la valeur de 1’acidité sont généralement dues a la
variation de I’alimentation des animaux, aux conditions environnementales ainsi qu’a la
période de lactation (Abu-Tarboush et al., 1998). Ainsi, cette acidité titrable permet de
mesurer indirectement la richesse du lait en caséines, phosphates, citrates et

hydrogénocarbonates (Mathieu, 1998).
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Il est important de préciser que le lait camelin est caractérisé par un effet tampon plus élevé
par rapport au lait bovin (Kamoun et Ramet, 1989). Cela signifie que le pH arrive a se

maintenir approximativement au méme niveau malgré I'élévation de 1’acidité dornic.

Les valeurs obtenues dans cette étude présentent une acidité moyenne égale a 11, 7 + 0,1°D,
cette valeur est plus faible que celles retrouvées par ’ensemble des auteurs ; Kamoun
(1995) avec une moyenne de 15 °D ; Siboukeur (2007) avec 18,2 °D + 2,93, Konuspayeva
(2007) avec 26 °D, Faye et al. (2008) avec 24,04 °D, (Chethouna (2011) avec 18°D=0,79,
Bensadek (2019) avec 17,33 £ 0,69, Kuoidri et Chemla (2020) avec 18,16.

A la lumiére des résultats obtenus dans la présente étude, et qui concernent 1’acidité titrable,
nous pouvons affirmer que les échantillons de lait analysés possedent une bonne qualité

hygiénique, parce que 1’acidité titrable ne dépasse pas les 21°D (Guiraud, 1998).
2.2. Résultats des analyses biochimiques du lait camelin
Le tableau 11 ci-dessous montre les teneurs en matiére protéique et en matiere grasse dans le

lait de chamelle.

Tableau 11. Résultats des analyses physicochimiques des échantillons du lait

Parametre Moyenne et écart-type
Matiere protéique 24,20+ 0,15 ¢g/L
Matiére grasse 30, 80+ 0,26 g/L

2.2.1. Teneurs en matiere protéique

La teneur moyenne en matiére protéique du lait camelin dans le présent travail est égale a
24, 20 £ 0,15 g/L. Celle-ci est inférieure a celle du lait bovin (32 g/l), et est deux fois plus
élevée par rapport a celle du lait humain (12 g/l).
Les taux que nous avons relevés lors de la présente étude se situent dans la fourchette de
quelques auteurs Ellouze et Kamoun (1989) : 22,26 g/L, Khaskheli et al. (2005) : 25,4 g/L,
et Haddadin et al. (2008) avec une teneur de 26,9 g/l.
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Par contre, ces valeurs sont plus faibles que celles rapportées par Attia et al. (2001) : 33 g/I,
Kamal et al. (2007): 34,6 g/l, Shamsia (2009) et Chethouna (2011) : 28,25, Ghalem,
(2016) : 28,25 g/l, Ould moustapha et Ould hamadi (2016) : 33,2¢/1£1,66, Bensadek
(2019) : 32,76 g/l et Kuoidri et Chemla (2020) : 28,81 g/I.

Yagil et Etzion (1980) ont signalé que la variation de la teneur en matiére protéique est
maximale juste apres la parturition et arrive a atteindre 11,6 %, puis elle diminue et atteint des
valeurs comprises entre 4,6 et 5,7 % en régime hydraté ou entre 2,5 et 3,3 % en régime peu
hydraté. La composition des protéines totales varie en fonction des stades de lactation.

Selon Kamoun (1994), les deux premiers mois de lactation se caractérisent par une
diminution des taux protéinique et butyreux du lait camelin. Ces derniers atteignent une
valeur minimale coincidant avec le pic de lactation, puis retrouvent, en fin de lactation, un

niveau comparable a celui de départ.

2.2.2. Teneurs en matiére grasse

Le lait camelin est faible en matiere grasse comparativement a d’autres especes. Sa teneur
varie trés sensiblement d’une région a I’autre et, est estimée en moyenne a 3,15 % (31,5g/L)
(Senoussi, 2011 cité par Kuoidri et Chemla, 2020).
La teneur en matiére grasse permet d’évaluer la qualité du lait. Dans notre étude, la valeur
déterminée est égale 30, 80+ 0,26 g/L, cette valeur est proche de la valeur moyenne déja
citée dans la partie bibliographique et aux résultats rapportés par certains auteurs tels que
Labsson- raznikiewicz et mohamed (1994) : 30g/L, Haddadine et al. (2008) : 29,5 g/L, El-
Hatmi et al. (2006) : 30g/L et Bensadek (2019) : 30,95+1,26 g/L.
Cette teneur est supérieure a celle retrouvée par Desal et al. (1982) : 27g/L, Sawaya et al.
(1984) : 29¢/L, et Elamin et Wilcox (1992) : 28g/L.
Elle est par contre plus faible que celle rapportée par Gorban et izzeldin (1997) : 33g/L,
Kamal et al. (2007) : 37,8g/L, et beaucoup plus faible que celle mentionnéee par Serikabeva
et Toktamysova (2000) avec une valeur de 51,7 g/L.
L’augmentation de la teneur en matiére grasse est en relation avec 1’alimentation
particulierement riche en concentré (blé, orge, mais), en ensilage et en fourrage qui affecte

directement la teneur en matiere grasse du lait (Belaid, 2016).

La traite ayant fait I’objet de notre recherche est surtout matinale, or de nombreux auteurs

parmi eux Rico (2014) cité par Lauriane (2015) rapportent que le taux de matiére grasse est
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largement variable durant la journée, et que cette teneur est plus élevée surtout pendant la

traite du soir.

Belamri et al. (2019) ont réalisé une étude comparative entre le lait camelin de OUED SOUF
et celui de BISKRA et ont déclaré que la teneur en matiere grasse varie selon le mode
d’élevage et la région. Les résultats de cette étude démontrent une valeur de 29g/L pour le
lait d’OUED SOUF et 33 g/L pour le lait de BISKRA.

2.3. Résultats des analyses microbiologiques du lait camelin
Les résultats des analyses microbiologiques de 5 échantillons de lait de mélange sont

rapportés dans le tableau 12 ci-dessous.

Tableau 12. Reésultats des analyses microbiologiques des échantillons de lait.

Flore microbienne Moyenne et écart-type

Germes aérobies a 30C° 4,86. 10* + 3,03.10*

Staphylococcus aureus 9.10°

Coliformes 3,66.10+ 0,20

thermorésistants

Salmonella 0

Listeria monocytogénes 0

A la lecture du tableau 12, les résultats obtenus indiquent la présence de germes aérobies
(FAMT), de quelques germes de contamination (coliformes, staphylocoques), et I’absence

totale des salmonelles et listeria monocytogenes. Il faut signaler d’aprés la consultation des
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normes algériennes sur le lait, qu’il n'y a aucune norme microbiologique spécifique au sujet

du lait de chamelle.

Les résultats obtenus concernant la flore aérobie mésophile totale (FAMT) sont de 4,86. 10*
+ 3,03.10* UFC/m. Cette valeur retrouvée dans la présente étude est inférieure a celle publiée
au JORADP n° 39/2017 par I’arrété interministériel fixant les critéres microbiologiques des
denrées alimentaires avec un intervalle entre 3.10° & 3.10° UFC/ml pour le lait cru de vache.
Elle est aussi inférieure & la valeur de 10° germes/ ml rapportée par Farris (2009), et se
situe dans Dintervalle des résultats révélés par Younan (2004) a savoir 10° & 10° UFC/m.
Elle est par contre supérieure a celle de Bensadek (2019) qui rapporte des résultats dans la
fourchette de 1,6.103 & 4,4.103 UFC/ml.

Donc, il est nécessaire d’imputer les résultats obtenus aux bonnes pratiques au moment du
prélevement, transport des échantillons et manipulation.

La réglementation Algérienne selon le journal officiel de la république N° 39 datant du 2
Juillet 2017 (Annexe 02) fixant les critéres microbiologiques des denrées alimentaires, et
concernant la limite microbiologique des staphylocoques a coagulase positive, a fixé un
maximum de 10° UFC/ml. Les résultats obtenus dans notre étude sont de 9.10° UFC/ml.
Cette valeur est proche des résultats de Bensadek (2019) se situant & 2.10* UFC/ml.
Concernant la présence des coliformes, ceux-ci ont longtemps été considérés comme un
indice de contamination fécale. Bien que la présence de la plupart des especes incriminées soit
fréquente dans les feces des animaux et de I’homme. Il s’agit donc de marqueurs de la qualité

hygiénique générale.

De nombreux coliformes ne sont pas dangereux du point de vue sanitaire sauf en cas de
prolifération extrémement abondante (Guiraud et Rosec, 2004).

L’augmentation continue de la charge des coliformes est plus importante au niveau de
I’échantillon entreposé a T° ambiante que celle a 4°C. Ceci est justifié par la sensibilité de ces
germes a la température du réfrigérateur.

Dans la présente étude, le résultat obtenu est de 3,66. 10 UFC/ml. Ces résultats sont en accord
avec les normes Algériennes fixant la limite & 5.10° UFC/ml, ceci confirme la bonne pratique

du prélévement et de la manipulation.
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L’augmentation du nombre de coliformes au fur et a mesure du temps présage d’une
contamination de départ déja trop importante. Cette contamination est attribuée aux
conditions non conformes de traite, voire de collecte (Abidi, 2001 ; Bezzalla et Gouttaya,
2013.).

La recherche de salmonelles et de listeria monocytogenes dans I’ensemble des échantillons
pendant cette étude a révélé 1’absence totale de ces germes, ce qui confirme aussi la bonne

qualité hygiénique de nos échantillons.

2.4. Résultats de I’examen cytobactériologique ECBU et test de cytotoxicité des urines

de chamelles

e [’examen cytologique a montré I’absence de leucocytes, d’hématies, de cellules
épithéliales, de cylindres, de cristaux, de levures et de spermatozoides dans les
échantillons des urines étudies

e L’examen bactériologique était négatif, absence totale de germes dans les urines

o L'essai sur Artemia est un test de toxicité générale facile 4 mettre en ceuvre et largement
utilisé dans 1'évaluation de la toxicité générale d'extraits naturels. Toutes les larves

d’Artemia sont restées en vie, ce qui confirme la non-toxicité des urines de chamelle.

2.5. Résultats des analyses physicochimiques et biochimiques des urines de chamelle

Les valeurs des parameétres biochimiques et physicochimiques des urines des chamelles
ayant fait I’objet de notre investigation, ainsi que les valeurs rapportées par Hasni et habita
(2015) pour les chamelles élevées en intensif et en extensif, et pour ’homme, sont consignées

dans le tableau 13 ci-dessous.
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Tableau 13. Résultats des analyses physicochimiques et biochimiques des urines de

chamelles
Parametres Moyenne et écart- Urine de I’étre Urine de Urine de
type humain chamelles chamelles
(Hasni et Habita, menées en menées en
2015) extensif intensif
(Hasni et (Hasni et
Habita, 2015) Habita, 2015)
pH 8,00 £ 0,00 46-8 6.67 +0.70 6.69 £1.03
Densité 1,030 +0,00 1,010- 1,030 / /
Glucose (g/L) 0,05 + 0,042 / 0.05+0.01 0.73+0.03
Cholestérol (g/L) 0,36+ 0,14 / 0.026+ 0.01 2.47 £0.05
Triglycérides (g/L) | 2,23 +0,07 / 0.12 £0.01 12.4+0.16
Urée (g/L) 1,15+ 0,01 20 — 35 g/24H 0.96 + 0.04 1.19+0.45
Créatinine (mg/L) | 30,3 £ 0,04 15 — 25mg/24H 20.4+£11.81 11.46 £ 2.09
Acide Urique (mg/L) | 5,15+ 0,91 250 — 750 mg/24H 4.63+1.18 0.13+0.02
Protéines urinaires | <0,01 <0,15¢/24H 0.79+0.21 0.24 + 0.04
(9/L)
Fe (mg/dl) 0,57+0,45 0.55-1.55 0.91+0.08 0.62+0.18
Mg (mmol/L) 29,7 1,83 3.00 — 7.00 mmol/24H | 10.37 £ 0.11 14.38 £ 0.38
P (mmol/L) 595+ 2,19 0.90 — 1.50 mmol/24H | 0.24 +0.08 0.90-1.50
Ca (mg/L) 196 + 8,48 100 — 250 mg/24H 190+91 9.0-10.6

Un bilan urinaire global a été réalisé afin de quantifier les différents constituants organiques et
inorganiques des urines de chamelles. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau

13 qui rapporte les valeurs moyennes et les écart-types pour chaque parametre mesuré.

Le préléevement d’urine est un acte non invasif et il devrait faire partie intégrante de 1’examen
clinique d’un ruminant. Actuellement, I’exploration urinaire de routine rassemble, d’une part,
I’examen macroscopique de Iurine et des analyses du laboratoire : densité urinaire, biochimie
et cytologie urinaire. Néanmoins, ces examens para cliniques nécessitent I’existence de

valeurs de référence.
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La valeur moyenne du pH dans la présente étude est de 8 et la densité de 1, 030. Ces valeurs
sont dans les normes citées par Alkhamees et Alsanad (2017) qui ont mentionné que la
densité relative variait de 1,01 a 1,07, tandis que les valeurs du pH variaient d’un pH acide a
alcalin.

Hasni et Habita (2015), ont étudié le pH des urines collectées a partir de chamelles conduites
en intensif et en extensif et ont mentionné des valeurs qui varient entre 5.75 et 7.92 avec des

valeurs moyennes de 6.69 £1.03 et 6.67 +0.70 respectivement.

Al-Abdullah (2010), a mentionné que 1’urine des animaux est généralement acide, et que
celle du chameau a un pH basique supérieur a 7,8. Il a également montré que 1’urine de
chameau diminuait les risques de thrombose (en agissant contre 1’agrégation plaquettaire).
Elle aurait aussi une activité inhibitrice de la croissance de moisissures comme Candida
albicans, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum méme aprés chauffage a 100°C. Lors
d’expérimentations réalisées in vivo et in vitro, il a été également rapporté que I’urine de
chamelle en début de gestation avait des propriétés hépato-protectrices et antiparasitaires, en

particulier contre la douve du foie.

D’aprés la littérature, la méthode la plus fiable pour évaluer la protéinurie et la glycosurie est
le suivi de I’excrétion protéique et de glucose pendant 24 heures. En effet, la valeur varie
selon la concentration/dilution des urines au cours de la journée. Chez les ruminants, la
récolte d’urine sur 24h est difficile dans les conditions d’élevage. On va donc lui préférer un
prélevement urinaire ponctuel. En médecine humaine, la créatininurie est utilisée comme
facteur de correction de la concentration/dilution de ’urine. En médecine vétérinaire, de
nombreux auteurs ont également démontré la forte corrélation entre le rapport protéines sur
créatinine urinaire (RPCU) et la quantité de protéines urinaires émises sur 24 heures (Ancel,
2016). A notre connaissance, aucun intervalle de référence n’a été établi, chez le chameau, ni

pour la protéinurie, ni pour la créatininurie.

L’urine des bovins contient physiologiquement moins de 10 mg/L de protéines (Ancel, 2016).
Des valeurs de protéinurie inférieures a 0,01g/L ont été rapportées dans notre investigations.
Elles sont nettement inférieures aux valeurs mentionnées par Hasni et Habita (2015). Les
principales affections rénales des ruminants (pyélonéphrite, glomérulonéphrite, amyloidose,

nécrose tubulaire aigué) sont a l’origine d’une protéinurie. La détection précoce et
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I’évaluation qualitative et quantitative des protéines de I’urine est donc un outil diagnostique

important.

Les taux de glucose urinaire n’ont pas excédé 0,05 + 0,042 g/L ce qui représente des taux
insignifiants inférieurs aux seuils de détection de la majorité des bandelettes urinaires. De
toutes les manieres, pour étre interprétable, la glycosurie doit étre comparée a la glycémie. En
effet, on peut observer une glycosurie lors d’hyperglycémie marquée car la capacité de

réabsorption tubulaire est depassée (Ancel, 2016).

Hasni et Habita (2015) en réalisant une étude comparative de quelques parameétres
biochimiques des urines de chamelle menées en intensif et en extensif, ont mentionné que les
valeurs moyennes de la créatinurie sont de 1.8 fois plus élevées dans les urines des chamelles
menées en extensif que chez celles menées en intensif. Leur contenu en acide urique est 35
fois plus important. D’autres composés organiques tels que les protéines et 1’urée ont des
teneurs équivalentes dans les deux échantillons d’urines.

Les urines de chamelles présentent une faible concentration en éléments azotés tels que I'urée
et I’acide urique par rapport aux urines humaines et urines des autres especes.

Cette faible excrétion pourrait étre considérée comme une adaptation physiologique de cet
animal au milieu aride ou I’apport azoté nécessaire a la synthése des protéines est peu assuré,
surtout par une végétation pauvre en ces constituants. Ces deux molécules sont recyclées par
le dromadaire afin de faire face aux déficits rencontrés. Cette particularité biochimique des
urines de chamelles les rend moins toxiques, faisant d’elles un remede sans effets secondaires,
en comparaison aux urines des autres animaux (Read, 1925 ; Al-Yousef et al., 2012 ; Al
Iwadi, 2014). Le role des reins dans la filtration, le recyclage et la métabolisation (I’activité
enzymatique du rein est supérieure a celle du foie contrairement aux autres especes) est
primordial pour assurer 1’adaptation du chameau. De la, nombreux sont ceux qui concluent
aux propriétés forcément particuliéres de I’urine synthétisée par les reins du chameau (Al-

Abdullah, 2010).

La créatinine est formée a partir de la créatine musculaire. Elle est totalement filtrée par le

glomérule, mais n’est pas réabsorbée. Elle est retrouvée a des taux relativement comparables
dans les urines animales et humaines (LEFEBVRE et BRAUN, 2001).
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Les résultats des analyses montrent un taux de créatinine plus important 30,3 £ 0,04 mg/L et
une plus faible concentration en urée 1,15 + 0,01g/L, et en acide urique 5,15 + 0,91mg/L par
rapport aux urines humaines.

Amer et Al-Hendi (1996) ont indiqué que le taux d'urée dans les urines de chamelle variait

de 0.18 a 0.36 g/L et que la créatinine variait de 0,2 a 0,5 mg/I.

Abdullah (2010), a rapporté que I'urine de chameau n’a pas d’odeur désagréable ne
contenant pas d’ammoniac, a I’inverse des autres animaux particulierement la vache, et
relativement peu d’urée, ce qui, contrairement aux urines des autres especes, ne la rend pas

potentiellement toxique.

Concernant les concentrations en cholestérol et en triglycérides, les valeurs obtenues sont de
0,36 + 0,14 g/L et 2,23 + 0,07 g/L respectivement. Ces valeurs sont plus élevées
comparativement aux résultats de Hasni et Habita (2015) pour les chamelles menées en

extensif, et elles sont inférieures a celles retrouvées pour les chamelles élevées en intensif.

Les urines des chamelles contiennent des quantités considérables de molécules inorganiques.
En 1’occurrence, Alkhamees et Alsanad (2017) ont mentionné que l'urine de chameau
contient environ 10 fois plus de sels minéraux que l'urine humaine. Abdullah (2010), a relevé
que l’'urine de chameau concentre en moyenne 10 fois plus de sels minéraux que l'urine

humaine.

Cela a été confirmé dans le présent chapitre puisqu’ excepté pour le dosage urinaire du fer,
tous les paramétres urinaires investigués a savoir le calcium, le phosphore et le magnésium
ont présenté des valeurs supérieures par rapport aux mesures rapportées sur des prélevements
d’urine humaine, sachant que ces derniéres ont été mesurées sur des échantillons collectés sur
24 heures, alors que les prélevements ayant fait 1’objet de notre investigations sont des

prélevements ponctuels.

La teneur en calcium dans la présente étude est de 196 + 8,48 mg/L, elle est proche de la
valeur obtenue par Hasni et Habita (2015) dans les urines des chamelles menées en extensif,
elle est par contre plus élevée que celle retrouvée dans les urines des chamelles menées en
intensif (tableau 24).

Les valeurs moyennes du magnésium et du phosphore sont de 5,95 £+ 2,19 mmol/L ; 29,7

+1,83 mmol/L respectivement, ces valeurs sont supérieures a celles obtenues par Hasni et
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Habita (2015) dans les deux types d’exploitations (intensif et extensif), alors que la valeur

moyenne du fer est inférieure a celle citée par les méme auteurs.

2.6. Résultats de P’activité anti-oxydante

Le terme « antioxydant » était a l'origine utilisé pour désigner les substances chimiques qui
empéchent les réactions avec l'oxygeéne. A la fin du xix°® siécle et au début du xx° siécle, les
propriétés des antioxydants ont été largement étudiées pour leur utilisation beaucoup plus
dans les procédés industriels. Apres que I’activité anti oxydante ait été tres développée dans
I’étude des propriétés médicinales des plantes recherchées a travers le monde, de par leur
faible toxicité et leur caractere économique (Auddy et al., 2003), ces études sont concentrées
aujourd’hui sur les bienfaits des composés phyto chimiques des fruits, des légumes, et des
plantes en général et sur leur impact sur la santé humaine et animale. Les substances
vegétales sont riches en antioxydants qui sont utilisés pour lutter contre les radicaux libres
responsables de plusieurs pathologies, tels que le cancer et les maladies neurodégénératives.
Les especes consommeées par le dromadaire sont tres variées (Iégumineuses, graminées, arbres
fourragers, plantes herbacées, plantes ligneuses...), avec une ration alimentaire d'un
pourcentage total de fourrage ligneux de 90% en saison séche, et de 50% environ en saison de
pluie (Faye et Tisserand, 1989). C’est ce qui nous a dirigé vers I’é¢tude de 1’activité anti
oxydante des urines de chamelle qui sont trés riches en métabolites de dégradation des

plantes.

2.6.1. Activité anti-radicalaire: test ABTS

Tableau 14. Pourcentage d’inhibions des urines des chamelles (test ABTS)

% d’inhibition du test ABTS
3.125 ug 6.25 pg 12.5 ug 25 ug 50 pg 100 pg 200 pg I1Csq pg/mi
Urine de 49,2114 52,2082 52,9968 82,1767 92,9022 91,4826 92,7445 4.07+0.89
chamelle
BHT 59.22+0.59 78.55+3.43 90.36+0.00 92.18+1.27 93.37+0.86 | 94.87+0.87 96.68+0.39 1.29+0.30
BHA 83.42+4.09 93.52+0.09 93.58+0.09 93.63+0.16 93.63+0.95 94.20+0.90 95.39+2.62 1.81+0.10

L’activité anti-radicalaire des urines de chamelles vis-a-vis du radical ABTS a été évaluée par

méthode colorimétrique en suivant la réduction de ce radical ABTS- de couleur bleu-verte en
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ABTS+ incolore. Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de
I’absorbance induite par des substances anti-radicalaires. Les résultats obtenus sont rapportés
dans le tableau 14.

La valeur de I’'IC50 (Concentration d’inhibition a 50 %) obtenue est de 4.07 pg/mL, cette
valeur est trés proche du résultat des deux antioxydants de contrdles (BHT avec IC50 a 1.29
pg/mL et BHA avec IC50 a 1.81 pg/ml) ce qui confirme ’effet antioxydant des urines de
chamelle. Le méme effet a été décrit par Hasni et Habita (2015) avec IC50 a 0.008 g/L pour
les urines de chamelle menées en intensif et de 0.016 g/L pour les urines de chamelle menées
en extensif.

Haimed (2011), a réalisé une étude concernant la composition, I’activité antioxydante et
antiproliférative in vitro du lait et des urines de chamelle et a trouve que le colostrum et le lait
mature ont révélé une capacité anti oxydante contre le radical ABTS significativement faible
par rapport a I'échantillon d'urine.

La forte activité anti-radicalaire des urines de chamelles, mise en évidence par le test ABTS,
peut étre en relation avec leur richesse en composés phénoliques.

Les phénols sont des composés organiques qui contiennent un groupement hydroxyle lié
directement a 1’anneau aromatique, et 1’atome d’hydrogéne du groupe hydroxyle peut
emprisonner des radicaux de peroxyl, empéchant ainsi d’autres composés a 1’oxyder
(Bendjamaa et Krabsi, 2019).

2.6.2. Piégeage du radical libre DPPH

Tableau 15. Pourcentage d’inhibions des urines des chamelles contre le radical libre DPPH.

% d’inhibition du test DPPH
3.125 ug 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 ug 200 ug 1Cs5o pg/ml
Urine de | 8,61+2,05 14,73+1,31 7,19+0,16 | 26,10+1,07 | 43,3745,82 | 53,98+1,48 | 76,39+0,49 | 83,87+6,57
chamelle
BHT 11,69+1,88 22,21+1,30 | 37,12+1,80 | 52,63+2,70 | 56,02+0,53 | 83,60+0,23 | 87,28+0,26 | 22.32+1.19
BHA 28,95+1,16 54,33+1,59 76,76+1,65 | 84,09+0,35 | 87,53+0,82 | 87,73+0,15 | 88,43+0,23 | 5.73+0.41

Les résultats du test DPPH sont exprimés en IC50 et rapportes dans le tableau 15. La valeur
IC50 en pg/mL (Concentration d’inhibition a 50 %) est définie comme étant la concentration
du substrat nécessaire a diminuer de 50 % I’absorbance de la solution initiale du DPPH. Les
IC50 sont inversement proportionnelles a 1’effet scavenger, donc les valeurs faibles reflétent

un effet anti-radicalaire important (Dasgupta et De, 2007 ; Maisuthisakul et al., 2007).
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D’aprés le tableau 15, nous remarquons que le pourcentage d’inhibition augmente
proportionnellement avec le volume d’urine avec un IC 50 de 83,87ug/ml. Cette valeur est
supérieure a celle retrouvée par Hasni et Habita (2015) avec un IC50 de 0.014 g/L pour les
urines de chamelles menées en intensif et de 0.018 g/L pour les urines de chamelles menées
en extensif, et de Haimed (2011) avec un IC 50 de 44.3 pg/ml, alors qu’elle est proche des
résultats cités par Kuoidri et Chemla (2020) avec un IC 50 de 0,066 g/L pour les urines de
chamelle de la wilaya de Ouargla et de 0,081 g/L pour le mélange lait /urine.

Cette variation pourrait étre due a plusieurs facteurs dont : le type d’élevage, la saison et
I’alimentation qui influencent la richesse des urines en poly phénols et en vitamines.

L’¢étude qui a été menée par Haimed (2011) sur la composition, 1’activité anti oxydante et
antiproliférative in vitro du lait et des urines de chamelle a également montré que I'urine était
I'échantillon antioxydant le plus puissant avec une activité moyenne de piégeage des radicaux
DPPH de 44,3 % comparativement au colostrum et au lait de chamelle.

Dans I’ensemble, on remarque que les urines de chamelle de notre étude ont présenté une
activité anti oxydante faible contre le radical DPPH en comparaison avec les antioxydants de
contréles (BHT avec IC50 a 22.32, et BHA avec IC50 a 5.73).
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Conclusion 1

La composition du lait utilisé dans cette eétude est caractérisée par une teneur en matiere
protéique de 24, 2 £ 0,15 g/L, et de matiére grasse de 30, 8 £ 0,26 g/L, ces valeurs concordent
avec les données bibliographiques.

Concernant la qualité microbiologique, nous avons révélé une charge bactérienne minime
dans les echantillons de lait utilisés, cela exprime 1’état de santé des chamelles ciblées et la
reproductibilité des méthodes de prélevement, de transport et de conservation.

Le bilan urinaire a révélé une particularité biochimique des urines analysées. En effet, certains
éléments dont I’urée et I’acide urique ont été retrouvés a des concentrations faibles.

L’urée, constituant majoritaire de 1’urine de I’homme et des animaux, n’est présente que sous
forme des traces dans les urines des chamelles. En plus de la quantité négligeable
d’ammoniac, les urines de cet animal représentent un remeéde sans risque de toxicité.

L’étude de I’activité anti oxydante des urines de chamelle a montré une activité anti-

radicalaire importante contre le radical ABTS comparativement au radical DPPH.
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Deuxieme chapitre
Effet hepato protecteur du lait et des urines de chamelle sur
I’hépato toxicité induite par I’association de I'isoniazide et de la

rifampicine

Problématique

L'isoniazide (INH) et la rifampicine (RIF) sont les deux principaux schémas thérapeutiques
actuellement utilisés pour le traitement de la tuberculose pendant une période allant de 4 a 6
mois (Zeinab, 2012), mais les effets secondaires sont souvent la rangon des succes
thérapeutiques des antituberculeux dont 1’hépato toxicité qui est de plus en plus fréquente est
responsable de 6 a 12 % de mortalité si le traitement est poursuivi ( Kumar et al., 1991 ;
Tayaln et al., 2007 ; Perriot etal .; 2011 ; Boukhechem, 2015).

Au niveau hépatique, I’'INH subit une acétylation pour donner le N-acétylisoniazide. Ce
dernier est hydrolysé en acétylhydrazine, qui subit par la suite une bioactivation par le
cytochrome P450 pour donner le radical acétyle, une espece réactive détoxiquée par le
glutathion. Le mécanisme exact par lequel ce métabolite réactif induit des dégats
hépatocytaires reste a élucider. Cependant, I'incidence de la dysfonction hépatique est plus
élevée lorsque I'INH et la RMP sont utilisés en association (Jiang et al., 2009).

Ce dernier joue le réle d’un d’inducteur enzymatique (Perriot, 2011 ; Sahli et Rim, 2015).
Lorsque la quantité ou la puissance du toxique produit dépasse les capacités métaboliques du
foie, il attaque et détruit les cellules hépatiques : c'est I'hépatite toxique.

Cependant, rares sont les études qui portent sur les produits qui ont un effet protecteur contre
les composés hépatotoxiques.

Certaines études ont porté sur les caracteres uniques du lait et des urines de la chamelle dans
le domaine de la médecine comme des agents antimicrobiens, antidiabétiques, hépato-
protecteurs, et anticancéreux (Al-Fartosi et al., 2011) ; (Al-Fartosi et al., 2012) ; (Althnaian
et al., 2013); (Hasni et Habita, 2015). Néanmoins, peu d’études démontrent 1’effet
protecteur du lait et des urines de la chamelle par rapport a la toxicité hépatique induite par
un traitement anti bacillaire. C’est la principale raison pour laquelle nous nous sommes lancés

dans cette recherche, elle constitue a notre connaissance une premiére initiative en Algérie.
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Dans ce chapitre, nous avons mené des essais pour mettre en evidence l'efficacité observée
dans la pharmacopée traditionnelle du lait et des urines de la chamelle dans le traitement des
hépato-toxicités d’origine médicamenteuse.

Le but principal de ce chapitre est de démontrer I’effet protecteur du lait et des urines de la
chamelle par rapport au traitement antituberculeux, pour cela nous allons :

Induire des hépatites expérimentales chez des lapins.

Evaluer I'efficacité hépato protectrice du lait et des urines de chamelle.

Réaliser une étude histologique des foies sains et intoxiqués.

Doser et interpréter certains parameétres de la fonction hépatique.
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1. Matériel et méthode

1.1. Modéle animal

Depuis toujours, les chercheurs semblent s’intéresser aux lagomorphes. En effet, ce modele
animal convient relativement bien, car il est phylogénétiquement le plus proche de I’homme.
Sa manipulation est aisée, et sa taille permet d’obtenir facilement des échantillons tissulaires

et sanguins (Dewree et Drion, 2006).

L’expérience a été réalisée sur 40 lapines sexuellement matures obtenues de I’Institut
Technique des Elevages « ITELV » Constantine de la race ITELV 2006 cette derniére été
obtenu aprés croisement des femelles locales et des males de la souche INRA 2666. Leur

poids vif a varié de 2 a 2,8 kg.

Les animaux ont été logés au niveau de I’animalerie de I’Institut des Sciences vétérinaires
d’El Khroub- Wilaya de Constantine. Ils ont été logés dans des cages individuelles en acier
inoxydable avec un cycle lumiere/obscurité de 12 : 12 heures. L’alimentation et 1’ecau de
boisson ont été distribuées ad libitum. Les animaux ont été apportés 7 jours avant le début de
I’expérimentation pour une stabilisation de leur humeur et de leur comportement (Photo 3

annexe 3).

1.2. Préparation du lait et de I’'urine de chamelle
Les échantillons de lait et d'urine de chamelle ont été prélevés de la méme maniére citée

dans le premier chapitre.

1.3. Le choix du médicament hépatotoxique

Dans notre étude, le choix du médicament a effet hépatotoxique était basé sur une enquéte
qui a été réalisée au niveau du service d’hépato-gastro-entérologie du CHU de Constantine.
L’objectif de cette enquéte était d’évaluer les classes thérapeutiques les plus impliquées dans
les hépatopathies médicamenteuses, les caractéristiques démographiques et médicales des
patients présentant des atteintes hépatiques, ainsi que leur fréquence par rapport a toutes les
déclarations.
Les médecins de ce service nous ont orientés vers 1’utilisation du traitement antituberculeux,
car la plupart des cas d’hépato toxicité surviennent suite a ce type de traitement. Nous avons
d’abord commencé par un petit questionnaire au sein du service de pneumologie du Centre

hospitalo-universitaire de Constantine. (Annexe 4). Afin de mieux comprendre ce probleme
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sanitaire sur un plan pratique, et aussi pour une bonne maitrise de 1’induction de cette toxicité
hépatique chez le modéle animal, ce questionnaire a porté sur quelques facteurs de risque
d’hépato toxicité induite par les antituberculeux a savoir : 1’age, le sexe, le type de traitement
utilise, le type de la tuberculose ... etc.

Notre choix était en accord avec les conclusions de plusieurs études scientifiques, qui
démontrent un effet hépatotoxique élevé des antituberculeux, et surtout de I’association

Rifampicine- Isoniazide (Bhupinder et al., 2007 ; Tung et al ., 2013).

1.4. Préparation des médicaments

Les médicaments nécessaires a notre étude, a savoir I'lsoniazide et la Rifampicine, ont été
fournis par le service d’épidémiologie de I’hopital d’El khroub Constantine.
Rifampicine : RIFADINE®, RIMACTAN® ; molécule obtenue par modification de la chaine
latérale de Rifamycine SV.

Isoniazide : RIMIFON® ; dérivé de I’acide isonicotinique.

Les solutions d'INH et de RIF ont été préparées séparément dans de I'eau distillée stérile
(Voir photos 4 et 5 Annexe 3), en mélangeant une quantité d’eau distillé avec la dose

nécessaire du médicament.

1.5. Protocole expérimental
L’¢étude a été effectuée au mois de février 2019. Les lapines ont été réparties au hasard en
cing groupes de huit animaux chacun ;

- Les lapines du groupe 01 représentent les témoins négatifs, elles n’ont regu aucun
traitement (seulement de 1’eau distillé).

- Les animaux du groupe 02 ont été traités a I’Isoniazide et a la Rifampicine
conformément a un protocole standard d’induction d’hépato- toxicité (Bhupinder et
al., 2007). L’Isoniazide a été administré a raison de 50 mg/kg/J. La Rifampicine a été
administrée a raison de 100 mg/Kg/J.

- Les animaux des groupes 03, 04 et 05 ont recu un traitement avec Isoniazide-
Rifampicine plus du lait, de I’urine et un mélange lait /urine respectivement.

Le lait de chamelle a été administré a raison de 33 ml/kg de poids vif / jour par gavage oral a
I’aide d’une sonde naso-cesophagienne (Hassan et Emam, 2012). L’urine a été administrée a
raison de 20 ml/kg de poids vif /jour (Mohamed et al., 2014). Le mélange lait/urine a été

administré a raison de 16,5 ml de lait et 10 ml d’urine/kg/J.

81



Etude expérimentale Chapitre 2

Trois lapines sont mortes durant 1’expérimentation. Une lapine du groupe 2 (le 6°™ jour du
traitement), une lapine du groupe 04 (le premier jour du traitement suite & une entérotoxémie

confirmée apres autopsie) et une lapine du groupe 05 (suite a une fausse déglutition).

Tableau 16. Protocole expérimental

groupes traitement Dose
01 (CN) Pas de traitement /
(eau distillée)
02 (RI) Isoniazide 4| Isoniazide (50 mg/Kg/J)
rifampicine +| Rifampicine (100 mg/kg/J)
03 (RIL) + | Isoniazide 4| Isoniazide (50 mg/Kg/J)
+| Rifampicine 4| Rifampicine (100 mg/kg/J)
+| Lait de chamelle  =&| 33 ml lait/kg/J pendant 10 jours
04 (RIV) Isoniazide 4| Isoniazide (50 mg/Kg/J)
Rifampicine +| Rifampicine (100 mg/kg/J)
Urine de chamelle | 20 ml urine /Kg/J pendant 10 jours
05 (RILU) * | Isoniazide | Isoniazide (50 mg/Kg/J)
+| Rifampicine +| Rifampicine (100 mg/kg/J)
+| Mélange lait et urird| 16,5 ml de lait et 10 ml d’urine/kg/J
de chamelle pendant 10 jours

1.6. Etapes de I’application de la sonde naso-cesophagienne

e Les lapines sont tranquillisées

e Elles sont maintenues en décubitus sternal par une aide, et la téte est maintenue
legerement en hauteur.

e Un anesthesique local est utilisé (spray de xylocaine) quelques secondes avant
d’introduire la sonde.

e La distance jusqu'a laquelle la sonde doit étre introduite est mesurée au préalable, en
prenant comme repere le bout du nez, et 3 a4 cm en avant de la derniere cote.

e La sonde est ensuite fixée par deux points (le premier au plus pres de la narine, et le
second entre les oreilles)

e La présence de la sonde au niveau de I’cesophage est vérifiée (instillation d’une petite

quantité d’eau) voir photos 6 et 7 Annexe 3.

82



Etude expérimentale Chapitre 2

1.7. Echantillonnage de sang et manipulation des tissus

Apres 10 jours de traitement, 5 ml de sang ont été prélevés directement au moment du
sacrifice des animaux a partir de la veine jugulaire ; le sang a été recueilli dans des tubes
héparinés, et rapidement acheminé au laboratoire d’analyse dans des conditions de froid afin
de réaliser les dosages de quelques parameétres de la fonction hépatique. Des échantillons de

foie ont été obtenus pour I'examen histo-pathologique.

1.8. Examen anatomopathologique
1.8.1. Examen macroscopique
Une observation des modifications de la couleur et de la consistance puis une pesée de

I’organe ont été effectuées.

1.8.2. Examen histo-pathologique

Les tissus hépatiques ont été coupés en petits morceaux et immergés dans du formol
tamponné neutre a 10 % pendant 24 h. Les tissus fixés ont été traités, incorporés dans de la
paraffine, sectionnés, déparaffinés et réhydratés en utilisant la technique standard décrite ci
dessous. L’examen histo-pathologique a été réalisé au niveau du service d’anatomo-

pathologie du Centre Hospitalo-Universitaire Ibn Badis de Constantine.

1.8.2.1. La fixation
Les cassettes contenants les échantillons sont mises dans un bocal rempli de formol

(formaldéhyde a 10%), pour fixer les échantillons.

1.8.2.2. Lacirculation
Cette étape consiste en une succession de déshydratations, et a faire pénétrer la paraffine

au sein du tissu. Elle se réalise a ’aide d’un automate de traitement des tissus.

+ Fixation terminale (bocal 01)

Bain de formol pendant 2 heures d’immersion afin de bien fixer les échantillons avant
la déshydratation.

+ Déshydratation (bocaux 02 a 07)
Bains d’alcool a concentrations croissantes correspondant aux bocaux 2 jusqu'a 7, afin
de remplacer I’eau par 1’alcool éthylique pour éviter la distorsion et le durcissement des

échantillons.

e Immersion dans le bocal 2 (alcool a 70 %) pendant 2 heures.
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e Immersion dans le bocal 3 (alcool a 80 %) pendant 2 heures.

e Immersion dans le bocal 4 (alcool & 90 %) pendant 1 heure.

Puis on termine la déshydratation avec 3 bains d’alcool absolu (alcool & 100 %) : I’immersion
pendant trois heures pour chaque bain, afin d’enlever complétement toute trace d’eau des

échantillons.

+ Eclaircissement (bocaux 08 a 10)
Le panier est transféré dans les trois bains de xylene a 100 % (immersion pendant une heure

pour chaque bain de xylene).

#+ Imprégnation (bocaux 11 et 12)

Se fait dans les deux derniers bocaux de I’automate, contenant les bains de paraffine chauffés

a 65°C. L’imprégnation a pour but d’endurcir le tissu.

R L N O <

Photo 8. Automate de traitement des tissus
1.8.2.3. Inclusion
On commence par choisir un moule convenable selon la taille de 1’échantillon a enrober.
La paraffine préalablement fondue a 68°C est coulée dans le moule choisi, en quantité

suffisante pour immerger 1’échantillon.

Le moule est laissé durant quelques minutes sur une plaque de refroidissement réglée a -5°C.
Ensuite on procede au démoulage, on obtient alors des fragments tissulaires inclus dans un

bloc de paraffine.
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1.8.2.4. La microtomie (réalisation des coupes)

On utilise un microtome pour isoler des rubans tres fin du bloc de paraffine. Le ruban
obtenu est placé dans un bain marie a 37 °C puis, récupéré sur une lame en verre. La lame est
placée sur une plaque chauffante & 50°C pendant 10 minutes pour préfixer les tissus ensuite
dans une étuve a 90°C pendant une heure pour les sécher (photos 9, 10, 11,12 Annexe 3).

1.8.2.5. Déparaffinage et coloration

Apreés séchage, les lames sont plongées dans différent bains :

e Bain de xyléne pendant 5 minutes.

e Bain d’alcool pendant 5 minutes.

e Bain d’H20 pendant 2 minutes.

e Bain d’hématoxyline (colorant basique nucléaire) pendant 3 minutes.
e Deux ringages successif a I’eau.

e Bain d’éosine a 1% (colorant acide cytoplasmique) pendant 1 minute.
e Deux ringages successifs a 1’eau.

e Bains d’alcools successifs a 70°, 95° puis alcool absolu.

e Mettre les lames dans le xyleéne jusqu'a ’assemblage.

1.8.2.6. Montage
Mettre une goutte d’Eukitt (résine) sur une lamelle puis la placer sur la lame de fagon a

couvrir le tissu. A la fin, on obtient des lames colorées prétes pour 1I’examen microscopique.

1.8.2.7 Observation microscopique
Les lames sont observées au microscope afin de définir la présence et le degré des

Iésions hépatiques.

1.9. Analyses biochimiques

Les plasmas séparés ont été soumis a la détermination de la concentration de quelques
parameétres biochimiques (glucose, urée, créatinine, protéines totales, triglycérides, cholestérol
et bilirubine), et les mesures des activités de ’ALAT, ASAT et de la PAL.
Les dosages qui ont porté sur 10 paramétres ont été réalisés a I’aide d’un semi-automate ;
KENZA MAX (BIOLABO Dignostics, France) selon des méthodes colorimétriques.
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1.9.1. Proteines totales
+ Principe
La méthode est basée sur la technique du biuret. C’est la méthode pratiquée par la majorité
des laboratoires cliniques pour sa simplicité, sa rapidité et sa fiabilité. Le principe est que les
protéines forment avec les ions cuivriques, en milieu alcalin, un complexe coloré en bleu
violet. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration en protéines totales dans

I’échantillon et se mesure entre 530-560nm.

(Milieu alcalin)
Protéines + Cu+2 I::> Complexe Cu-protéines

+ Protocole
Le Kit utilisé pour le dosage des protéines totales (PT) est composé de réactif biuret R et de
PT CAL (Etalon) a concentration connue. Trois tubes ont été utilisés, le premier pour le blanc,
le deuxiéme pour le standard (Etalon) et le troisiéme pour 1’échantillon. Les volumes utilisés

pour chaque tube sont représentés par le tableau ci-dessous :

Tableau 17. Protocole de dosage des protéines totales

Blanc standard Echantillon
R (mL) 1 1 1
Standard (uL) / 25 /
Echantillon (uL) / / 25

Aprés avoir incubé les trois tubes a 37o.C pendant 5 minutes, la lecture des absorbances a été

réalisée immediatement et le résultat est affiché sur I’écran de I’appareil.

1.9.2. Creatinine
+ Principe
La créatinine est le résultat de dégradation de la créatine, composant des muscles et qui peut
étre transformé en ATP. La production de créatinine dépend de la modification de la masse
musculaire. Elle est stable jusqu’a 4 jours a température ambiante et 1 & 3 mois apres
congélation du prélévement a -20°C (Denys et Furon, 2014).
La technique utilisée est la méthode cinétique appliquée a la réaction de Jaffé sans

déprotéinisation préalable. Le principe est bas¢ sur la mesure de la formation d’un complexe
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coloré entre la créatinine et 1’acide picrique dans un pH alcalin (complexe de couleur rouge).
L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de la créatinine
présente dans 1’échantillon (Delatour et al, 2011).

La lecture se fait a 492 nm.

+ Protocole
La composition du Kit créatinine est rapportée dans le tableau ci-dessous :

Tableau 18. Kit créatinine

R 1 Réactif picrique Acide picrique 17,5 mmol/L
R 2 Réactif alcalinisant Hydroxyde de sodium 0,29 mmol/L
Créatinine CAL 2 mg/DlI

Apres avoir préparé le réactif de travail en mélangeant des volumes égaux de R1let R2, 3 tubes
ont ¢té utilisés. Un tube pour le blanc, un deuxieme pour I’étalon et un troisieéme pour
I’échantillon. Les 3 tubes regoivent tous ImL de solution de travail, le tube étalon recoit en
plus 100 pL de créatinine CAL et le tube échantillon regoit 100 pLL du plasma.
La réaction entre sérum et réactif est immédiate et la lecture de 1’absorbance est effectuée en
cinétique (en deux temps de lecture) ; T1 a 30 secondes et le T2 a 90 secondes

La concentration finale de la créatinine est lue sur I’écran de 1’appareil.

1.9. 3. Urée
+ Principe
L’urée est le produit final du métabolisme protéique, formée dans le foie lors du cycle de
I'urée. L’urée est dosée par méthode colorimétrique a I’uréase (réaction de Berthelot) selon le
principe suivant : L’urée de I’échantillon est hydrolysée enzymatiquement, sous 1’action

catalytique de I’uréase en ammoniac (NHa4) et en dioxyde de carbone (CO2):

Urée + H2O  T—— > 2(NH4+CO2

Les ions ammonium, en présence de salicylate et d’hypochlorite de sodium réagissent en
formant un composé¢ de couleur verte (Dicarboxylindophenol) dont [D’intensité¢ est

proportionnelle a la concentration en urée :

NHa+ Salicylate+Na CIO |::> Indophénol
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La lecture se fait a 580 nm.
+ Protocole
Le tableau ci-dessous représente la composition du Kit urée.
Tableau 19. Le Kit urée

R1 Tampon Phosphate pH 6,7 50 mmol/L
EDTA 2 mmol/L
Sodium salicylate 400 mmol/L
Sodium nitroprusside 10 mmol/L
R2 NaCIO Sodium hypochlorite 140 mmol/L
Sodium hydroxyde 150 mmol/L
R3 Enzymes Uréase 30000 U/L
Urée CAL 50 mg/dL

La premiere étape consiste en la préparation du réactif de travail (RT) en dissolvant un
comprimé de R3 enzyme dans un flacon de R1 tampon. Les volumes pipetés dans chaque tube
sont rapportés dans le tableau suivant.

Tableau 20. Protocole du dosage de 1’urée

Blanc standard Echantillon
R (mL) 1 1 1
Standard (uL) / 10 /
Echantillon (uL) |/ / 10

Aprés une incubation de cing minutes a 370C, un volume de 1mL de R2 a été rajouté dans les
trois tubes. La lecture de I’absorbance est réalisée apres incubation de 10 minutes a

température ambiante. Les résultats obtenus sont affichés sur I’écran de I’appareil.

1.9.4. Cholestérol
+ Principe
Le cholestérol est un lipide de la famille des stérols qui joue un réle central dans de nombreux
processus biochimiques. La concentration en cholestérol est stable pendant 5 a 7 jours a 4°C,
3 mois a -20°C et plusieurs années a -70°C.
La méthode utilisée est colorimétrique basée sur 1’utilisation d’une enzyme. Les réactions

impliquées sont :
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Sous ’action de la cholestérol-estérase, les esters du cholestérol sont scindés en cholestérol et

Acides gras selon la réaction :

(Cholestérol estérase)
Ester de cholestérol + H20 I::> cholestérol + acide gras

Sous I’action de la cholestérol-oxydase, le Cholestérol est transformé en présence de

I’oxygene, en cholest-4- éne- 3-one avec formation d’eau oxygénée.

(Cholesterol oxydase)
Cholesterol + O2 |::> cholest-4-éne-3-one + H20

En présence de peroxydase, ’eau oxygénée formée réagit avec I’amino 4-phénazone et le

phénol avec formation d’un dérivé coloré rose.

(Peroxydase)

2 H202 + 4-Aminophénazone + phénol I:> Quinonimine + 4 H20

L’intensité de la coloration développée est proportionnelle a la concentration en cholestérol

dans I’échantillon qui est mesurée par photométrie a une longueur d’onde de 505 nm.

+ Protocole
Le Kit cholestérol utilisé est composé de deux reactifs et un étalon (cholestérol CAL) voir

tableau ci-dessous :

Tableau 21. Kit cholestérol

R1 Tampon Phéno | 26 mmol/L

R2 enzymes Cholestérol estérase 300U/L
Cholestérol oxydase 300 U/L
4-Aminophenazone 0,4 mmol/L

Cholestérol étalon 200 mg/dL

Apres avoir préparé le réactif de travail en melangeant deux flacons de Rlet R2, trois tubes
ont été utilisés, le premier pour le blanc, le deuxieme pour 1’étalon contenant 10 pL de
cholestérol CAL et le troisieme pour 1’échantillon contenant 10 uLL du plasma. Les trois tubes

contenaient 1mL de réactif de travail.
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La lecture de 1’absorbance a été réalisée aprés avoir incubé les tubes pendant 5 minutes a

370C, les résultats obtenus sont affichés sur 1’écran de ’appareil.

1.9.5. Triglycérides

Les triglycérides sont hydrolysés enzymatiquement par la lipase afin de libérer les acides
gras et le glycérol.
Le glycérol est phosphorylé par I’adénosine triphosphate (ATP) et le glycérol kinase (GK)
pour produire du glycérol-3-phosphate et de 1’adénosine diphosphate (ADP). Le glycérol-3-
phosphate est oxydé en dihydroxyacétone phosphate (DAP) par la glycérol phosphatase
oxydase (GPO) en produisant du peroxyde d’hydrogéne (H,0;). Lors d’une réaction colorée
catalysée par la peroxydase, le H202 réagit avec la 4-aminoantipyrine (4-AAP) et le 4-
chlorophénol (4-CP) pour produire un colorant rouge.
L’absorbance de ce colorant est proportionnelle a la concentration en triglycérides dans
I’échantillon. Cette méthode analytique repose sur la séquence de réaction décrite par (Fossati
et Prencipe, 1982 ; McGowan et al., 1983). Ce réactif utilise le 4-chlorophénol plutot que le

2-hydroxy-3,5-sulfonate de dichlorobenzéne, utilisé dans les études de Fossati et McGowan.

1.9.6. Glucose
% Principe
Le glucose est dosé par une méthode enzymatique a hexokinase (HK) et glucose -6-
phosphate déshydrogénase (G-6-PDH) selon le principe suivant :
En présence ATP et de magnésium, I’HK catalyse la phosphorylation du glucose pour former

du G-6-P et ADP selon équation suivante :

Glucose + ATP |::> Glucose-6-phosphate + ADP

Ensuite le G-6-P est oxyde par G-6-PDH en présence de NAD pour produire du 6-
phosphogluconate et du NADH, H+ (une mole de NAD est réduite en mole de NADH, H+ pour
chague mole du glucose).

L’absorbance due au NADH, H+ (concentration du glucose) est déterminée par une lecture en
point final (340 et 373 nm).

1.9.7. ASAT (TGO)
L’ASAT catalyse le transfert de la fonction amine de 1’aspartate vers 1’a-cétoglutarate
qu’elle transforme en glutamate. Dans un premier temps, I’ASAT se lie a ’aspartate puis

transfére la fonction amine sur un coenzyme lié : le phosphate de pyridoxal qui devient
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phosphate de pyridoxamine sans cesser d’étre 1i¢ a I’enzyme. L’enzyme se dissocie alors de
I’oxaloacétate. Dans le second temps, 1’enzyme liée au phosphate de pyridoxamine, forme un
complexe avec 1’a-cétoglutarate, puis transfere la fonction amine du coenzyme qui redevient
phosphate de pyridoxal, vers le second substrat qui est transformé en glutamate. Enfin, le
complexe ASAT-glutamate se dissocie : ’enzyme et son coenzyme lié ont recouvré leurs

structures initiales (Bergmeyer et al., 1978).

1.9.8. ALAT (TGP)

L’ALAT catalyse le transfert de la fonction amine de 1’alanine vers 1’a-cétoglutarate
qu’elle transforme en glutamate. Dans un premier temps, I’ALAT se lie a I’alanine puis
transfére la fonction amine sur un coenzyme lié : le phosphate de pyridoxal qui devient
phosphate de pyridoxamine sans cesser d’étre li¢ a I’enzyme. L’enzyme se dissocie alors du
pyruvate.

Dans le second temps, I’enzyme li¢e au phosphate de pyridoxamine, forme un complexe avec
I’a-cétoglutarate, puis transfére la fonction amine du coenzyme qui redevient phosphate de
pyridoxal, vers le second substrat qui est transformé en glutamate. Enfin, le complexe ALAT-
glutamate se dissocie : I’enzyme et son coenzyme lié ont recouvré leurs structures initiales

(Bergmeyer et al., 1986)

1.9.9. Bilirubine totale

Les méthodes traditionnelles de mesure de la bilirubine reposent sur la réaction de la
bilirubine avec un réactif diazoique pour former un complexe coloré : I'azobilirubine. Il est
possible d'accélérer la diazoréaction en ajoutant certaines molécules (méthanol, caféine,
diméthyl- sulfoxide). Ces méthodes ont été modifiées entre autres par l'addition de
surfactants.

La bilirubine totale (fractions conjuguée et non conjuguée) se lie avec le réactif diazoique en
présence d'un surfactant pour former de I'azobilirubine. La diazoréaction est accélérée par
I'addition de surfactant qui agit comme agent de solubilisation. L'augmentation de la densité
optique a 548 nm causée par I'azobilirubine est directement proportionnelle a la concentration
en bilirubine totale (Harr, 2006).

1.10. Analyses statistiques

L’analyse statistique des données a été réalisée a I’aide de deux logiciels :
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e La version 2019 du logiciel XLstat a été employée pour l'analyse statistique. Les
données ont été analysées par le test ANOVA a un facteur. Le test de Tukey HSD
(Honestly Significant Difference) a été utilisé pour comparer les moyennes. Les
différences ont été considérées comme significatives lorsque P <0,05, et tres

significatives lorsque P <0,01. Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type.

e Laversion 20.0 du logiciel SPSS a été utilisée pour I’étude de 1’aspect macroscopique
du foie. Les données ont été analysees par le test exact de Fisher. Les différences ont
été considérées comme significatives lorsque P <0,05, et tres significatives lorsque P
<0,01.

2. Résultats et discussion
2.1. Résultats du questionnaire

Le tableau 27 (annexe 5), ainsi que les figures 14, 15, 16 et 17 représentent les résultats du
questionnaire concernant quelques facteurs de risques de la toxicité hépatique des
antituberculeux au niveau du service de pneumologie du CHU Ibn Badis de Constantine
(année 2016/2017).

10,34 %

B Toxicité hépatique

B Non intoxiqué

89,66 %

Figure 14. Pourcentage des patients qui ont présenté une toxicité hépatique suite a un
traitement anti bacillaire (année 2016/2017)
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83,33%

B Homme

H femme

Figure 15. Pourcentage de femme et hommes qui ont présenté une toxicité hépatique suite a

un traitement anti bacillaire (année 2016/2017)

38,89%

61,11%

mTP
W TEP

Figure 16. Pourcentage du type de la tuberculose (année 2016/2017)

® (3j 2 10j)
= (10 a 40j)

Figure 17. Délais d’apparition d’une toxicité hépatique aprés début du traitement
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Au regard des résultats présentes dans les figures 14, 15, 16 et 17, la toxicité hépatique
secondaire au traitement anti bacillaire est observée chez 10,34 % des patients tuberculeux
traités durant ’année 2016/2017, avec un délai d’apparition variable allant de 3 & 10 jours
chez 50 % des patients traités, et de 10 a 40 jours chez 50 % des patients traités.
Elle est prédominante chez la femme ; 15 femmes /114 femmes traitées (13,15 %) ont
développé une toxicité hépatique, alors que chez les hommes elle est de (5,26 %) 3 hommes
/57 hommes traites.
Elle touche des sujets de différents ages :

- 20 a40 ans, la toxicité hépatique est de 50 %,

- 40260 ans, elle est de 38,98 %

- plusde 60 ans, elleestde 11,11 %
Les sujets atteints de toxicité hépatique sont majoritairement porteurs de tuberculose extra
pulmonaire (61,11%), elle est ganglionnaire le plus souvent.
Les principaux signes cliniques sont : I’ictére, les vomissements et 1’asthénie.
Les résultats de notre étude concordent avec ceux rapportés par Boukhechem (2016) qui a
montré suite a une enquéte au niveau du service de pneumologie du CHU de Constantine en
2015, que I’hépato toxicité induite par les antituberculeux est plus fréquente et plus sévére
chez les sujets ayant des facteurs de risque : sexe féminin, tare associée, malnutrition et hypo
albuminémie. Cette toxicité a un délai d’apparition variable allant de 3 a 5 mois. La forme

dissociée a dose minime est la plus évoquée : 22cas/ 24.

2.2. Résultats et discussion d’analyses biochimiques

Les tableaux 22 et 23 rapportent la valeur moyenne et 1’écart-type des parameétres

biochimiques étudiés.

94



Etude expérimentale Chapitre 2
Tableau 22. Moyenne et écart-type des parametres biochimiques

Groupes | GLU (g/lL) | CHOL (g/L) TG (g/L) PT (g/L) CREA (mg/L) | UREE (g/L)
01 1,23#0,38 | 0,77+0,23 0,78+0,47 60,88%5,87 9,85+0,89 0,47+0,04
Valeurs de | (0,75-1,55) | (0,10-0,80) (1,23-1,55) | (54-75) (5-25) (0,20-0,45)
référence
02 1,39+0,12 [ 1,19+0,36 1,21+0,38 55,48+7,46 14+2,88" 1,15+0,54"
03 1,274#0,06 | 1,73+0,83** 2,35+1,31 616,37 12,42+3,59 0,76x0,26
04 1,29+0,07 | 1,15+0,47 2,62+1,92° | 58,57+4,89 12,57+1,98 0,87+0,10
05 1,49+0,27 2,10+0,66~ " | 1,76+0,86 64,42+2,81" 11,85+2,34 0,91+0,35

Les valeurs ont été exprimées en moyenne + écart-type, (*, # = p<0,05 ; **, ## = p<0,01 ; ***, ### =
p<0,001). *comparaison avec groupe contrdle (témoin négatif)), # comparaison avec le groupe 2.

Tableau 23. Moyenne et écart-type des enzymes hépatiques et la bilirubine

Groupes ASAT ALAT PAL Bilirubine
(UI/L) (UI/L) (UI/L) (UI/L)

01 69.4 £25.1 77 .7+32 .0 48 25+17 .8 0.96%0.09

Valeursde | (35-130) (45-80) (12-96) (0-7)

référence

02 174 £115.9 161 .01+ 86 .6 617+ 286 .4 8 .57+7.55

03 110.1+62 .6 97 .2+ 45 4 389.57+£92.07 % |4.57£3.91

04 61.1+ 44 .17 71 .14+ 59 .17 392 .71+ 133.7 " | 5 57+5.77

05 71 .85+55 .2 68 .28+ 12 .6" 461 .14+ 160 .6~ | 4.42+1.99

Les valeurs ont été exprimées en moyenne + écart-type, (*, # = p<0,05 ; **, ## = p<0,01 ; ***, ### =
p<0,001). *comparaison avec groupe contrdle (t¢émoin négatif), # comparaison avec le groupe 2.

Au regard des tableaux 22 et 23, on remarque que les valeurs moyennes des différentes

parametres biochimiques du groupe témoin négatif c’est a dire le groupe 1 sont situées dans

les normes déja citées par des études antérieures (Yao Konan et al., 2016 ; Makinde, 2016 ;
Saad et al., 2017 ; Carpenter et Marion, 2018).
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L'association de médicaments antituberculeux (Isoniazide et Rifampicine) a provoqué un
degré considérable d'hépato-toxicité se traduisant par une altération du bilan biologique
hépatique.

Nous avons rapporté dans la présente étude, que le groupe n'ayant recu que des suspensions
d'antituberculeux, c'est-a-dire le groupe 02 présentait une augmentation non significative des
concentrations plasmatiques de glucose, cholestérol, triglycérides, et de I'activité de I'ALAT et
de I'ASAT par rapport au groupe témoin, une augmentation significative de la concentration
de I'urée, de la créatinine, et de la bilirubine ( p <0,05), et une augmentation tres significative
de l'activit¢ de PAL (p <0,001), et enfin une diminution non significative des protéines
totales.

Chez les groupes traités avec le lait et les urines de chamelle associés aux médicaments
antituberculeux, ¢’est a dire les groupes 3, 4 et 5, nous avons remarqué une restauration des
niveaux d'/ALAT, d'ASAT, PAL, PT, urée, créatinine, et bilirubine par rapport au groupe 2 qui

a recu le traitement anti-bacillaire seul.

En ce qui concerne le cholestérol et les triglycérides, nous avons remarqué une augmentation
non significative dans les groupes 3, 4 et 5 accompagnée d’une augmentation non
significative du glucose dans le groupe 5.

La différence entre les 3 groupes qui ont été traités avec du lait, urine, et mélange lait/urine

(groupes 3, 4 et 5 respectivement) n'était pas statistiguement significative.

2.2.1. Variation des bio-marqueurs de la fonction hépatique (PAL, ALAT, ASAT,
Bilirubine)

Le foie est sujet a de nombreuses affections dont I’origine peut étre primaire ou secondaire.
Toutefois, méme en cas d’affection, nous n’observons pas de symptdmes dans un premier
temps car le foie est un organe de grande taille, qui est capable d’une compensation
fonctionnelle importante. Les symptomes d’affection hépatique n’apparaissent que lorsqu’une
majeure partie du foie (plus de 70 %) est atteinte. Les signes cliniques d’insuffisance ou
d’atteinte hépatique sont variés. On peut retrouver: amaigrissement, hépatomégalie, ictére,
vomissement, diarrhée, anorexie, abattement, asthénie, ascite, polyuro-polydipsie (PUPD),
encéphalopathie hépatique (Michaux, 2017 ; Medaille et Lagrange, 2018).
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Les phosphatases alcalines (PAL) sont des enzymes hépatiques membranaires qui hydrolysent
les phosphates et alcalinisent le pH (Kerr, 1989). Les PAL sont principalement produits par
les cellules pariétales des canaux biliaires lors d’une augmentation de pression sur celles-Ci
(Mazelier et Vergneau, 2014). Elles font partie des enzymes les plus largement distribuées
dans le corps. On les retrouve en particulier dans les os, le foie, 1’épithélium intestinal, les
tubules rénaux et le placenta sous forme d’isoenzymes (Harkness et al., 2010 ; Varga,
2014).

Les carnivores domestiques possédent 2 iso-enzymes de PAL, une intestinale et une présente
dans des tissus divers comme le foie, le rein, les o0s. Le lapin possede également des iso
enzymes que ’on retrouve principalement dans les reins et le foie et dont les caractéristiques
se rapprochent plus de la forme intestinale (Nogushi et Yamashita, 1987).

L’alanine aminotransferase (ALAT) est une enzyme cytoplasmique libre présente dans les
hépatocytes. Elle est aussi présente dans d’autres tissus comme le cceur, les muscles
squelettiques et les érythrocytes. Elle intervient dans le métabolisme des acides aminés. Son
activité plasmatique dépend du renouvellement cellulaire et de sa demi-vie (Medaille et
Lagrange, 2018). La demi-vie de ’ALAT est courte chez le lapin; environ 5 heures
(Jenkins, 2000).

L’aspartate aminotransferase (ASAT) est une enzyme cytoplasmique et mitochondriale. On la
retrouve dans de nombreux organes chez le lapin, au sein des cellules hépatiques, cardiaques,
musculaires squelettiques, rénales et pancréatiques. Son activité est plus importante dans le
foie et les muscles squelettiques (Benson et Paul-Murphy, 1999 ; Varga, 2014). Elle est
principalement utilisée comme marqueur des dommages tissulaires ou comme indicateur
d’affection hépatique. Sa specificité demeure cependant limitée, elle semble étre moins
spécifique d’une atteinte hépatique que I’ALAT et sa demi-vie est courte, de 1’ordre de

quelques heures (Harkness et al., 2010).

Le lapin secrete une grande quantité de bile, environ sept fois plus qu’un chien lorsque
rapportée au poids (Weisbroth et al., 2013). De plus, il differe aussi des autres espéces dans
son meécanisme de catabolisme et d’excrétion des produits de I’hémoglobine. Il a une moindre
activité de la biliverdine réductase (Fekete, 1989), et seulement 30% de la biliverdine est
convertie en bilirubine. Ainsi la bile de lapin est principalement composée de biliverdine :
environ 70%, et seulement 30% de bilirubine (dont 90% sous forme conjuguée). Il n'y a pas

de test disponible pour doser la biliverdine. Seule la part de biliverdine convertie en bilirubine
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est mesurée (Washington et Van Hoosier, 2012). Chez le lapin, la bilirubine est secrétée par
le foie sous forme mono-conjuguee, contrairement a la forme di-conjuguée secrétée dans la

plupart des espéces (Weisbroth et al., 2013).

Les résultats de notre ¢tude démontrent qu’un traitement de 10 jours par les antituberculeux a
induit une altération du bilan biochimique chez les animaux intoxiqués (groupe 2), altération
marquée par une augmentation tres significative de PAL (P <0,01), une augmentation non
significative des activités enzymatiques de I’ALAT et I’ASAT, et une augmentation
significative de la bilirubine (P <0,05) (Tableau 16, Figures 14, 15, 16 et 17). Ce résultat est
en accord avec les travaux de (Tasduq et al., 2005 ; Raviinder et al., 2006 ; Bhupinder et
al., 2007 ; Santhosh et al., 2007 ; Vandana et al., 2007 ; Bougentouf et al., 2011 ; Shih et
al., 2013 ; Zhi-Hua Zhang et al., 2012 ; Lian et al., 2013 ; Jahan et al., 2015 ; Tufail et
al., 2017) qui ont utilisé I’Isoniazide et la Rifampicine pour provoquer une toxicité hépatique.
Ces perturbations peuvent étre le résultat d’un stress oxydatif produit suite a 1’administration
de ces 2 molécules. Les radicaux libres pourraient également étre responsables de la

dégradation des phospholipides présents dans les cellules hépatiques.

Des résultats similaires ont été rapportés suite a I’utilisation d’autres molécules hépato-
toxiques chez d’autres espéces animales.

Tunez et al. (2005) ont étudié les effets protecteurs de la mélatonine et du diméthylsulfoxyde
sur I'hépatotoxicité et la neurotoxicité induites par le Thioacétamide.

Mohamed et al. (2016) ont étudié I’effet du lait et/ou de I'urine de chamelle du désert sur la
cirrhose induite expérimentalement chez le rat par le Thioacétamide, Khan et Al Zohairy
(2011) ; Khan et al. (2019) en utilisant du Tétrachlorure de carbone (CCL4) chez le rat,
Mahrous et al. (2016) en utilisant de I'Acétaminophéne, et Elhag et al. (2017) en utilisant

de I'Ethanol chez le rat.

Le traitement par le lait, ’urine, et le mélange lait et urine de chamelle a produit une
amélioration trés marquée des valeurs des enzymes hépatiques principalement de la
phosphatase alcaline, et aussi une diminution de la concentration de la bilirubine.

Nos résultats sont en accord avec des études antérieures (Al-Hashem, 2009 ; Mohamed

et al., 2016 ; Korish et Arafah, 2013) qui ont enquété sur les effets du lait de chamelle sur
I'amélioration de la fonction hépatique suite a une altération biochimique et cellulaire induites

par un régime riche en graisses et en cholestérol. Les mémes constats ont été obtenus a partir
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d'études avec de l'urine de chameau contre des dommages hépatiques induits par I'alcool ou
le CCL4 (Elhag et al., 2016 ; Hany et al., 2019).

Mahrous et al. (2016) ont montré que I'administration du lait de chamelle a entrainé un effet
antioxydant chez les souris, et cela a été établi par une diminution marquéee dans les niveaux
de malondialdéhyde, aussi, les niveaux de I’ALAT et I’ASAT ont été restaurés dans le groupe
traité au lait de chamelle.

Les niveaux élevés de vitamines anti-oxydantes C, A et E et minéraux antioxydants (zinc,
cuivre et magnésium) dans le lait de chamelle, aident a réduire le stresse oxydatif. La vitamine
E et le magnésium ont été suggerés pour améliorer la biosynthése du glutathion.

Le magnésium a été associé a la prévention contre les espéces réactives de I'oxygene (Larrey,
2013; Wang et al., 2017 ; Mohamed, 2017 ; Mahrous et al., 2017).

Le zinc est nécessaire pour l'activation de plus de 300 réactions enzymatiques et peut prévenir
les dommages cellulaires par I'activation du systeme antioxydant. Il influence la division

cellulaire, la différenciation par réplication de I'ADN et la synthese des protéines.

Elhag et al. (2017) ont rapporté une restauration des activités des enzymes hépatiques ASAT,
ALAT et PAL chez des rats intoxiqués a I’alcool, et traités avec du lait et de l'urine de
chamelle. L'étude a suggéré que l'apport du lait de chamelle peut jouer un réle important dans
I'amélioration de lésions hépatiques alcooliques.

Khorshid et al. (2016) ont évalué le pouvoir hépato-protecteur d'un extrait d'urine de
chameau lyophilisé chez des rats intoxiqués.

L'évaluation de l'activité anti oxydante de 1’urine de chameau par les tests ABTS, DPPH,
FRAP a montré une activité anti oxydante tres importante (Hasni et Habita, 2015 ; Alebie et
al, 2017).

L'urine de chameau est riche en potassium, phosphore et magnésium, connus pour leurs effets
thérapeutiques par la présence des polyphénols et des flavonoides. Nos résultats étaient en
parfaite cohérence avec les conclusions de nombreux auteurs (Al-Attas, 2008 ; Khorshid et
al., 2016).
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Figure 18. Variation plasmatique de la phosphatase alcaline
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Figure 19. Variation plasmatique de la bilirubine
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Figure 20. Variation plasmatique de ’ALAT
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Figure 21. Variation plasmatique de I’ASAT

2.2.2. Variation des marqueurs de la fonction rénale (urée, créatinine)

Nos résultats sont représentés dans les figures 22 et 23 ci-dessous, qui montrent les
variations de ’'urémie et de la créatinémie dans les différents groupes étudiés. On remarque
qu’il ya une augmentation tres significative (p<0,01) (tableau 22) des valeurs moyennes de
I’urée et la créatinine dans le groupe 2 (sujets intoxiqués) par rapport au groupe contréle, pour

les groupes 3, 4 et 5 on remarque qu’il ya une légére augmentation non significative.

L’association de la Rifampicine et 1’Isoniazide provoque un degré considérable d’altération

des taux plasmatiques de 1’urée et la créatinine, ces constats sont en accord avec les résultats
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de plusieurs auteurs (Alexandria et al., 2015 ; Khalid et al., 2018 ; Naseer et al., 2020) qui
ont montré la présence d’une néphro-toxicité provoquée par le traitement anti bacillaire.
L'augmentation des taux plasmatiques de créatinine et d'urée peut étre due a la diminution du
taux de filtration glomérulaire (Wang et al., 2012 ; Lopez-Giacoman et Magdalena, 2015).
Selon plusieurs études, la Rifampicine pourrait provoquer des niveaux accrus d'especes
réactives de l'oxygene qui declenchent la peroxydation lipidique de la membrane cellulaire
entrainant des dommages au tissu rénal. En cas de maladie rénale, I'urée sanguine s'accumule,

car son taux de production est supérieur a son taux de clairance (Mayne, 1994).

D'un autre coté, la présente étude a révelé que le traitement par le lait et l'urine de chamelle
arrivait a restaurer les valeurs plasmatiques d'urée et de créatinine dans des limites de
référence dans les groupes traités par rapport au groupe contrdle. Cela peut étre attribué a
I'effet d'amélioration du lait et des urines sur le taux de filtration glomérulaire en raison de
leur fort potentiel antioxydant (Fahaid, 2009 ; Afifi, 2010).

Créatinine
16

14
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10

~ O o

CN RI RIL RIU RILU
M Créatinine 9,86 14 12,42 12,57 11,86

Figure 22. Variation plasmatique de la créatinine
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Figure 23. Variation plasmatique de 1’urée
2.2.3. Variation des taux plasmatique du cholestérol et triglycérides

Les résultats de la présente étude ont également établi que le traitement aux
antituberculeux pourrait affecter le métabolisme lipidique du foie (taux de triglycérides et du
cholestérol). Ceci est mis en évidence par une augmentation non significative des niveaux des

parameétres lipidiques (Figures 24 et 25).

Cette situation pourrait étre attribuée a la réduction de l'activité de la lipase, ce qui pourrait
conduire a une diminution de I'nydrolyse des triglycérides (Jahn et al., 1985). D'un autre
coté, on peut supposer que I'hypercholestérolémie chez les lapines intoxiquées aux
antituberculeux a été causee par des dommages aux cellules du parenchyme hépatique qui ont
entrainé une perturbation du métabolisme des lipides dans le foie (Havel et al., 1986). Ce
méme constat a été déclaré par Thnaian et al. (2013), qui ont réalisé une étude biochimique
et histo pathologique chez des rats intoxiqués au tétrachlorure de carbone et traités au lait de
chamelle.

Dans notre investigation, les lapines traitées avec le lait et les urines de chamelle (groupes 3, 4
et 5) ont montré une augmentation significative (p <0,05) des valeurs des triglycérides et du
cholestérol par rapport aux groupes 1 et 2; contrle et intoxiqués respectivement. Cette
augmentation est en désaccord avec les résultats de plusieurs études (Thnaian et al., 2013 ;
Mohamed et al., 2016) qui ont démontré un effet hypo lipémiant du lait et des urines de
chamelle. Le mécanisme de 1’effet hypo lipémiant du lait de chamelle pourrait étre attribué a

I’activité inhibitrice sur la cholestérol acyl transférase. Cette enzyme est responsable de
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I'acylation du cholestérol en esters de cholestérol dans le foie (Matsuda, 1994). Ces résultats
sont soutenus par ceux de Harini et Pugalendi (2010), Khan et al. (2012), Kebir (2018), qui
ont rapporté que le traitement du diabete par l'insuline servait a réduire les taux de
triglycérides plasmatiques en renvoyant l'activité lipoprotéique de la lipase a la normale.
Ainsi, la diminution du taux de triglycérides apres traitement au lait de chamelle pourrait étre
due a l'augmentation de la sécrétion d'insuline, qui & son tour augmente l'activité de la
lipoprotéine lipase.

El-Sayed et al. (2011) ont étudié I'effet de I'insuline fournie par le lait de chamelle sur le
profil lipidique des diabétiques de type 1 par rapport a l'injection d'insuline seule. Aprés 3
mois de traitement, le profil lipidique chez les patients diabétiques de type 1 traités avec de
I'insuline (c'est-a-dire le groupe témoin) a diminué de 9%, le taux de triglycérides et de
cholestérol et de LDL-C de 7%. Le profil lipidique a diminué de maniere significative (p
<0,001), par trois pour les triglycérides, et par deux pour le cholestérol et les LDL-C chez les

patients diabétiques traités au lait de chamelle.

Sboui et al. (2010) ont également démontré I’effet hypolipémiant du lait de chamelle en
étudiant I'efficacité de ce lait sur des chiens diabétiques induits par I'alloxane. Deux groupes
de chiens diabétiques ont recu du lait cru de chamelle (groupe 1) ou du lait cru de vache
(groupe 2) pendant cing semaines. A la fin du premier test, le groupe 1 a montré une baisse
statistiquement significative de la glycémie (de 10,88 £+ 0,55 mmol/L a 5,77 + 0,44 mmol/L),
du cholestérol (de 5,99+0,15 mmol/L a 4,4+0,62 mmol/L) et des concentrations de protéines
totales (de 80,06 + 2,11 g/L a 63,56 + 3,16 g/L). Au cours de cette période, le groupe 2
présentait des concentrations élevées de glucose sanguin (8 mmol/L), de cholestérol (de 5,99
+ 0,58 a 7,13 £ 1,25 mmol/L) et de protéines totales (de 79,18 + 6,07 a 84,33 £ 0,56 g/L).
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Figure 24. Variation plasmatique du cholestérol
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Figure 25. Variation plasmatique des triglycérides

2.2.4. Variation des taux plasmatique du glucose et des protéines totales

Dans la présente étude, la valeur du glucose plasmatique était augmentée chez les lapines
traitées aux antituberculeux. Cette augmentation a été restaurée vers les valeurs de référence
lorsque les lapines intoxiquées ont été traitées avec le lait et les urines de chamelle (figure
26). L'effet hypoglycémiant du lait et des urines de chamelle observé dans nos travaux était
attendu vu les teneurs en insuline les plus élevées pour ces produits et rapportées par plusieurs
études. Ces résultats sont cohérents avec les observations de plusieurs auteurs (Singh, 2001 ;
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Agrawal et al., 2002 ; Agrawal et al., 2007 ; Hamad et al.,, 2011) pour I'effet
hypoglycémiant du lait de chamelle. Il convient de noter que le lait de chamelle ne forme pas
de coagulum dans I'environnement acide de I'estomac, ce qui peut a son tour permettre un
passage rapide du lait de chamelle avec sa proteine/insuline spécifique dans I'estomac et reste
disponible pour I'absorption dans l'intestin (Hamad et al., 2011).

La faible concentration du glucose plasmatique chez les lapines traitées avec le lait et les
urines de chamelle peut également étre liée au fait que certaines matieres végétales
consommeées par le chameau aient des effets antidiabétiques et que les ingrédients actifs soient
présents dans les fluides corporels tels que I'urine et le lait (Yadav et al. 2015 ; Mustapha et
al., 2021).

L’interprétation des variations des protéines totales chez le lapin se fait de la méme maniére
que chez les autres mammiféres. L’intervalle de référence pour les protéines totales chez le
lapin est 54-75 g/L (Carpenter et Marion, 2018).

L'estimation des taux de protéines totales est utilisée pour évaluer la fonction hépatique. Au
cours de I'népatoxicité, les cellules hépatiques sont incapables de synthétiser correctement les
protéines en raison de lésions hépatocellulaires (Thapa et Walia, 2007 ; Sankar et al.,
2015). Une baisse dans le taux plasmatique des protéines totales, due a un mauvais
fonctionnement des hépatocytes a été observée dans le groupe 2 (figure 27). Le lait et les
urines de chamelle ont protégé les hépatocytes des lésions expérimentales et leur ont permis
de recouvrir une de leur fonction essentielle, celle de synthétiser les protéines plasmatiques

chez les groupes 3, 4 et 5 respectivement.
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Figure 26. Variation plasmatique du glucose
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Figure 27. Variation plasmatique de protéines totales

2.3. Résultats et discussion d’analyse anatomo-pathologiques

2.3.1. Variations du poids corporel et hépatique

Le tableau ci-dessous, et les figures 28, 29, 30, 31, 32 et 33 indiquent les valeurs
moyennes, les écarts types ainsi que la variation du poids corporel et hépatique dans les

différents groupes de I’étude.

Tableau 24. Modifications du poids corporel et du poids du foie dans les groupes
témoins et expérimentaux

Groupes Poids Poids Valeur | Poids
expérimentaux | corporel corporel duP hépatique (Q)
initial (Kg) | final (Kg)

1(CN) 2,34+ 0,23 2,54+0, 24 0,151 93,71+6,82

2 (RI) 2,20+0,08 1,88+0,14 0,000 60,57+3,69***
3 (RIL) 2,25+0,13 2,04+0,16 0,020 69,43+6,34***
4 (RIV) 2,24+ 0,13 2,03+0,30 0,137 71,00+8,60***
5 (RILU) 2,260,15 1,99+0,26 0,061 67,4317 ,54***

Les valeurs ont été exprimées en moyenne * écart types. (*, # = p <0,05; **, ##=p <0,01; ***,
###=p <0,001) * = par rapport au groupe contrdle, # = par rapport au groupe intoxiqué.

Les données ont été analysées en utilisant une ANOVA unidirectionnelle suivie du test de Tukey
HSD

107



Etude expérimentale Chapitre 2

2,6
2,3
2,55

2,2
2,5
2,45 2,1 4
2,4 2 -
2,35 19 -
2,3

1,8 -
2,25
2,2 . L7 -

PI PF

Figures 28 et 29. Poids corporels initial et final du groupe contrdle (CN) et groupe intoxiqué
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Figures 30 et 31. Poids corporels initial et final du groupe RIL et RIU respectivement
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Figure 32. Poids corporels initial et final du groupe RILU
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Figure 33. Variation du poids du foie dans les différents groupes

Au regard du tableau 24 et des figures 28, 29, 30, 31, 32 et 33, on remarque qu’ll y avait une
réduction significative du poids corporel et du poids des foies chez les lapines traitées par la
suspension d’isoniazide et de rifampicine par rapport aux lapines du groupe contr6le.

La diminution du poids corporel des lapines du groupe 2 (RI) dans notre étude pourrait étre
due a la diminution de la prise alimentaire, et cela pourrait étre expliqué par la douleur
provoquée par le traitement anti-bacillaire (les lapines étaient plus calmes, avait moins

d'activité motrice et ont présenté un dos voussé, signe d’une douleur abdominale).

Le méme résultat a été rapporté par Bhupinder et al. (2007) qui ont étudié I’effet de la
cimétidine sur I'népatotoxicité induite par 1’association isoniazide-rifampicine chez le lapin et
qui ont noté une diminution significative du poids corporel et hépatique des lapins apres 7
jours de traitement antituberculeux.

Miglani (2015) a étudi¢ 1’effet hépato protecteur du lait de chévre contre I'népato toxicité
induite par les médicaments antituberculeux chez le rat. Aprés 30 jours de traitement, il a noté
une diminution significative du poids corporel mais par contre une augmentation du poids
hépatique. Cette augmentation pourrait étre expliquée par la plus longue durée du traitement

(transformation du tissu hépatique en tissu fibreux).
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Nos résultats sont en désaccord avec les résultats de Ravinder et al. (2006) qui ont étudié
I’effet de 1'ail sur les lésions hépatiques induites par l'isoniazide et la rifampicine chez le rat.
IIs ont noté aprés 28 jours de traitement, que le poids corporel et le poids relatif du foie des
rats ne présentent aucune différence statistiquement significative par rapport aux animaux
témoins.

Dans la présente étude, le traitement avec le lait, I’urine et le mélange lait/urine de chamelle a
entrainé une amélioration marquée des poids corporel et hépatique. Cette augmentation n’a

pas été significative parmi les différents groupes investigués.

2.3.2. Variation macroscopique et histologique du foie

2.3.2.1. Variation macroscopique du foie

La sévérité des lésions hépatiques microscopiques a été évaluée qualitativement apres
inspection de la morphologie macroscopique du foie.
Les scores morphologiques de la présente étude sont représentés dans le tableau 25.
Les photos 13, 14, 15, 16, 17, et 18 montrent 1’aspect macroscopique du foie des lapines des
différents groupes d’étude. Au regard du tableau 25 et des photos ci-dessous, on remarque que
les lapines du groupe 2 qui ont eu un traitement antibacillaire seul pendant 10 jours présentent
une variation significative de 1’aspect macroscopique (p <0,05) comparativement au groupe
contréle avec une décoloration compléte et une induration sur ’ensemble du foie. Le méme
résultat a été déclaré par Miglani (2015) qui a étudié 1’effet hépato-protecteur du lait de
chevre contre I'hépato-toxicité induite par les medicaments antituberculeux chez le rat, et il a
noté un rétrécissement du foie avec ’apparition de quelques taches décolorées chez les rats
suite a un traitement antituberculeux de 30 jours. L’utilisation du lait, des urines et du
mélange lait / urine de chamelle dans les groupes 3, 4 et 5 a montré une restauration de

I’aspect macroscopique du foie.

Tableau 25. Scores morphologiques globaux du foie des différents groupes expérimentaux

Groupe Score 0 Score 1 Score 2
1 (CN) 7 0 0
2 (RI) 0 1 6
3 (RIL) 4 3 0
4 (RIU) 4 3 0
5 (RILU) 5 2 0
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Chague lot contient 7 lapines (nombre total)
Score 0 : lapines qui ont une couleur normale et consistance normale du foie
Score 1 : lapines qui ont une décoloration hétérogéne et une induration partielle du foie

Score 2 : lapines qui ont une décoloration compléte et une induration sur 1I’ensemble du foie

Photo 13. Foie des lapines du groupe 1 Photos 14. Foie des lapines du groupe 2

Photo 15. Foies des lapines des groupes 1 et 2
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Photos 16 et 17. Foies des lapines des groupes 3 et 4

Photo 18. Foie des lapines du groupe 5

2.3.2.2. Variation histologique du foie

Les résultats de I’analyse histologique sont représentés par les photos 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25 et 26. On remarque que le foie des lapines non traitées (groupe contréle) montre une
architecture histologique normale. Les hépatocytes sont disposés en travées radiaires qui
convergent vers une veine centro-lobulaire et séparées par des sinusoides vasculaires (photo
19).
Le foie des lapines traitées par les antituberculeux (INH /RMP) pour une période de 10 jours,
présente les signes d’une souffrance hépatocytaire a savoir : une clarification du cytoplasme,
une augmentation de la taille des noyaux et des hépatocytes, une binucléation, ainsi qu’une

stéatose mixte a predominance microveésiculaire, une légere cholestase et un infiltrat
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inflammatoire important de nature lympho-plasmocytaire avec des polynucléaires
éosinophiles au niveau des espaces portes (photos 20, 21, 22, 23).

Des changements similaires de I’aspect microscopique du foie ont été rapportés par certains
auteurs. Ravinder et al. (2006) signalent qu’apres un traitement de 28 jours par 1’association
isoniazide — rifampicine, il ya eu I’apparition d’une inflammation portale et d’une nécrose du
foie.

De méme, Bhupinder et al. (2007) ont montré I’apparition d’une inflammation portale, d’une
surcharge adipeuse et d’une nécrose des cellules hépatiques chez des animaux recevant
I'association isoniazide-rifampicine pendant 7 jours.

Les coupes histologiques hépatiques des lapines traitées par les antituberculeux (INH /RMP)
associées au lait, a ’urine et au mélange lait /urine de chamelles montrent une morphologie
hépatique normale, restaurée. Nous avons par ailleurs noté la présence d’une stéatose
hépatique microvésiculaire discrete chez le groupe traité avec 1’urine de chamelle seule
(Photo 25).

Ces résultats sont en accord avec les conclusions de plusieurs auteurs. Althnaian et al.
(2013) ont rapporté 1’effet hépato-protecteur du lait de chamelle contre la toxicité hépatique
induite par le CCL4 chez le rat.

Le foie des rats témoins a révélé que les hépatocytes, les triades portales et le systeme
vasculaire apparaissaient dans des proportions normales. Le foie de rats traités uniqguement au
lait de chamelle n'a révélé aucune altération pathologique (nécrose, inflammation ou fibrose).
Le foie des rats intoxiqués au CCI4 présentait une altération adipeuse massive et une nécrose
centrolobulaire dans la plupart des cas. De plus, une nécrose des cellules hépatiques uniques a
été clairement observée dans certains cas. Une hépatite caractérisée par une infiltration de
cellules mononuclées principalement des macrophages et des lymphocytes autour des veines
centro-lobulaires et dans les espaces portes a également été observée dans la plupart des cas
de rats intoxiqués au CCI4, ainsi que d'autres manifestations histologiques qui étaient
également coheérentes avec les conclusions d'autres auteurs (Sun et al., 2001; Khan et Al-
Zohairy, 2011). L’association du lait de chamelle au CCL4 a assuré une conservation du
parenchyme hépatique. Le méme résultat a été démontré par Al-Hashem, 2009 ; Mohamed
et al., 2016 ; Korish et Arafah, 2013.

Elhag et al. (2016) ont étudi¢ 1’effet hépatoprotecteur de l'urine de chameau (Camelus
dromedarius) contre les lésions hépatiques induites par 1’éthanol chez le rat, ils ont noté des

changements adipeux généralisés et une légere nécrose dans le groupe intoxiqué a I'éthanol.
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Etude expérimentale Chapitre 2

L’administration d'urine de chameau (1mL/100g ) contre les dommages du foie induits par
10% d'éthanol (5g/kg) a entrainé une ameélioration du tableau histo pathologique.

Photo 20. Choléstase : Lapines du groupe 02 (H&E, X100).

114



Etude expérimentale Chapitre 2

Photo 21. Clarification du cytoplasme, binucléation et stéatose microvésiculaire: Lapines du
groupe 02 (H&E, X400).

Photo 22. Présence de binucléation : Lapines du groupe 02 (H&E, X400).
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Etude expérimentale Chapitre 2

Photo 23. Infiltrat lympho-plasmocytaire :
Lapines du groupe 02 (H&E, X100).

Photo 24. Architecture normale du foie : Lapines du groupe 03 ( H&E, X40).
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Photo 26. Architecture normale du foie: Lapines du groupe 05 (H&E, X100).
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Etude expérimentale Chapitre 2

Conclusion 2

Dans le présent chapitre, [’hépato toxicité induite par I’association de médicaments
antituberculeux (Rifampicine et Isoniazide) a été reproduite avec succés au regard des
résultats des bilans biochimiques et histo pathologiques.

Le lait et I’'urine de chamelle administrés par gavage naso-cesophagien ont été efficaces pour
réduire la gravité de I'népato toxicité grace a une restauration des lésions histo-pathologiques
et une normalisation des valeurs plasmatiques d'ALAT, ASAT, PAL et de la bilirubine
(marqueurs de la fonction hépatique).

Sur la base du présent travail, il a été conclu que le lait et I’'urine de chamelle possédent une
activité protectrice qui s'est révélée efficace dans I'népato toxicité induite par les médicaments
antituberculeux. Cependant, la différence entre les trois groupes traités n'était pas
statistiquement significative. L’étude suggere de mener davantage d’investigations Sur ce
role indéniable que possédent le lait et 1’urine de chamelle dans la protection contre certaines

pathologies.
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Conclusion génerale et perspectives

Sur le plan expérimental, rares sont les travaux de recherche qui ont été engages en Algeérie
sur les hépatites d’origine médicamenteuse et sur les effets thérapeutiques du lait et des urines
de chamelle. Notre étude expérimentale est scindée en deux chapitres.

Nous avons abordé dans le premier chapitre de la partie expérimentale, 1’étude des
caractéristiques physicochimiques, de quelques parameétres biochimiques, et de la qualité
microbiologique du lait et des urines de chamelles dans le but de vérifier leur qualité, de
permettre leur valorisation en médecine traditionnelle, et d’établir des régles scientifiques
pour leurs usages.

Les résultats que nous avons pu obtenir pour les analyses physicochimiques et biochimiques
étaient similaires a ceux rapportés dans la bibliographie et montrent que les échantillons
prélevés et utilisés dans cette recherche sont stables et frais.

L’¢étude de la qualité microbiologique, a montré la présence d’une charge bactérienne minime
dans les échantillons de lait utilisés, qui se situe dans les normes citées dans la bibliographie,
et ’absence totale de germes dans les échantillons d’urines. Cela exprime 1’état de santé des
chamelles ciblées et la salubrité des méthodes de prélévement, de transport et de conservation.
L’¢tude de Dactivité antioxydante des urines de chamelle a montré une activité anti-

radicalaire importante contre le radical ABTS comparativement au radical DPPH.

Le but principal du deuxieme chapitre est d'explorer le potentiel hépato protecteur du lait et
des urines de chamelle dans I'hépato toxicité induite expérimentalement chez le lapin. La
premiére étape consiste a établir une hépato toxicité mimant la maladie hépatique humaine a
travers des animaux de laboratoire. L'hépato toxicité a été induite par l'utilisation de
médicaments antituberculeux, a savoir I'lsoniazide et la Rifampicine

La période d'étude est de 10 jours au cours desquels les animaux ont été partagés en 5
groupes. Le 10°™ jour, les animaux ont été sacrifiés en suivant les régles d’éthiques pour
diverses estimations macroscopiques, histopathologiques et biochimiques.

Des études antérieures ont prouve l'activité anti oxydante, antidiabétique et anti-inflammatoire
du lait et des urines de chamelle. Cependant, rares sont celles qui ont porté sur I’activité

hépato protectrice. Le présent travail a donc été entrepris pour étudier I'effet du lait et des
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urines de chamelle contre I'hépato toxicité induite par les médicaments antituberculeux chez
le lapin.
Les résultats du deuxiéme chapitre sont résumés ci-dessous :
e L'hépato toxicité induite par les meédicaments antituberculeux a été reproduite avec
succes au regard des résultats obtenus concernant 1’aspect morphologique macroscopique
et histo pathologique ainsi que les modifications biochimiques.
e Le lait et les urines de chamelle ont permis de restaurer I’aspect macroscopique et
microscopique du tissu hépatique comparativement au groupe intoxiqué.
e Le lait et les urines de chamelle ont permis de normaliser de maniere significative les
changements biochimiques, c'est-a-dire les changements associés aux biomarqueurs de la
fonction hépatique (ALAT, ASAT, PAL, Bilirubine).
e Sur la base des résultats obtenus dans le deuxieme chapitre, il a été conclu que le lait et
les urines de chamelle possédent une activité hépato protectrice qui s'est avérée efficace
dans I'hépato toxicité induite par les médicaments antituberculeux. Cependant, la
différence entre les groupes (lait, urine, mélange lait /urine) n'était pas statistiquement
significative.
Dans I’ensemble, les résultats obtenus permettent de déduire que le lait et les urines de
chamelle présentent des propriétés thérapeutiques remarquables dues a leur richesse en
molécules organiques et inorganiques ayant montré leur efficacité dans la toxicité hépatique

d’origine médicamenteuse.

Par ailleurs, cette étude ouvre de nouvelles voies d’investigation pour :

e Utiliser d’autres modeéles expérimentaux pour confirmer 1’activité hépato protectrice
du lait et des urines de chamelle.

e Etudier d’autres effets thérapeutiques de ces produits a savoir 1’effet antidiabétique,
anticancéreux et néphroprotecteur, et cela en comparant les deux types d’exploitations
utilisees en Algerie (semi-intensif et extensif).

e Reéaliser des travaux sur les activités biologiques du lait et des urines a savoir 1’activité
antimicrobienne, anti oxydante, antibactérienne et anti-inflammatoire.

e Effectuer des études approfondies visant a mieux caractériser les différents

constituants du lait et des urines de chamelles.
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Résumé

Les hépatites meédicamenteuses sont incriminées dans la majorité des mortalités liées a la prise
de médicaments. Aprés une synthese bibliographique a travers laquelle ont été rapportées des
données générales concernant le foie et les hépatotoxicités médicamenteuses, ainsi que les
connaissances générales sur la composition du lait et des urines de chamelle et leurs
différentes utilisations thérapeutiques, 1’étude pratique a englobé deux chapitres ; I’objectif du
premier chapitre a été d’étudier quelques paramétres physicochimiques, biochimiques et
microbiologiques du lait et des urines de chamelles. Les résultats que nous avons pu obtenir
sont similaires a ceux rapportés dans la bibliographie. Ceci rend compte des qualités
exceptionnelles du lait et des urines de chamelle, et d’une activité anti-oxydante indéniable de
I’urine de chamelle.

L’objectif du deuxiéme chapitre a été d'étudier les effets hépato-protecteurs du lait et de
I'urine de chamelle dans 5 groupes constitués de 8 lapines chacun. Le premier groupe a regu
une solution saline (témoin), les animaux du groupe 2 ont recu quotidiennement de
I'isoniazide (50 mg/Kg/j) avec de la rifampicine (100 mg/Kg/j) pendant 10 jours. Les lapines
des groupes 3, 4 et 5 ont recu de l'isoniazide (50 mg/kg/jour) et de la rifampicine (100
mg/kg/j) avec du lait (33 ml /kg de poids/jour), de lI'urine (20 ml/kg de poids/jour), et un
mélange contenant du lait et de I’urine de chamelle respectivement.

Les taux plasmatiques de bilirubine, protéines totales, glucose, urée, créatinine, cholestérol,
triglycérides, ainsi que les activités des enzymes ALAT, ASAT et PAL ont été mesurés. Des
variations histologiques sur les tissus hépatiques ont également été décrites. Les lapines du
groupe 2 ont montré une augmentation non significative des taux plasmatiques d'ALAT et
d'ASAT et une augmentation tres significative de la bilirubine et de la PAL. Les coupes
histologiques de foie des lapines du groupe 2 ont montré des signes de souffrance
hépatocytaire. Les valeurs des parametres biochimiques dosés ont été restaurées chez les
animaux des groupes 3, 4 et 5 par rapport au groupe 2. Les variations histologiques ont
également été réduites chez les animaux recevant du lait et des urines de chamelle,
démontrant ainsi une ameélioration du tableau histopathologique. Le lait et lI'urine de chamelle
ont ainsi des effets protecteurs sur I'hépatotoxicité induite par l'association isoniazide-
rifampicine.

Mots clés : Lait, Urine, Chamelle, Toxicité hépatique, Antituberculeux.
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Abstract

Drug-induced hepatitis are implicated in the majority of drug-related deaths. Following a
bibliographical synthesis through which general data on liver and hepatotoxicities were
reported, and general knowledge of the composition of milk and camel urine and their
different therapeutic uses. Our practical study included two chapters; the objective of the first
chapter was to study some physicochemical, biochemical and microbiological parameters of
milk and camel urine. The results we were able to obtain are similar to those reported in the
bibliography. This reflects the exceptional qualities of milk and camel urine, and the

undeniable antioxidant activity of camel urine.

The objective of the second chapter was to study the hepatoprotective effects of milk and
camel urine in 5 groups consisting of 8 rabbits each. The first group received a saline solution
(control), while the animals in group 2 received isoniazid (50 mg/Kg/d) daily with rifampin
(100 mg/Kg/d) for 10 days. Rabbits in groups 3, 4 and 5 received isoniazid (50 mg/kg/day)
and rifampin (100 mg/kg/day) with milk (33 ml/kg weight/day), urine (20 ml/kg weight/day),
and a mixture containing milk and camel urine, respectively. Plasma levels of bilirubin, total
protein, glucose, urea, creatinine, cholesterol, triglycerides, as well as the activities of the
ALAT, ASAT and PAL enzymes were measured. Histological changes in liver tissue have
also been described. Group 2 rabbits showed a non-significant increase in plasma levels of
ALAT and ASAT and a very significant increase in bilirubin and PAL. Histological sections
of the liver of Group 2 rabbits showed signs of hepatocytic pain. Values of assayed
biochemical parameters were restored in animals in groups 3, 4 and 5 compared to group 2.
Histological variations were also reduced in animals receiving milk and camel urine, thus
demonstrating an improvement in the histopathological picture. Camel milk and urine thus
have protective effects on hepatotoxicity induced by the combination isoniazid-rifampin.

Key words: Milk, Urine, Camel, Hepatic Toxicity, Anti-tuberculosis drugs.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to study the hepatoprotective effects of camel milk and urine in 5
groups of 8 rabbits. The first group I received saline solution (control), animals in group 2 received daily isoniazid
(50 mg/Kg/d) with rifampicin (100 mg/Kg/d) orally during 10 days. Rabbits in groups 3, 4, 5 received isoniazid
(50 mg/kg/day) and rifampicin (100 mg/kg/d) with added milk, urine, and a mixture of camel milk and urine,
respectively. Camel milk was administered @ 33 ml, kg bodyweight, day with oral gavage using a nasopharyngeal
catheter. Urine was administered @ 20 ml, kg bodyweight, day. Plasma levels of bilirubin, and activities of ALAT,
ASAT and PAL were measured. Histological variations on liver tissues were also described. Group 2 rabbits showed
a non-significant increase in plasma ALAT and ASAT levels and a very significant increase in bilirubin and PAL.
Histological sections of liver of rabbits in group 2 showed signs of hepatocyte suffering, these biochemical changes
were reversed in groups 3, 4 and 5 animals compared to the group 2. Histological variations were also reduced in
animals receiving camel milk and urine mixture. Camel milk and urine thus have protective effects on hepatotoxicity

induced by isoniazid-Rifampicin combination.

Key words: Camel, hepatotoxicity, isoniazid-rifampicin, milk, urine

Camel milk and urine together is used
extensively in traditional medicine in Sudan and
they claimed that this combination cures a lot of
diseases including liver disease and jaundice (Elhag
et al, 2017). Researchers validated these in rats
with ethanol induced hepatotoxicity and beneficial
hepatoprotective effects of using camel’s milk and
urine mixture were evidenced which could be
attributed to antioxidant activity or to its chelate
effects on toxicants (Elhag et al, 2017). Camel urine
is known to contain many active components and
essential inorganic elements which play a protective
role as antibacterial, antifungal, antiviral and
anticancer agents. Protective role of camel urine (CU)
against CCl4-induced liver damage in rats was also
studied. Camel urine showed to play a promising
anti-oxidative and anti-free radical scavenging
mechanism against hepatic dysfunction (Hany et
al, 2019). The possible protective role of both camel
milk and urine on CCL4 induced liver damage was
studied and found that camel urine has protective
effect against CCL4 induced liver damage more than
camel milk (Khan et al, 2019). The thioacetamide-

induced liver cirrhosis in rats was ameliorated by
administration of camel milk and urine in a ratio
of 2:1 (Mohamed et al, 2016). Histopathological and
biochemical changes were also reported by rats
intoxicated by carbontetrachloride and were treated
by camel milk (Althnaian et al, 2013).

Isoniazid (INH) and Rifampicin (RMP), first-
line drugs used as anti-tuberculosis chemotherapy,
are associated with hepatotoxicity (Mohamed et al,
2016). However, hepatotoxicity has been shown to be
increased in case of association with RMP. The latter

playing the role of enzyme inducer (Perriot et al, 2011;
Sahli and Rim, 2015).

In order to protect from the toxic metabolites,
the liver is equipped with an endogenous protection
system; antioxidant enzymes and reduced
glutathione. Strengthening this system requires the
use of antioxidant molecules of vegetal or animal
origin.

Biochemical and histological variations related
to the use of milk and urine of camels as a protective
treatment against anti-tuberculosis chemotherapy has
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not been studied previously. Therefore, we studied
the protective effects of camel milk and camel urine
against hepatotoxicity induced by Isoniazid and
Rifampicin in rabbits.

Materials and Methods

Camel milk and camel urine samples were taken
from desert camels from Biskra in south-eastern of
Algeria. Milk was collected in sterile vials and kept in
coolers during transport to the laboratory. Milk and
urine bottles were frozen at -20°C until use.

Animals

The experiment was carried out on 40 sexually
mature female rabbits obtained from the Technical
Institute of Livestock “ITELV” in the city of
Constantine. Their live weight varied from 2 to 2.8
kg. They were individually kept stainless steel cages
with a 12/12 hours light/darkness cycle. Food and
drinking water were given ad libitum. Animals were
brought 7 days before the starting of the experiment
to stabilise their mood and behaviour.

Experimental protocol

The study was carried out in February 20109.
Female rabbits were randomly divided into 5 groups
of 8 animals on each:

— Group 01 animals represented negative controls;
they did not receive treatment.

— Group 02 animals were treated with Isoniazid and
Rifampicin in accordance with a standard protocol
for the induction of hepatotoxicity (Bhupinder et al,
2007).

— Groups 03, 04 and 05 animals received treatment
with Isoniazid-Rifampicin with added milk, urine
and a milk/urine mixture, respectively.

Camel milk was administered at a rate of
33ml/kg bodyweight/ day by oral gavage using a
nasoesophageal tube (Hassan and Emam, 2012).

Urine was administered at a rate of 20 ml/kg
bodyweight/ day (Mohamed et al, 2014) (Table 1).

Three rabbits died during the experiment, i.e.
a group 2 rabbit (on the 6th day of treatment), a
group 04 rabbit (the first day of treatment following a
confirmed enterotoxemia after autopsy) and a group
05 rabbit (following a false swallowing).

Blood sampling and tissue manipulation

After 10 days of treatment, 5 ml of blood were
drawn directly at the time of sacrificing the animals
by puncturing the jugular vein. Blood was collected
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in heparinised tubes, and it was quickly sent to the
laboratory under cold conditions for analysis to carry
out some hepatobiochemical parameters.

Table 1. Experimental protocol.

Groups |Treatment Dose

Control |e No treatment |/
01 (distilled water)

02 |e Isoniazid
o Rifampicin

o [soniazid (50 mg/kg/d)

e Rifampicin (100 mg/kg/d)

o Isoniazid (50 mg/kg/d)

e Rifampicin (100 mg/kg/d)

© 33 ml milk/kg/d for 10 days
e Isoniazid (50 mg/Kg/d)

o Rifampicin (100 mg/kg/d)

© 20 ml milk/kg/d for 10 days
o [soniazid (50 mg/Kg/d)

o Rifampicin (100 mg/kg/d)

@ 16,5 ml milk and 10 ml urine
/kg/d for 10 days

03 e Isoniazid
o Rifampicin
o Camel milk

04 o Isoniazid
o Rifampicin
o Camel milk

05 e Isoniazid

® Rifampicin

e Camel milk/
urine mixture

Histopathological examination

Liver tissue was cut into small pieces and
immersed in 10% neutral buffered formalin for 24h.
The fixed tissues were treated, incorporated into
paraffin, sectioned, dewaxed and rehydrated using
standard techniques (Sahli and Rim, 2015). The
histopathological examination was carried out at
the department of pathological anatomy- University
hospital centre IBN BADIS, Constantine -Algeria.

Biochemical analyses

Separated plasmas were subjected to the
determination of concentrations of bilirubin, and the
measurements of the activities of ALAT, ASAT and
PAL.

The assay of bilirubin is carried out by
a colorimetric technique with dimethylsulfoxide
(DMSO) (Bergmeyer et al, 1978).

The evaluation of alkaline phosphatase activity
is a kinetic p-Nitrophenylphosphate photometric
test in accordance with the recommendations of the
International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicines (IFCC) (Rosalki et al, 1993).

ALAT and ASAT activities are measured
by enzymatic and kinetic tests with lactate
dehydrogenase and malate dehydrogenase,
respectively (Maloy and Evelyn, 1937).

Statistical analyses

The 2019 version of the XL-STAT software was
used for statistical analysis. Data were analysed by
a one-way analysis ANOVA test. The Tukey HSD

Journal of Camel Practice and Research



(Honestly Significant Difference) test was used to
compare the means. The differences were considered
significant when P-value <0,05. The results were
expressed as mean * standard deviation (mean £SD).

Results

Biochemical analysis results

The combination of anti-tuberculosis drugs
(Isoniazid and Rifampicin) caused a considerable
degree of hepatotoxicity and tissue damage in the
liver. There has been an increase in the activity of
plasma enzymes ALAT, ASAT and PAL. We found
in the present study that the group that received
only suspensions of anti-tuberculosis drugs, i.e.
group 02 showed a non-significant increase in the
activity of ALAT and ASAT compared to the control
group, a significant increase in the concentration of
bilirubin (p <0,05) and a very significant increase in
PAL activity (p <0,001). In the groups which were
treated with milk and camel urine associated with
anti-tuberculosis drugs (groups 03, 04, 05), we noticed
a reversal in the levels of ALAT, ASAT, PAL and
bilirubine compared to group 02 animals. However,
the difference between the three groups that were
treated with milk, urine, and milk/urine mixture (03,
04, 05, respectively) was not statistically significant
(Table 2).

Table 2. Plasma concentrations (mean + standard deviation)
of ASAT, ALAT, PAL and Bilirubin in rabbits in the
control group, intoxicated rabbits, and treated rabbits.

Group ASAT ALAT PAL Bilirubin

Control 69.4+ 77.7% 48.25+ 0.96+
01 25.1 32.0 17.8 0.09

0 174+ 161.01+ 617+ 8.57+
115.9 86.6 286.4™" 7.55*

03 110.1+ 97.2+ 389.57+ 457+
62.6 454 92.0°"# 3.91

04 61.1+ 71.14+ 392.71+ 5.57+
44.1% 59.1# 133.77"# 5.77

05 71.85+ 68.28+ 461.14+ 442+
55.2 12.6% 160.6%** 1.99

Values were expressed as mean+SD, (*, # = p<0.05; **, ## =
p<0.01 ; *** , ### = p<0,001) *when compared with normal
control group (NC) , #when compared with treated group (03).

Histopathological analysis

Untreated rabbits liver (control group) showed a
well-preserved histological architecture. Hepatocytes
were arranged in radiating spans from the central
lobular vein and surrounded by vascular sinusoids
(Fig 1).

Liver of rabbits treated with anti-tuberculosis
drugs (INH / RMP) during 10 days, showed signs
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of hepatocyte suffering, namely; clarification of the
cytoplasm, increase in the size of the nuclei and
hepatocytes, binucleation, presence of Councilman’s
bodies, macrovesicular and microvesicular steatosis,
predominantly microvesicular, slight cholestasis
and, a significant inflammatory infiltrate of lympho-
plasmocytic nature with eosinophilic polynuclear cells
(Fig 2, 3,4, 5).

Liver histopathological sections of rabbits
treated with anti-tuberculosis drugs (INH/RMP)
associated with milk, urine and milk/urine mixture
of camels showed recovery to a normal appearance.
Hepatocytes with discrete microvesicular steatosis
were seen for the group treated with camel urine (Fig
6,7,8).

Discussion

The results of our study demonstrate that the
10-days treatment with anti-tuberculosis drugs causes
an alteration in the biochemical balance of intoxicated
animals. These findings are in agreement with the
findings of several studies (Ravinder et al, 2006;
Bouchentouf et al, 2011; Shih et al, 2013; Vandana et
al, 2007).

ALAT and ASAT transaminases are hepatocyte
enzymes whose function is to catalyse transfer
reactions of an amino group from an alpha-amino acid
to an alpha-ketonic acid. ALAT is present mainly in the
liver and incidentally in muscles and kidneys. ASAT
has a much wider distribution, in the liver but also in
the heart, skeletal muscles, kidneys and brain. PAL is
found especially in liver and bones. It is increased in
case of cholestatic liver damage (Sahli and Rim, 2015).

In present study, liver damage was manifested
as high liver enzymes (ASAT, ALAT, PAL) and
increased concentrations of bilirubin.

In animals intoxicated with anti-tuberculosis
drugs, the liver parenchyma showed a less organised
appearance, presence of cholestasis and signs of
hepatocyte suffering. These disturbances could be
due to an oxidative stress produced following the
administration of Isoniazid and Rifampicin. Similar
results were reported by Khan and Al Zohairy (2011)
and Khan et al (2019) using carbon tetrachloride
(CCL4) protocol in rats, by Mahrous et al (2016)
using acetaminophen and by Elhag et al (2017) using
ethanol in rats. Additionally, the treatment with milk,
urine, and the mixture of milk and urine produced
a noticeable improvement in the values of hepatic
enzymes mainly of alkaline phosphatase (PAL), and
also a decrease in the concentrations of bilirubin. A
return to normal liver architecture was evidenced
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Fig 1. Normal architecture of the liver in rabbits of the control
group (H&E, X40).

e, 4 Ly ot

Fig 2. Cholestasis in group 01 rabbits (H&E, X100).

that can be attributed to significant protection of the
liver structure and preservation of liver function by
camel milk and urine. Our results are in agreement
with previous studies (Al-Hashem, 2009; Mohamed
et al, 2016). Korish and Arafah (2013) investigated
the effects of camel’s milk on improving the hepatic
biochemical and cellular alterations induced by a
high-fat and cholesterol-rich diet. The same findings
were obtained from studies with camel’s urine against
alcohol or CCL4 induced liver damage (Elhag et al,
2016; Hany et al, 2019).

Mahrous et al (2016) showed that oral
administration of camel milk resulted in significant
histopathological and biochemical antioxidant effect
in mice, and this was indicated by a marked decrease
in malondialdehyde levels. Also, ALT and AST levels
were lower in the camel milk treated group.

High levels of antioxidant vitamins C, A
and E and antioxidant minerals (zinc, copper and
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Fig 4. Presence of councilman bodies and binucleation in
group 01 rabbits (H&E, X400).

magnesium) in camel milk help reducing oxidative
stress. Vitamin E and magnesium have been
suggested to improve the biosynthesis of glutathione.
Magnesium has been associated with the prevention
of reactive oxygen species (Larrey, 2013; Wang et al,
2017; Mohamed, 2017; Mahrous et al, 2017).

Elhag et al (2017) showed a decrease in serum
activities of liver enzymes AST, ALT and ALP
especially in rats treated with camel milk and urine
plus alcohol. The study suggested that camel milk
intake may play an important role in ameliorating
alcoholic liver injury.

Khorshid et al (2016) evaluated the hepato-
protective effect of an extract of lyophilised camel
urine in intoxicated rats.

The evaluation of the antioxidant activity of
camel urine by the tests of ABTS, DPPH, FRAP and

PPM showed a very important antioxidant activity
(Hasni and Habita, 2015; Alebie et al, 2017).
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Fig 5. Portitis and lympho-plasmocyte infiltratin in group 01
rabbits (H&E, X100).

Fig 6. Portitis and lympho-plasmocyte infiltrate in group 01
rabbits (H&E, X100).

Camel urine is rich in potassium, phosphorus
and magnesium, which are known for their
therapeutic effects as well as by polyphenols and
flavonoids. Our results were consistent with the
findings of many authors (Al-Attas, 2008; Khorshid
et al, 2016)

Conclusion

In present study, hepatotoxicity induced by the
combination of anti-tuberculosis drugs was evidenced
in histopathological and biochemical assessments.

Camel milk and urine administered with oral
gavage were effective in reducing the severity of
hepatotoxicity as reflected in histopathological lesions
and biochemical changes in plasma levels of ALAT,
ASAT, PAL and bilirubin.
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Annexe 1 : Matériel d’analyses bactériologiques et biochimiques.
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Photol. Bandelette de test pour analyse d'urine URS-10

Photo 2. Mindray chemistry analyzer BS- 300



Annexe 02 : Extrait du journal officiel de la république Algérienne N°39 datant du 2 Juillet 2017.

# Cheoual 1438

2 juillet 2017 JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N* 30 13
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Annexe 3 : photos du materiel et méthodes

Photos 4 et 5. Préparation des médicaments de I’induction de I’hépato toxicité (Photos

personnelles)



Photo 9. Moules Photo 10. Bac de paraffine fonduept

Photo 11. Plaque de refroidissement Photo 12. Station d'inclusion



Annexe 4 : Etude des hépatites provoquées par [utilisation thérapeutique des

antituberculeux chez I’homme.

Questionnaire

Q4) Profession i.........ccoevvviininnn, [ I=fonctionnaire, 2=ménaggre,

3=commercant(e), 4=cultivateur, 5=¢léve/étudiant(e), 6=autre]

QA4a) AU t. i e A préciser
Q5) Motif de consultation :..........ccouiviiiiiiiii i
Q6) Nom du medicament. ..........o.oiii i
Q7) POSOLOZIE . vttt e
Q8) Début de 1a PriSe t..eveurieieiiiie i

Q) Finde 1a Prise & ..uviurintiiiiiti e e,
Q10) Délai d’apparition d’ictere:..........ovvveervienenn.n.. (1=jours/mois)
Q11) Mode d’installation :........................ (1=brutale, 2=progressive)
Ql2) Intensite @ ...oovvviiiniiiiiii e, (1=sub ictere, 2=ictére franc)
Q13) Signes d’accompagnement :..................evennnn.. (1=oui, 2=non)
Q14) Douleur abdominale :.............cccoevviiiiiiiiiiniiininnn, (1=oui, 2=non)
Q15) Arthralgie :.....oviiiiii (1=oui, 2=non)
QLB) FIEVIC &.vtit e (1=oui, 2=non)
QL7) NAUSEE t..vntintet et eiie e es (1=oui, 2=non)
Q18) Vomissement :.........c.oviuiiriiiiiiiiiieeiieeeaaennn, (1=oui, 2=non)
QL) Diarrhée i .....ooiiiiii (1=oui, 2=non)
Q20) ConStiPAtION &....ueueineeeeett ettt et eeanenaeanes (1=oui, 2=non)
Q21) TranSAMINASE . ...eeteette et et e ettt e eeeeteeans et ereeeneeannenn
Q22) Bilirubine:...........coevviiiiiiiiiiiiaien, (Totale et/ou conjuguée)
Q23) Phosphatase alcaling :..............ooeiiiiiiiiiiiiiii e,

Q24) Gamma GT & ..o e



Annexe 5 : Résultats du questionnaire au niveau du service de pneumologie du CHU de
Constantine

Tableau 26. Résultats du questionnaire au niveau du service de pneumologie du CHU de

Constantine

Sexe | Age Non Du Délais D’apparition Aprés | Type De Signes Cliniques
(Ans) Médicament Début Du Traitement Tuberculose

1 F 30 RHZ 4] EXTRAP Vomissement,
Asthénie

2 F 33 RHZ 257 P Ictére

3 F 28 RHZ 21J P Et EXTRA P | Vomissement.
Epigastralgie

4 F 55 RHZ 21J P Vomissement.
Epigastralgie

5 F 38 RHZ 3J P Vomissement,
Asthenie

6 F 30 RHZ 3J EXTRAP Vomissement,
Asthenie

7 F 64 RHZ 10J EXTRAP Vomissement,
Asthénie, Ictére

8 F 53 RHZ 5J EXTRAP Ictére

9 F 56 RHZ 30J P Vomissement,
Asthénie, Ictére

10 | F 50 RHZ 15J EXTRAP Vomissement,
Asthénie, Ictére

11 | F 23 RHZ 3J P Vomissement,
Asthénie, Ictére

12 | F 49 RHZ 10J P Asthénie

F 68 RHZ 8J EXTRAP Vomissement,

13 Asthénie, Ictére

14 | F 55 RHZ 3J EXTRAP Constipation

15 | F 30 RHZ 40J P Ictére ; Asthénie

16 | H 40 RHZ 4J EXTRAP Ictére ; Asthénie

17 | H 38 RHZ 20J EXTRAP Vomissement.

18 | H 51 RHZ 30J EXTRAP Ictére ; Asthénie




Annexe 6 : Sites du prélévement du lait et des urines: Outaya (Biskra) Droue (Biskra)

Photos 27et 28. Site du prélevement du lait et des urines: Outaya (Biskra) Droue (Biskra)

G



Annexe 7 : Résultats des analyses biochimiques

Tableau 27. Reésultats des analyses biochimiques du groupe 1

Glucose Urée Créatinine | Cholestérol | Triglycérides | Protéines T | ASAT ALAT PAL Bilirubine
1 1,49 0,45 11 0,75 1,45 71 77 28,7 43,3 0,75
2 1,25 0,43 10 0,53 1,44 65 74 75 60,5 1
3 1,31 0,53 9 0,97 0,8 61,81 57 116,8 77 1
4 0,43 0,48 10 1,06 0,54 57,74 62 109 35 1
5 1,34 0,42 0,57 0,47 55,41 45 86,6 31 1
6 1,23 0,47 1,03 0,41 61,2 120 44,2 31 1
7 1,61 0,51 11 0,54 0,38 54,04 51 83,6 60 1

Tableau 28. Résultats des analyses biochimiques du groupe 2

Glucose Urée Créatinine | Cholestérol | Triglycérides | Protéines T | ASAT ALAT PAL Bilirubine
1 1,45 1,11 18 1,08 1,29 62 384 221 791 10
2 1,49 0,73 15 1,76 1,59 65 77 59 645 2
3 1,23 1,38 17 1,49 1,37 58 43 55 682 2
4 1,26 2,25 14 1,45 0,94 50,17 263 284,5 399 5
5 1,39 1,16 12 0,87 0,97 42,7 164 147,6 670 23
6 1,36 0,67 12 0,83 0,64 56,5 146 96 868 5
7 1,58 0,81 10 0,89 1,71 54 141 97 24 13




Tableau 29. Résultats des analyses biochimiques du groupe 3

Glucose Urée Créatinine |Cholestérol | Triglycérides | Protéines T | ASAT ALAT PAL Bilirubine
1 1,31 0,54 10 1,27 0,64 58 60 59 295 1
2 1,25 1,3 18 3,33 4,63 56 58 84 456 3
3 1,35 0,46 9 0,96 1,36 72 33 52 442 3
4 1,16 0,76 13 1,04 1,72 59 166 78 353 3
5 1,21 0,75 15 1,91 2,76 67 201 127 395 5
6 1,28 0,76 14 2,23 3,21 61 112 183,4 522 4
7 1,33 0,76 8 1,4 2,15 54 141 97 264 13

Tableau 30. Résultats des analyses biochimiques du groupe 4

Glucose Urée Créatinine |Cholestérol | Triglycérides | Protéines T | ASAT ALAT PAL Bilirubine
1 1,31 0,8 10 0,34 0,86 58 29 39 305 4
2 1,28 0,87 15 1,4 1,39 60 62 47 339 5
3 1,16 0,75 11 1,73 1,64 56 43 52 385 1
4 1,27 1,05 11 1,42 6,05 56 54 204 251 9
5 1,32 0,99 15 1,01 3,71 51 157 63 406 2
6 1,27 0,83 13 1,42 3,73 65 34 43 394 17
7 1,42 0,84 13 0,79 1,02 64 84 50 669 1




Tableau 31. Résultats des analyses biochimiques du groupe 5

Glucose Urée Créatinine | Cholestérol | Triglycérides | Protéines T | ASAT ALAT PAL Bilirubine
1 2,12 1,54 14 2,91 1,73 67 51 86 335 7
2 1,44 0,92 11 2,9 2,26 62 75 61 250 3
3 1,37 0,56 9 1,07 0,69 64 35 49 554 6
4 1,31 0,63 11 2,27 2,83 69 34 60 343 1
5 1,4 1,11 16 1,99 2,59 61 192 72 553 5
6 1,46 0,57 11 1,59 0,64 65 48 80 712 5
7 1,38 1,05 11 1,99 1,64 63 68 69 481 4




Tableau 32. Résultats du poids des foies dans les différents groupes

PF CN RI RIL RIU RILU
105 57 63 67 67
87 65 67 61 68
101 57 73 72 83
90 66 81 78 60
94 58 72 77 61
88 60 64 82 66
91 61 66 60 67

Tableau 33. Résultats des poids des lapines du groupe 1

CN (Kg) PI PF

2 2,92
2,46 2,51
2,21 2,28
2,42 2,58
2,36 2,43
2,16 2,29
2,78 2,8

Tableau 34. Résultats du poids des lapines du groupe 2

RI (Kg) PI PF
2,14 1,94
2,15 1,85
2,33 1,96
2,17 1,7
2,19 1,67
2,11 2,006
2,32 2,02




Tableau 35. Résultats du poids des lapines du groupe 3

RIL (Kg) PI PF

2,37 1,96

2,2 2,003
2,13 1,96
2,23 2,29
2,37 2,078

2,4 2,18
2,06 1,78

Tableau 36. Résultats du poids des lapines du groupe 4

RIU(Kg) |PI PF

2,16 1,657
2,21 2,044
2,39 2,45
2,26 2,06
2,26 2,25

2 1,6
2,38 2,18

Tableau 37. Résultats du poids des lapines du groupe 5

RILU (Kg) |PI PF
2,09 1,5
2,33 1,92
2,42 2,24
2,29 2,16
2,37 2,09
2,05 2,06




Annexe 08 : Protocoles tests de cytotoxicité et activité anti oxydante des urines.
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Centre de Recherche en Biotechnologies
Division Santé

Laboratoire de pharmacologie et toxicologie
Activité biologie : DPPH radical libre
Principe de la réaction :

L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le dosage du DPPH
(Blois 1958), le a-tocophérol, BHT et le BHA sont utilisés comme standards antioxydants.

Instrument utilisés :
Un lecteur de microplaque a 96 puits de volume 200 pl pour chaque puits
Réactifs utilisés :

1- Ethanol
2- DPPH NO,

3- a-tocopherol

4- BHA N—N NO,
5- BHT

6- Quercetine ou Catéchine
7- Extrait de plante

Mode opératoire :
Préparation de la DPPH :

Dissoudre 6 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol, le radical DPPH est
dissous dans le méthanol et gardé & -20°C a I’abri de la lumiére. L absorbance est 0.5 nm (517
nm) dans le spectrophotomeétre.



Procédure:
160 pl (DPPH) + 40 ul (extrait) + lecture 517

Référence: Blois M.S., 1958. Antioxidant determinations by the use of a stable Free Radical.
Nature, 4617 (181): 1119-1200.
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Centre de Recherche en Biotechnologies

Division Santé

Laboratoire de pharmacologie et toxicologie

Activité biologie : ABTS scavengingactivity

Principe de la réaction :

L’activité ABTS est déterminée par la méthode de Re et al. (1999)
Instrument utilisé :

Un spectrophotomeétre a cuve de volume 3 ml ou un lecteur a microplaque

Réactifs utilisés :

1- KzSzOg o (

2- ABTS i1,OH N

e disill 8 s N

3- Eau distillé 'e) ; 0

4- Ethanol >:N S i

5- a-Tocophérol, BHA 5 O oH
Procédure :

A partir de ’ABTS et du persulfate de potassium K,S,0g: les deux produits ensolution
agueuse sont mélangés et mis a I’abri de la lumic¢re pendant 12- 16H ; 1’absorbancede la
solution ainsi obtenue est ajustée par (Ethanol ou H,O) a 0.700 + 0.020 a 734 nm avant
I’usage.



(ABTS+) — &19,2 mg (7 mM) ABTS + 5 ml H,0? + &3,3 mg (2.45 mM)(K,S,0g) +5 mi
H,O? + attendre 16 heure al’abri de la lumiére

M(ABTS) = 548,68 g/mol
M(KzSzOg) = 270,32 g/mol

La mesure de I’absorbance de I’ABTS avec le spectrophotomeétre comme suit :

1 ml (ABTS) + 50 pul HyO ------ 1.41 nm
1 ml (ABTS) + 75 pul HyO ------ 0.98 nm
1 ml (ABTS) + 85 pl H0 ----- 0.87 nm
1 ml (ABTS) + 90 pl HyO ------ 0.83 nm

1 ml (ABTS) + 100 pl H,0 ----- 0.73nm

A=0.70-0.75 nm de PABTS"

Procédure:

160 pl (ABTS") + 40 pl (extrait) + attendre 10 mn + lecture & 734 nm

L'activité ABTS"a été exprimée en pourcentage et calculée par I'équation suivante :

ABTS" scavenging effect (%)= (Acontrol - Asample / Acontrol)* 100

Référence:

Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C.,

1999.Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cationdecolorizationassay.
Free Radical Bio. Med. 26, 1231-1237.
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Centre de Recherche en Biotechnologies

Division Santé

Laboratoire de pharmacologie et toxicologie

Activité biologie : Cytotoxic activity using Brine shrimp
Principe de la réaction :

L’activité Cytotoxic activity using Brine shrimp est déterminée par la méthode de Meyer, B.N
(1982) avec une légére modification

Instrument utilisés :
Lecteur de microplaque
Réactifs utilisés :

8- larves d’artemia
9- Ethanol
10-1'eau de mer
11-DMSO

Procédure :

100 pl extrait + dix larves + ajuster jusqu’a 5 ml I'eau de mer a 70% + incubation pendant 24
heures sous éclairage

Remarque :

1- Pour chaque concentration d’extrait cinq tubes sont préparés.

2- Une série de tubes témoins est réalisée aux concentrations suivantes: (2%, 1%, 0,2%)
avec
le DMSO et (1 %, 0,2%, 0,1%) avec I'éthanol.

Lecture des résultats

Aprés 24 heures, le nombre de larves survivantes est compté dans chaque tube et la
mortalité calculée a chaque concentration .

Mortalité: % morts = (% morts essai - % morts témoin) / (100 - % morts témoin).

Remarque: La mortalité témoin ne doit pas exceder 15%. Les produits antifouling de



référence, nonyl- phénol et acétate de tributylétain sont dissous dans I'éthanol, et le sulfate de
cuivre dans l'eau. A partir des résultats, la Concentration Létale 50% (CLso) reflétant la
toxicité des produits, est estimée :

Clsg Toxicité
CLso > 100ug/ml -
100 pg/ml > CLsp> 50pg/ml +
50pg/ml > CLsg > 10pg/ml ++
Clsg <10ug/m1 +++
Réference:

Meyer, B.N., Ferrigni, N.R., Putnam, J.E., Jacobsen, L.B., Nichols, D.E., McLaughlin, J.L.,
1982. Brine shrimp: a convenient general bioassay for active plant constituents. Planta Med.
45, 31-34.

Photo 29. Microplaque résultat du test DPPH et ABTS
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