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RESUME

De nos jours, la fievre typhoide est un problémesdaté Publique: Causée par Salmonella
typhimurium, bactérie gram-négative, flagellée, non sporutéeneaérobique qui fermente le glucose et réduit
les nitrates en nitrites. L'oxyde nitriqgue ou lemoayde d'azote (NO) réagit avec différents radichibres
jouant ainsi une médiation dans les activitésraorobiennes de large spectre des espécesvésctzotées
(RNS) et des espéces réactives oxygénées (ROS). émisal®sporines et les’ fluoroquinoles de troisieme
génération tel que la ciprofloxacine (Cip) se s&wétés efficaces dans le traitement de casaltfmonellose
(Manchanda et al. 2006). La combinaison de largginine, précurseur du,NO ‘et la ciprofloxacine & dilisée
dans notre expérience pour traiter une salmoneltahgte sur des souris. L' hydroperoxyde lipidigugui
peut se décomposer en de radicaux : peroxyddsatylés, conduisant a la production de nombreoxyits
carbonylés tels que le malondialdéhyde (MDA). Desirfs albinos' de poids de 25-30 g, de 6-8 semaines
d’'age etdes bactériessalmonella typhimuriuront été utilisées. La peroxydation lipidique (LPD3té évaluée
par I'estimation du taux de MDA formé par mg detpnees grace a la méthode modifiée d’'Utley et 867).

Le traitement avec la L-arginine, la Ciprofloxacitede leur combinaison protege partiellement le @mintre
un endommagement induite par l'infection.
© 2014 International Formulae Group. All rights mrged.

Mots clés oxyde nitrique(NO), le malondialdéhyde(MDA), larpxydation lipidique(LPO).

INTRODUCTION 1-4% de cas fatales (Ochiai RL, Acosta CJ et
Les infections a salmonelles al, 2008), la fievre typhoide est aujourd’hui un

regroupent diverses maladies allant de la probléme de santé publique.

simple gastro-entérite aux formes plus graves Chez la souris, les salmonelles

telles que la fievre typhoide. Avec une provoquent une maladie  systémique

incidence annuelle de 21 millions de cas dont accompagnée de symptdmes semblables a
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ceux de la fievre typhoide chez 'lhomme et ce,
indépendamment de la voie d'infection.
(Danielle Malo 2004).

Le monoxyde d'azote (NO) a une
fonction capitale dans le maintien de
I’'homéostasie vasculaire, mais joue un réle
trés important dans la défense
antimicrobienne, notamment en supprimant la
synthése d’ADN et la synthése protéique du
pathogéne, et en inhibant la fonction
mitochondriale et celle de I'apoptose chez
I'héte (Nussler AK and Billiar TR 1993)

Le NO est une molécule diffuse des
radicaux libres des effecteurs dans divers
systemes biologiques et est un élément
important de l'immunité innée (Bouton C. et
al, 2011).

Il est connu par sa réaction avec les
radicaux superoxydes pour former | la
peroxynitrite, un plus puissant agent oxydant
(Haque, 2011). Comme telle, il joue un réle
important d’agent antimicrobien .efficace
contre les pathogénes intracellulaires (Geesin
JG, Gordon JS et al. 1990).

Par contre Salmonella a .la capacité de
développer un moyen ~d'inhiber la fusion
vésiculaire (Uchiya K, Barbieri MA, Funato K
et al 1999) mais également de délocaliser la
NADPH oxydase (Vasquez-Torres A, Xu Y,
Jones-Carson J et al. 2000) et la NOS
(Chakravortty D, Hasen-Wester et al 2002),
avec pour effet de = détourner le pouvoir
bactéricide du NO.

L'infection expérimentale des souris a
la Salmonella typhimuriundonne lieu a une
maladie similaire a la fievre typhoide humaine
(Danielle Malo, 2004).

Le stress Oxydatif résulte de la
réaction métabolique, il est défini comme une
perturbation dans I'état d'équilibre d'un
systemepro-oxydant / antioxydant dans les
cellules seines. Il est impliqué dans les
événements pathologiques tels que l'infection
a laS.typhimoriunmpar un nombre croissant de
faits. Cependant, les cellules ont de multiples
mécanismes de protection contre le stress
oxydatif. (Kessler M., Ubeau G. et al. 2002).

Les lipidessont une cible privilégiée
des radicaux libres qui provoquent I'oxydation
des acides gras polyinsaturés (AGPI) des
phospholipides membranaires. Le phénoméne
d’auto-oxydation ou peroxydation lipidique
consiste en l'attaque par un radical libre,
d’'origine exogéne ou endogéene, de dérivés
lipidiques.

La peroxydation lipidique provoque
une augmentation croissante de la
perméabilité des membranes cellulaires
induisant une altération irréversible des
propriétés fonctionnelles de la cellule,
pouvant aller| jusqu'a la lyse compléte. La
réaction en chaine prolonge les effets intra
membranaires des radicaux libres, méme si
'agression | = radicalaire  s’estompe. La
peroxydation lipidique aboutit a la formation
de nombreux dérivés toxiques : les hydro
peroxydes et leurs dérivés. Les hydro
peroxydes lipidiques sont relativement
stables; en présence de fer, ils sont
transformés en radicaux alkoxyles. Parmi les
guelles, le malondialdéhyde (MDA) qui a une
demi-vie plus longue que celle des radicaux
libres et diffuse facilement (Hadi, 2004).

La diminution du taux de MDA par
certaines substances indique le role
d'antioxydant de ces derniéres. L'objectif
principal de notre étude était d'élucider le réle
du NO en tant qu'antioxydant a travers le
traitement d’'une infection & laalmonellose
induite expérimentalement sur des souris par
la L-arginine, précurseur du NO et sa
combinaison avec la ciprofloxacine.

MATERIEL ET METHODES
Animaux

Des Souris albinos de poids compris
entre 25-30 g et agés de 6-8 semaines, ont été
utilisées. Ces animaux ont été gardés dans des
cages de polypropylene a une température
ambiante de 22°C-25 ° C. Avant les
expériences, les animaux ont été soumis a une
aclimatisation pendant une semaine dans un
cycle contr6lé de lumiére - obscurité (14/10
h). Pendant [l'aclimatisation, ces derniers
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recevaient une alimentation standard de
laboratoire et de I'eau ad libitum. Les études
ont été menées conformément aux lignes
directrices du Comité d’Ethique Béninois de
Controle et de Surveillance sur l'utilisation
des animaux pour la recherche scientifique.

Les bactéries

Dans cette expérience, Salmonella
typhimurium(source sauvage) a été utilisée et
administrés au souris par voie intra
péritonéale. Cette souche bactérienne a été

offerte et confirmée par le département de
microbiologie de [I'Université d’Abomey
Calavi.

Répartition et posologie du traitement
La L arginine et la ciprofloxacine’ ont
été utilisés comme médicaments de traitement
et administrés par voie orale. Ainsi les
animaux ont été subdivisés en six (6) groupes
de six (6) animaux chacun/ et traités comme
indiqué dans I¢éableau 1
Les effets de ces médicaments sur ces
souris infectées ont été analysés.
= Le premier groupe a été considéré comme
groupe témoin négatif ne recevant que du
sérum physiologique.
= Le second groupe a été considéré comme
témoin positif a qui on applique une sous

dose létale de S. typhimurium
(0.6xLD50) avec une solution
physiologique.

»= Le troisieme groupe lui, recoit une sous
dose létale deS. typhimuriumet traité
avec une dose compléete de
Ciprofloxacine (400mg /kg de poids).

= Le quatrieme groupe a été infecté avec
une dose sous létale & typhimuriunet
ensuite traité avec une dose complete de
I'arginine seule (100mg/kg de poids).

= Les groupes:cing (5) et six(6) sont
composés par des animaux infectés avec
S. Typhimurium puis traités
respectivement par une demi- dose et un

3

la

quart de dose de la L arginine, combiné a
une demi-dose de Ciprofloxacine
chacune.

Estimation de la peroxydation lipidique
(LPO)

La peroxydation des lipides a été
estimée par I'évolution de la teneur en
malondialdéhyde (MDA). Cette estimation de
la peroxydation lipidique a été faite selon la
méthode modifiée d'Utley et al (1967) :

L'Homogénat de foie (1.0 ml) a été
introduit dans un flacon en verre de 20 ml et
incubé a 37 £ 1 ° C. Un autre prélevement de
1,0 ml a été introduit a la pipette dans une
centrifugeuse, placés a 0 ° C et marqué
comme étant une incubation a I'heurg. T
Apres une heure d’incubation : 1.0 ml de TCA
(Acide thiocyanique) a 5% et 1.0 ml de TBA
(acide thiobarbiturique) & 0,67% ont été
ajoutés dans les deux échantillons (a savoir :
I’échantillon incubé a 0 ° C et celui incubé a
37 ° C). Le mélange réactionnel du flacon a
été transféré dans le tube et centrifugé a 1500
X RPM pendant 15 minutes. Le surnageant a
été transvasé dans un autre tube et placé dans
un bain d'eau bouillante pendant 10 minutes.
Par la suite, les tubes a essai ont été refroidis
et les absorbances ont été mesurée par
spectrophotométrie a une longueur d’onde de
535 nm. La peroxydation lipidique (LPO) a
été exprimée par le taux (en nmol) de
malondialdehyde (MDA) formée / heure / mg
de protéine.

RESULTATS
Aprés étre exposées a l'infection &u
typhimurium(0.6xLD50) sept jours, les
souris ont
subi un traitement par administration des
médicaments le 8¢ et le 11& jour comme
indiqué au tableay et le taux (nmol/mg de
protéine) de production du malondialdehyde
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(MDA) a été mesurée comme un indicateur de
la LPO.

Les résultats ont été résumés dans les
figures: 1 et 2. L'infection a la S.
typhimuriuma induit de maniére significative
la peroxydation lipidique le®get le 17 jour
comme lindique les taux de MDA par
rapport aux souris témoins (18,36% | et
20,75%) Fig.3. Aprés le traitement avec la
L-arginine,

niveaux de LPO sont diminué de 2,4%,
4,08%, 14,28% et 2,4 % -Le Ajburs que les

niveaux du LPO sont diminués de 9,43%,
18,86%, 15,08% et 9,43%. Il en convient
donc que, le traitement avec la L-arginine, la
Ciprofloxacine ou  de leur combinaison
partiellement protége le foie contre un
endommagement suite a l'infection, et qu'a la
dose (B +% Arg. + ¥ Cip), une certaine

la ciprofloxacine ou leur reprise de la peroxydation lipidique a été
combinaison, on a observé : -I&dir que les observée ce f1 jour.
Tableau 1: Calendrier du traitement
Groupes Traitements Abréviations
Groupel: Contréle Négatif (Sérum physiologique) Sp
Groupe2: Contrble Positif§. typhimuriun{0.6xLD50) | S.typhi + Sp

+ Sérum

(400 mg/ kg
de poids)

Groupe3 : S. typhimurium{0.6xLD50) + Ciprofloxacing

S.typhi + Cipro

mg/kg de poids)

Groupe4 : S. typhimuriun{0.6xLD50) + Arginine (1000

S.typhi + Arg

Groupe5: S. typhimuriun{0.6xLD50) + Arginine (500
mg/ kg de poids) + Ciprofloxacine (200 mg/ kgpieds)

S.typhi
Cipro

+¥% Arg + Y%

Groupe6: S. typhimuriun{0.6xLD50) +Arginine (250 mg
kg de poids) + Ciprofloxacine (200 mg/kg de poids)

S.typhi
Cipro

+ Y4 Arg + %

La LDg est la demi-dose létale des germes pathogénegxéig,donne la dose létale compléte.

Groupel :Sérum physiologiue ne contenant as de germesl|pgitpoes (controle négatif)

Groupe 2:0,6xLDsp (unité de dose létale) &.Typhimuriunt le sérum (contrdle positif)

Groupe 3: Combinaison de la dose létaleSi@yphimuriunet e la dose compléte de la Ciprofloxacine (408mg/

de poids)

Groupe 4: Combinaison de la dose létaleSleTyphimuriunet e la dose compléte de la L arginine (1000mdé&g

poids)

Groupe 5 :Combinaison de la dose |étale$léyphimuriumet des demi-doses de la L arginine (500 mg/kgaiigs)p

et de la Ciprofloxacine (200mg/kg de poids)

Groupe 6: Combinaison de la dose |étale $i¢yphomuriunet d’'un quart de doses de la L arginine (250 ogix
poids) et d'une demi-dose de la Ciprofloxacine (2(kg de poids)
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Figure 1: Taux du MDA hépatiquenmol/mg de protéinde & jour
Mesure du taux du MDA hépatique, les médicamentg@nadministrés le*8jour
Sp : Sérum physiologique ne contenant as de gguathslogiques (contrdle négatif)
S.typhi +Sp: 0,6xLD50 (unité de dose létale) 8eTyphimuriunt le sérum (contrdle positif)
S.typhi +Arg: Combinaison de la dose létale 8eTyphimuriumet la dose compléte de la
Ciprofloxacine (400mg/kg de poids)
S.typhi+Cipro: Combinaison de la dose létale e Typhimuriunet la dose compléte de la L
arginine (1000mg/kg de poids)
S.typhi +1/2arg+1/2cipro Combinaison de la dose |étale 8etyphimuriumet de 500 mg/kg de
poids de la L arginine et de 200mg/kg de poidadgiprofloxacine
S.typhi +1/4arg+1/2cipro: Combinaison de la dose létale 8etyphimurium de 250 mg/kg de
poids de la L arginine et de 200mg/kg de poidadgiprofloxacine

Ta]:sx du MDA hépatique (retol/mg de protéme)

< o Q7 N
S = <& o o o
<R e X 0 o
< o= <& S d
= o O
5 N
N NI
,_;é r_;_c\

Figure 2: Taux du MDA hépatiquenmol/mg de protéinemesuré le 1%ljour

Mesure du taux du MDA hépatique, les médicamentgignadministrés le $1°jour
Sp : Sérum physiologique ne contenastde germes pathologiques (contrdle négatif)

S.typhi +Sp: 0,6XLDso (unité de dose létale) &. Typhimuriunt le sérum (contrdle positif)
S.typhi +arg: Combinaison de la dose létaleSi&yphimuriunet la dose compléte de la
Ciprofloxacine (400mg/kg de poids)
S.typhi + Cipro: Combinaison de la dose létaleSleTyphimuriungt la dose compléte de la L
arginine (1000mg/kg de poids)
S.typhi +1/2arg+1/2cipro Combinaison : de la dose létale Setyphimurium de 500 mg/kg de
poids de la L arginine et de 200mg/kg de poidedgiprofloxacine
S.typhi +1/4arg+1/2cipro: Combinaison de la dose létale 8etyphimurium de 250 mg/kg de
poids de la L arginine et de 200mg/kg de poidadgiprofloxacine
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e Jour
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Figure 3: Infection induit significativement s la peroxydetindiquée par la mise en
valeur du taux de MDA par rapport aux souris cohtrégatif

Sp: Sérum

DISCUSSION

L'infection a laS. typhimurium ale 8é
et le 11¢€ jour a induit avant le traitement et
d’'une maniére significative la peroxydation
lipidigue comme on peut le constater sur la
fig.3 comparativement aux souris témoins et
cela par une élévation du taux de MDA de
18,36% le 8jour et de 20,75% le £]our.

Etant donné que La peroxydation
lipidiqgue  provoque une augmentation
croissante de la perméabilité des membranes
cellulaires induisant une altération irréversible
des propriétés fonctionnelles de/la cellule,
pouvant aller jusqu’a la lyse compléete ; les
élévations du taux de MDA observée les deux
jours ne seraient autre' la formation des
dérivées toxiques issues de la peroxydation
lipidique due a l'infection &a salmonellose
Aprés application de la L arginine, de la
ciprofloxacine ou leur combinaison en
différentes proportions pour le traitement suite
a l'infection, les niveaux de LPO exprimés par
les taux de MDA prélevés sont les suivants :

physiologique ne contenant pas de egerpathologiques (Contréle négatiB
+Sp :0,6xLD50 (unité de dose létale) 8eTyphimuriunt le sérum physiologique

(contréle positif)

> le &jour : les niveaux de LPO chez
les souris ont diminué de 2,4%,
4,08%, 14,28% et 2,4 %
Le 12 jour : les niveaux du LPO sont
diminués de 9,43%, 18,86%, 15,08%
et 9,43%.
Toutes ces diminutions constatées sont
comparativement aux niveaux de LPO des
souris du control positif.

Le © Malondialdéhyde (MDA) est
l'aldéhyde de réaction majeur résultant de la
peroxydation de la membrane biologique
(Vaca et al. 1988); L'élévation de
peroxydation lipidique chez les souris
infectées par l&.typhimuriumobservée dans
cette étude indique I'endommagement des
cellules hépatiques ce qui est en corrélation
avec le changement des taux d’enzymes
sérique.
lls existent des études qui confirment
I'hypothése attestant que I'une des différentes
causes de [I'endommagement hépatiques
induite par une infection a Ealmonelloseest
la peroxydation lipidique membranaire par
génération des dérivées de radicaux libres
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(Recknagel et al. 1991).Ainsi I'élévation du
taux de MDA observé chez les souries de
controle positif le 8¢ et le 11¢& jour de l'ordre
de: 18,37% et 20,75% conféere a cet
hypothése.f{g.3).

Dans nos études, les résultats montrent
une diminution du taux de MDA apres
application de la L arginine, la Ciprofloxacine
ou leur combinaison de l'ordre de: 2,4%,
4,08%, 14,28% et 2,4 % |€ Pur (Fig.1) et
de 9,43%, 18,86%, 15,08% le®ljbur (fig.2)
ceci confrme que la L arginine,
ciprofloxacine et la combinaison S.typhi
+1/2 |- arg. +1/2cip inhibe la peroxydation
lipidique par conséquent protege partiellement
les cellules d’'un endommagement causé par
I'infection a lasalmonellosHaque SS 2011).

Le traitement par la L-arginine a été en
mesure de réduire le taux de malondialdéhyde
par conséquent la peroxydation lipidique.
C'est la preuve que le traitement par la L-
arginine peut neutraliser la peroxydation
lipidique et réduire ainsi les complications
(Lubec B, Hayn M et al, 1997)

A la dose de S.typhi +1/4 arg. + %
Cip on a assisté a une reprise/ de la
peroxydation lipidique par une légére hausse
du taux de MDA.

Le NO peut a la fois promouvoir et inhiber
les radicaux dépendants -de la peroxydation
lipidique et obtenir de nouveaux deérivés
azotés de lipides oxydés (Hogg and
Kalyanaraman 1999). Cependant, plusieurs
études ont montré que le NO est un puissant
inhibiteur de la réaction de propagation
(Riemersma RA, Carruthers KF et al, 2000).

la

Conclusion

L'observation de l'augmentation de la
peroxydation lipidique chez des souris
infectées paB.typhimuriumdans la présente
étude présentent un endommagement des
hépatocytes dues a la peroxydation des lipides
membranaires par la génération de dérivés de
radicaux libres (Utley HC, Bernheim F et al.
1997).

L'observation de la diminution du taux
de MDA hépatique exprimant une diminution

7

de la peroxydation lipidique chez des souris
des autres groupes de souris dans cette étude
confirme I'hypothése par laquelle : les
substances utilisées (I- arginine et la
ciprofloxacine) ont montré leur capacité de
prévenir I'élévation du taux du MDA induite
parS. typhimuriumce qui suggere et

confirme le réle d’antioxydant du NO a

travers I'effet induite par son précurseur : la L
argine. Par contre La reprise de I'élévation du
taux du MDA le 11¢ jour pour la

combinaison (B #2 Arg. +¥2 Cip) nécessite
d'étre élucider par d'autres études. Compte
tenu de ces résultats, la compréhension du role
de la L-arginine: précurseur du NO dans
I'infection et sa/modulation peut devenir une
option thérapeutique valable dans I'avenir.
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