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Introduction Générale

En pharmacie galénique, plusieurs voies d’administration sont utilisées y compris la
voie orale qui est la plus adoptée pour la plupart des principes actifs car c’est la voie la plus
pratique, la moins couteuse et elle ne provoque pas des douleurs a I’administration (Canselier
et Poux, 2014). Cependant, elle présente des limites liées a la fagon dont le médicament
traverse le tube digestif. Dans le cas des medicaments administrés par voie orale, la phase
d’absorption peut débuter au niveau de la bouche ou de I’estomac mais, habituellement, la
plupart des médicaments sont absorbés au niveau de I’intestin gréle. Le médicament passe par
la paroi intestinale et le foie avant d’étre transporté jusqu’au le cible par la circulation
sanguine (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2016)

Le microbiote intestinal humain constitue un écosysteme complexe, le microbiote est
reconnu pour son effet sur la santé de ’homme. Il contribue au murissage du systéme
immunitaire et assure une barriere directe contre le colonialisme par des agents pathogenes
(Landman et Quévrain , 2016).

Le déséquilibre de I’ensemble des bactéries qui constituent la flore intestinale est
responsable sur la prévalence de plusieurs maladies modernes. Ces maladies sont notamment
les allergies, les maladies inflammatoires de I’intestin et des troubles metaboliques et
dégenératifs (Doré et Corthier, 2010).

Cette dysbiose est traduit souvent par une baisse importante du nombre de bactéries
présentes dans notre flore intestinale, une augmentation des mauvaises bactéries au détriment
des bonnes bactéries et une flore intestinale héritée naturellement pauvre en bonnes bactéries
(Landman et Quévrain, 2016).

L’échantillonnage du microbiote (fécal ou associé a la muqueuse) est tres important
dans I’organisation d’une étude. Bien que 1’étude de la microflore fécale puisse apparaitre
moins relevante que celle du microbiote associé a la muqueuse, 1’analyse du microbiote fécal
reste informative. Pour cela, dans cette présente étude on va induire I’inflammation (cedéme)
sur les rats winstar par injection de formaldehyde (1%) sur la patte gauche et traiter ensuite
par une forme galénique préparée « microsphere» chargée d’un anti-inflammatoire
« dichlofénac ». Ce dernier a des effets secondaire tres notable et qui peuvent étre associées
au déséquilibre du microbiote intestinal. L’objectif de ce travail est d’évaluer I’effet préventif

de dichlofénac vis-a-vis Daltération du microbiote intestinal au cours d’induction de

1
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I’inflammation et le traitement via le dénombrement des principales bactéries incriminées

dans la flore intestinal.

Le compte rendu de ce mémoire sera présenté en trois chapitres :

e Le premier chapitre offre une synthése bibliographique sur le microbiote intestinal,
des généralités sur les anti-inflammatoires et ses effets sur la flore intestinale.

e Le chapitre 2 comprend les protocoles utilisés dans la partie expérimentale de ce
travail : in vivo, analyse de la matiére fécale et le dénombrement des bactéries.

e Le 3sme Chapitre présente les résultats obtenus et ses interprétations.

Et On termine par une conclusion générale qui résume les principaux résultats obtenus.
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I.1. INTRODUCTION

Notre tube digestif abrite pas mois de 10 & 10™ micro-organismes. Cet ensemble de
bactéries, virus, parasites et champignons non pathogenes constitue notre microbiote intestinal
(ou flore intestinale).

Le role du microbiote intestinal est de mieux en mieux connu, il joue un role dans les
fonctions digestive, métabolique, immunitaire et neurologique. En conséquence, la dysbiose,
c'est-a-dire Il'altération qualitative et fonctionnelle de la flore intestinale, est une piste sérieuse
pour comprendre l'origine de certaines maladies, notamment celles sous-tendues par des
mécanismes auto-immuns ou inflammatoires. Cette thématique est devenue centrale pour la

recherche biologique et médicale.
1.2. LABARRIERE INTESTINALE

1.2.1. Présentation générale de I’appareil digestif : L’appareil digestif est composé du
tube digestif proprement dit et des organes digestifs. Le tube digestif est divisé en plusieurs
sections allant de la bouche a I’anus en passant, dans 1’ordre, par 1’cesophage, 1’estomac, le
duodénum, jéjunum, I’iléon, le colon et le rectum. Les organes digestifs accessoires sont les

glandes salivaires, le pancréas, le foie, et la vésicule biliaire (Sherwood, 2006).

1.2.2.Le microbiote intestinal : Microbiote définit I’ensemble des especes bactériennes
chez I’Homme qui colonisent toutes les surfaces du corps humain exposées a 1’environnement
extérieur. L’organe le plus colonisé est le tractus intestinal ou le colon a lui seul contient plus
de 70% de tous les micro-organismes du corps humain (Ley et al., 2006). Ainsi, 1013 a 1014
microorganismes cohabitent pacifiquement dans notre tractus gastro-intestinal avec la
mugqueuse, 1’épithélium intestinal mais aussi le systéme immunitaire mucosal (Whitman et
al., 1998).

Microbiote intestinal participe en effet pleinement au fonctionnement du systeme
immunitaire intestinal : ce dernier est indispensable au role barriere de la paroi intestinale,
soumise dés la naissance a un flot d'antigenes d'origine alimentaire ou microbienne. Ainsi, des
bactéries comme Escherichia coli luttent directement contre la colonisation du tube digestif
par des espéces pathogenes, par phénoméne de compétition et par production de substance
bactéricides (bactériocines). Parallelement, des les premiéres années de vie, le microbiote est
nécessaire pour que I'immunité intestinale apprenne a distinguer

especes amies (commensales) et pathogeénes.

)
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Figure 1.1. Répartition schématique de la flore microbienne dans les divers compartiments du
tube digestif chez ’homme et le rat (Ducluzeau et Raibaud, 1989).

1.2.3. Fonction du microbiote intestinal : Microbiote intestinal exerce de nombreuses
fonctions physiologiques dont les répercussions sur I’hdte sont pour la plupart bénéfiques
(Gérard et Donadille, 2007).

o Digestion, absorption et métabolisme : Des materiaux alimentaires non digestibles
(fibres de polysaccarides végétaux) sont dégradés par le microbiote via la fermentation et on
observe des bioconversions de substance en micronutriment assimilables bénéfique pour la
santé. La consequence la plus spectaculaire est la production de gaz (flatulence) (Corthier,
2008). Le microbiote peut participer au métabolisme de médicaments qui vont subir des
processus de modifications proches de ceux des hormones stéroidiennes.

o La production d’acides aminés tels que la lysine ou la thréonine par le microbiote
intestinal va faire de lui une importante source de vitamine K et B pour 1’organisme
(Stephani et al., 2011).

o Fonction immunitaire : L’acquisition du microbiote permet la maturation du systéme
immunitaire avec une tolérance vis-a-vis de notre propre microflore qui joue un réle adjuvant
pour la tolérance des protéines alimentaires (Bigard, 2007) et les interactions avec les cellules
épithéliales ont des rdles essentiels pour le maintien de la santé de 1’hote (Gérard et
Donadille, 2007).

o Fonction physiologique : En absence du microbiote, le tube digestif n’atteint pas sa
maturité et reste atrophié : 1’épaisseur de la muqueuse, la taille des villosités et des bordures
en brosse sont réduites ainsi que I'angiogenése (développement du réseau sanguin) (Corthier,
2006).
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o Fonction de protection : Le microbiote résident exerce un fort antagonisme vis-a-vis
des bactéries en transit avec le bol alimentaire (Corthier, 2006) en s’opposant a la
colonisation de I’intestin par des micro-organismes pathogenes comme Clostridium difficile.
Cette capacité de protéger le tube digestif par la production de facteurs antibactériens est
appelée "effet de barriére" ou "résistance a la colonisation" (Lu et Walker, 2001).

1.2.4. Les principaux facteurs influengant la composition et la fonction du
microbiote intestinal : La composition et les facteurs du microbiote du tractus gastro-
intestinal sont influencés par divers facteurs:

o Le mode d’accouchement. En effet, les enfants nés par voie vaginale présente un
microbiote proche du microbiote vaginal et fécal de leur mére, tandis que, ceux nés par
césarienne sont exposés a 1’environnement hospitalier et au microbiote cutané de la mere (
Biasucci et al., 2010).

o Le changement des conditions physiologiques de 1’hote (age, état de santé,...).

o Lacomposition du régime alimentaire (Den Besten et al., 2013).

o Des parametres physico-chimiques (le pH intestinal, la motricité...).

o Des circonstances environnementales (contamination par les pathogenes,

antibiothérapie, chimiothérapie, climat, stress, hygiéne ...) (Hopkins et al., 2002).

Pour des raisons évidentes, certains antibiotiques, antiviraux et antifongiques perturbent
I’équilibre de cet écosystéme. On sait aussi que la pression sur le microbiote favorise la
dissémination de souches bactériennes résistantes. En revanche, il est moins connu que pres
d’un quart des médicaments non-antibiotiques peuvent aussi perturber le microbiote
(dysbiose). Dans certains cas, cette dyshiose explique certains effets indésirables observés.
Dans ce travail, on va tester 1’effet d’un anti-inflammatoire sur le microbiote. Pour cela, il est

nécessaire de faire un rappel bibliographique sur cette classe thérapeutique.

1.3. GENERALITE SUR LES ANTI-INFLAMMATOIRE :

1.3.1. L’inflammation :

La réaction inflammatoire c’est une réponse physiologique a une agression (allergie,
infection, blessure...), fait intervenir un réseau complexe de médiateurs et de cellules
impliqués de fagon variable en fonction de 1’agent causal, du site et de I’individu lui-méme.
Elle a pour objectif de reconnaitre, détruire et éliminer toutes les substances qui lui sont

étrangeres (Levet, 2011). Les réactions inflammatoires sont déclenchées dans le but de
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défendre l'organisme contre une agression. Lorsqu'elles sont visibles, elles se manifestent
classiquement par 4 signes cliniques : rougeur, douleur, tuméfaction (gonflement) et

augmentation de la chaleur locale (Charpentier, 2008).

Figure 1.2 : Présentation d’une inflammation (Charpentier, 2008).

1.3.2. Les anti-inflammatoires :

Les anti-inflammatoires sont des médicaments de structures tres diverses utiliser pour
suspendre ou ralentir le processus inflammatoire. Celui- ci peut étre localisé ou généralisé,
devenu exageéré, chronique ou associe a des phénoménes immunologiques quel qu’en soit la

cause nuit (Charpentier, 2008).

1.3.3.Classification des anti-inflammatoires :
Les anti-inflammatoires se répartissent en deux grandes classes : les anti-inflammatoires

stéroidiens (ou corticoides) et les anti-inflammatoires non stéroidiens (ou AINS) :

a. Anti-inflammatoire stéroidiens (AIS): Ils constituent une vaste famille de
médicaments (dérivés du cortisol, hydrocortisone et cortisone) et leurs dérivés synthétiques.
Les glucocorticoides de synthése permettent d’obtenir une meilleure activité anti-
inflammatoire et la dissociation entre les effets anti-inflammatoires et les effets
physiologiques cortisoniques. Ils sont utilisés depuis plusieurs dizaines d’années dans la prise
en charge de nombreuses pathologies présentant une composante inflammatoire (Faure,
2009).

+ Action sur les métabolismes :

Glucides : A partir des protéines tissulaires, la néoglucogenése est stimulée par les AlS,
causant une augmentation de la formation hépatique du glucose et une diminution de
’utilisation du glucose périphérique, entrainant une augmentation de la glycémie, avec la

possibilité de développement d’un diabete.
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Protides : Les AIS provoquent une augmentation du catabolisme protidique et une
diminution de la synthése protéique. Ils s’entrainent une atrophie musculaire et I’apparition de
vergetures, et une ostéoporose chez I’adulte a cause d’une raréfaction de la trame protéique de

I’0s (en cas d’utilisation prolongée) et un trouble de croissance chez I’enfant.

Lipides : Les AIS provoquent une élévation de 1’absorption intestinale des lipides, de la
réserve et de la biosynthése des acides gras, qui entrainent une hypercholestérolémie, une
augmentation de la masse lipidique avec une répartition des dépdts graisseux au niveau de la

face et du tronc.

Eau et électrolytes : Les AIS ont les mémes actions a celle de 1’aldostérone (hormone
minéralocorticoide) et causant :

¢ une rétention hydrosodée causant des cedemes, une prise de poids et une hypertension
artérielle.

e une fuite des ions potassium provoquant des crampes, des myasthénies et des troubles
cardiaques.

e une mobilisation et une élimination du calcium ayant pour conséquences une
décalcification accrue par les effets synergiques sur la trame osseuse, et des douleurs

osseuses, fractures, une ostéoporose chez ’adulte et un arrét de croissance chez 1’enfant.

+ Action anti-inflammatoire, immunosuppressive et antiallergique (B. Charpentier,

2008):

e Action anti-inflammatoire : L’administration des glucocorticoides naturels a forte
dose aux conditions physiologiques normales et les dérivés synthétiques étudiés pour
développer ces activités, présentent des propriétés anti-inflammatoires plus puissantes et
rapides avec une action antalgique importante en thérapeutique et une activité antipyrétique
annexe. Tous bloquent la réaction inflammatoire par inhibition de la libération des médiateurs
de la phase vasculaire: une diminution de libération de I’histamine et blocage de la
phospholipase A2 provoquant la production de 1’acide arachidonique a partir des
phospholipides membranaires (premiere étape de synthése des prostaglandines et
leucotriénes). Ils diminuent 1’afflux cellulaire vers la zone d’inflammation dans la phase
cellulaire. lls agissent aussi sur la phase tissulaire, en ralentissant les phénoménes de

cicatrisation, par la réduisant de la prolifération des fibroblastes et la formation du collagene.
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e Action immunosuppressive : une diminution du nombre de lymphocytes en
s’opposant a leur prolifération et minoration de la réaction Ag-Ac (antigéne- Anticorps),
provoqué par les AlS. Cette activité est recherchée en thérapeutique dans le cas de leucémie
lymphoide ou de maladies auto-immunes, en général, cet effet secondaire diminue la
résistance de 1’organisme a I’infection et augmenté la virulence des germes (bactéries, virus,
affection mycosique et parasitaire).

e Action antiallergique : L’action anti-inflammatoire et immunosuppressive des AIS
provoquent une diminution de la production de I’histamine et de I’ensemble des réactions

anaphylactiques.

b. Anti inflammatoires non stéroidiens d’action rapide Les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) représentent I'une des classes les plus courantes de médicaments utilisés
dans le monde entier, avec une utilisation estimée a> 30 millions par jour. Les AINS exercent
des effets anti-inflammatoires (pour les inflammations d'origines rhumatismales et ostéo-
articulaires), analgesiques (contre la douleur) et antipyrétiques (contre la fiévre), qui agissent
en bloquant la formation des prostaglandines (PG) « des substances responsables de
I’inflammation » (HOrl, 2010). Leurs effets secondaires sont susceptibles de toucher tous les
appareils de 1’organisme. La plupart se montrent bénins, mais certains peuvent avoir des

conséquences graves (Pillon, 2014).

+ Mode d’action des AINS : Le principal effet biologique des AINS est ’inhibition de
la prostaglandine ou cyclo-oxygénase qui est I’enzyme clé de la synthése des prostaglandines
(PGs) et de la thromboxane (Thiéfin, 2003).

Les prostaglandines sont des eicosanoides exercant une action purement locale. Mais
leur distribution quasi ubiquitaire leur permet d’intervenir dans de nombreux processus
physiologiques et pathologiques. Elles sont synthétisées a partir de 1’acide arachidonique (lui-
méme issu des phospholipides membranaires) grace a la cyclo-oxygénase (Cox), dont il existe

deux iso-enzymes (Coffer, 2010).

La COX-1 : est exprimée de fagon constitutive dans la plupart des cellules et tissus de
mammiferes tels que la vésicule séminale, les plaquettes et I'endothélium. Dans des conditions
de repos, il remplit des fonctions réglementaires continues appelées « tdches ménagéres ». Les

prostaglandines produites par l'activitt COX-1 remplissent des fonctions telles que la
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protection gastro-rénale, la différenciation des macrophages, I'agrégation plaquettaire et la
production de mucus.

Dans des conditions inflammatoires, des études moléculaires ont démontré que
I'expression de I'ARNm et de la protéine COX-1 ne change pas, confirmant leur réle limité
dans le processus inflammatoire. La COX-1, cependant, reste pertinente a la fois
expérimentalement et cliniquement en raison des effets indésirables déclenchés par

I'inhibition non sélective des enzymes de la cyclooxygénase par certains AINS.

La COX-2 : est une enzyme inductible sollicitée par les lésions tissulaires et d'autres
stimuli tels que :( le lipopolysaccharide (LPS)). Il est actif sur les sites des blessures et dans
une variété de tissus tels que I'endothélium vasculaire et les cellules endothéliales synoviales
rhumatoides médiatrices des réponses inflammatoires, douloureuses, fébriles et cancérigenes.

Une augmentation multiple des niveaux de COX-2 se produit dans les processus
inflammatoires déclenchant une synthése accrue des prostaglandines pro-inflammatoires.
Initialement considéré comme exclusivement de nature inductible, les études ont montré que

la COX-2 a certains roles constitutifs ou régulateurs (Osafo Agyare, 2017).

COX-1, présent dans : Acide COX-2, présent dans :

Plaquettes (TXA,) arachidonique Cellules inflammatoires (PGE,)
Estomac (PGE,) — Reins (PGl,)

Endothélium (PGL,) / TN Autres tissus y compris vasculaires,
Autres tissus y compris en particulier, aprés induction
systéme nerveux

Effets des AINS liés a l'inhibition de COX- 1\ /Effets des AINS liés a l'inhibition de COX-2 :

e . .
Indésirable : gastrotoxicité Indésirables : D TA, rétention hydrosodée, effet

Souhaitable : antithrombotique (aspirine) prothrombotique ?
Souhaitables : anti-inflammatoire, analgésique

Endoperoxides cycliques

B e e ——
g e
D= B
——— \__’

%z
PGI, TXA, PGE,
vasodilatateur vasoconstricteur, vasodilatateur
hyperalgique, pro-thrombotique hyperalgique,
anti-agrégant pro-inflammatoire

Figure 1.3 : Mode d’action des ANIS(Osafo Agyare, 2017).




Chapitre I : Synthese bibliographique

Les AINS sont des acides faibles résorbés dés 1’estomac se fixant de fagon importante
sur I’albumine plasmatique (d’ou les interactions). Ils sont métabolisés par le foie et ¢liminés
par le rien sous forme de métabolites. Les différences entre les AINS sont relatives a leur

pharmacocinétique et aux effets secondaires.

1.3.4. les effets indésirables des AINS :

La muqueuse gastro-duodénale posséde un ensemble de mécanismes de défense et les
anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) ont un effet délétére sur la plupart d'entre eux. Il
en resulte une muqueuse moins apte a faire face a une charge acide, méme réduite. Non
seulement l'acide blesse la muqueuse en diffusant en retour a partir de la lumiere pour
provoquer une acidose tissulaire, mais il sert également a augmenter l'absorption des
médicaments. Bien que la plupart des travaux expérimentaux ait été réalisés avec des
salicylates, il est désormais admis que presque tous les AINS sont capables de provoquer des
lésions des muqueuses. Ces composés semblent causer des dommages gastro-duodénaux, par
deux mécanismes principaux (Maier et al, 2018):

o  Une perturbation physicochimique de la barriere muqueuse gastrique et une
inhibition systémique de la protection de la muqueuse gastrique, par l'inhibition de
I'activité cyclo-oxygénase de la muqueuse gastro-intestinale (Gl).

o  Une réduction de la synthése et de la sécrétion de mucus et de bicarbonate, une
altération du flux sanguin de la muqueuse et une augmentation de la sécrétion acide
représentent les principales conséquences de la déficience en prostaglandine (PG) induite
par les AINS.

Des travaux récents ont démontré qu'aprés I'administration d'AINS, les neutrophiles
adherent a lI'endothélium vasculaire, ce qui réduit la perfusion de la muqueuse et libére des
médiateurs qui endommagent les tissus. Les PG étant des modulateurs bien établis de la
réponse inflammatoire, il est évident que les AINS induisent des dommages au tractus gastro-
intestinal par un mécanisme identique a celui par lequel ils exercent leur action anti-
inflammatoire (Scarpignato, 1995). Les AINS peuvent avoir des propriétés antibactériennes
qui affectent directement la composition du microbiote intestinal (en affectant le
métabolisme/la croissance bactérienne et/ou en induisant la mort des cellules microbiennes).

Les AINS peuvent altérer les propriétés physiologiques ou les fonctions des organes de
I'ndte, par exemple en modifiant I'environnement intestinal, en changeant l'intégrité et la
perméabilité de la muqueuse et en interférant avec le métabolisme de I'hGte et des microbes,

ce qui peut, a son tour, précipiter dans la dysbiose (Maseda et al, 2019).

E
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Les effets secondaires les plus couramment rapportés de I’utilisation des AINS sont les
symptdmes gastro-intestinaux, y compris les gaz, les ballonnements, les douleurs a I’estomac,
la constipation et la diarrhée parce qu’ils perturbent les enzymes qui protégent la muqueuse
intestinale (Viana et al, 2021).

Les AINS peuvent causer des ulceres et des saignements dans ’estomac parce qu’ils
bloquent I’enzyme Cox-1 et perturbent la production de prostaglandines, qui protégent
I’estomac contre les dommages muqueux. Ce sont quelques-uns des effets secondaires les
plus courants de I'utilisation d’AINS. En fait, environ 15 % des patients qui prennent des
AINS a long terme développent un ulcere gastro-duoptique, qui est une plaie dans la

muqueuse de 1’estomac, de 1’cesophage inférieur ou de I’intestin gréle.

Les AINS non seulement causer des fuites intestinales, ils peuvent étre 1’un des plus
grands obstacles & la récupération de celui-ci parce qu’ils augmentent la perméabilité
intestinale, ce qui signifie qu’ils font fuir ’intestin pire. Cela signifie qu’ils élargissent les
jonctions serrées dans la paroi cellulaire intestinale qui permettent aux particules alimentaires

et autres toxines d’entrer dans la circulation sanguine (Takuya et al., 2016).

Les AINS peuvent également entrainer une réaction en chaine qui entraine des
affections telles que la colite ulcéreuse et la maladie de Crohn. Les AINS sont associés a des
hospitalisations pour colite grave chez des patients atteints d’une maladie inflammatoire de
I’intestin (MII) et de rechutes de MII (Amy, 2020).

Les modifications de la composition du microbiote intestinal sont trés variables selon le
type d’AINS. Les AINS entrainent une perturbation de la vascularisation intestinale et une
modification des marqueurs inflammatoires, ce qui impacterait en particulier le microbiote de
Iintestin  gréle. Par exemple, 1’administration de Lactobacillus  acidophilus et
de Bifidobacterium adolescentis a permis d’inhiber la formation d’ulcere iléal, suggérant le
role de la composition du microbiote intestinal dans la formation de certaines Iésions

intestinales induites par les AINS.

1.3.5. Le dichlofenac : Dans notre travail, on va étudier 1’effet du diclofénac sur le
microbiote. Le dichlofénac est un anti-inflammatoire non-stéroidien (AINS) utilisé pour
soulager la douleur. 1l est utilisé pour traiter de nombreuses situations douloureuses, y

compris la douleur postopératoire aigué.

E
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Cl

NH
Cl OH

o

Figure 1.3. Structure chimique développée du dichlofénac

Derry et al montre que le diclofénac oral en dose unique soulage efficacement la
douleur chez les adultes souffrant de douleur modérée a sévére aprés une procedure
chirurgicale. Deux patients sur cing souffrant de douleur postopératoire modérée a severe
traitée par une dose unique de diclofénac ressentent un soulagement de la douleur d'au moins
50 %, ce qui n'aurait pas été le cas avec un placebo. Une forme de diclofénac, le sel de
potassium, est plus efficace a la méme dose qu'une autre forme de diclofénac, le sel de
sodium. L'incidence d'effets indésirables n'a pas été significativement différente du placebo

dans ces études de dose unique (Derry et al, 2009).

Le diclofénac peut causer des dommages a la fonction de barriere de la muqueuse de
l'intestin gréle. 1l peut également entrainer un raccourcissement des villosités, un
amincissement de la muqueuse, I'ablation des microvillosités et I'élargissement de la jonction
intercellulaire serrée comme changement morphologique caractéristique (Shuo, 2009)(
Hirofumi M., 2011).

3
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1.1 INTRODUCTION

In vivo est une étude réalisée au sein d'un organisme. Il s'agit donc d'études
principalement utilisées dans le domaine de la biologie et de la recherche médicale. Les tests
sur animaux et les essais cliniques sont des formes de recherche in vivo. Il est souvent plus
approprié d'observer les effets finaux et totaux d'une expérience sur le sujet vivant. Ces tests
permettent d’évaluer les effets d’un matériau sur des organes loin de I’organe cible, car ils
sont beaucoup plus proches de la clinique. Ils permettent ainsi d’évaluer la toxicité des
métabolites et de déterminer leur biocompatibilité.

Les tests realises sur des animaux de laboratoire peuvent ne pas avoir de rapport avec
I’espéce humaine, 1’effet néfaste peut passer inapercu s’il est non recherché donc non évalué ;
timing incorrect de 1’essai (I’effet délétére se manifeste aprés les périodes d’observation)
I’évaluation et I’interprétation des résultats peut étre difficile.

L’objectif de notre travail est d’évaluer I’effet d’un anti-inflammatoire « diclofenac »
sur le microbiote intestinal. L’anti-inflammatoire testé a été enrobé dans une forme galénique
« médicament » synthétisée par des étudiantes « N. Taher et M. Nacef » en Master Il Chimie
Organique encadrées par notre directrice de mémoire « Dr I. Abdelmalek ». Cette forme
galénique « microspheres » a été préparée par la technique de la microencapsulation utilisant
I’ethylcellulose comme matiére d’enrobage et le diclofénac de sodium comme agent active.

Ces particules ont été bien caractérisées par microscope optique, FTIR et DRX.

Figure 11.1 présentation des formes galénique « microsphéres » préparées chargées de
diclofénac. (par microscope grossissement 40)

E
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11.2. MODE OPERATOIRE

11.2.1. Lieu de travail :

Cette présente étude a été realisée au sein du Laboratoire de Reproduction des Animaux

de la Ferme (institue de vétérinaire), situé¢ a ’ITMA.

11.2.2. Matériels et produits utilisés :

Tableau I1.1. Matériels et produits utilisés.

Milieux de culture

Produits et réactifs

Matériels et appareillages

Gélose Mac Conkey
Gélose Bile Esculine Azide
(BEA)

Gélose Man Rogosa et
Sharp (MRS)

Gélose Tryptone-Sulfite-
Cyclosérine (TSC)

Milieu Mannitol Mobilité
Milieu Urée Indole
Milieu Viande Foie
Milieu TSI

Milieu Clarck et Lubs
Milieu ADH

Milieu LDC

Milieu ODC

Violet de Gentian
Fuschine

Lugol

Alcool

Eau distillée

Eau physiologique
Peroxyde d’oxygéne (H20,)
Disque Oxydase
Disque ONPG
Reactifs de Kovacs
Réactifs de TDA
Réactifs VPI et VPII
Réactifs Rouge de
Méthyléne

Huile de paraffine

Huile d’immersion

Tubes a essali
Boites de Pétri
Pipettes Pasteur
Micropipettes

Anse de platine
Pinse

Lame

Etuve

Bain Marie
Balance

Autoclave
Agitateur magnétique
thermique

Vortex
Dessiccateur
Microscope optique
Glerie API 20E

Spectrophotometre

@
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11.2.3. Le protocole expérimentale :
L’organigramme suivant présente la procédure expérimentale suivie au cours de cette

étude :

Etude In vivo

J

[ |

Préléevement de la
matiere fécale a TO

Injection (cedéme) ———pPrise de médicament

Prélévement de la matiére
fécale a Tf

;[ Analyses microbiologiques ]

v

Isolement, identification et dénombrement des bactéries.

l |

Mac Conkey BEA MRS TSC

N

Identification
Macroscopique Microscopique Biochimique
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Figure 11.2. Protocole Expérimentale

11.2.4. L’activité antiinflammatoire :

Les expériences in-vivo de I’activité anti-inflammatoire ont été réalisees sur 13 rats de
laboratoire de souche Wistar, de sexe male et de poids compris entre 299g (+ 2g) fournit par
I’institut pasteur, Alger. Ces rats sont utilisés apres une période d’adaptation d’une semaine au
sein de laboratoire de reproduction des animaux de la ferme (institue de vétérinaire), Tiaret a
température (T=25) dont ils ont 1’accés libre a I’eau et a ’alimentation. Ils ont été répartis en
5lots :

Lot témoin-: constitué de 2 rats (injectés par 1’eau physiologique).

Lot témoin +: constitué de 2 rats (injectés par le formol 1%, sans traitement).

Lot test: constitué de 3 rats (injectés par le formol 1%, traité par 20mg de microspheres.).
Lot test : constitué de 3 rats (injectés par le formol 1%, traité par 40mg de microspheéres.).
Lot Référence : constitué de 3 rats (injectés par le formol 1%, traité par une pommade

commerciale (Diclofénac)).

* Induction de I’inflammation et traitement

Les rats sont mis a jeun 18h avant I’essai puis ils ont été injectés dans la face plantaire
de la patte gauche par 1mL de solution de formol dilué & 1% dans I’eau distillée pour induire
un cedéme dans la patte gauche sauf le témoin négatif recoit une injection de 1ml d’eau

physiologique.

Aprés 2h de I’induction de I’inflammation, les rats des lots « essai » regoivent par voie
orale des doses du traitement (20mg/j et 40mg/j), les doses ont été données aux rats d’essai
pendant 5jours avec acces libre a I’eau et a 30g de nourriture/jour.

Les rats du lot référence ont été traité par une pommade commercial « \Voltaréne

(Diclofénac) ».
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Figure 11.4. Protocole expérimentale (a : Induction de I’inflammation, b : Prise du médicament
par voie orale, ¢ : Mesure du diametre de la patte, d : Autopsie des rates).
e Evaluation du processus inflammatoire

Le suivi de I’évolution de 1I’cedéme se fait en mesurant le volume des pattes des rats a
I’aide d’un pied a coulisse digital avant et aprés I’injection du formol, le prélevement de la
matiere fécal pendant 5jours a été réalisé chaque jours avant la prise du médicament.

e Sacrifice des animaux et autopsie

Apres le cinquiéme jour du test, tous les rats sont sacrifiés par 1’abattage pour évaluer
apres autopsie ’effet du traitement sur leur organisme.

Pour évaluer I’effet d’anti-inflammatoire « Diclofénac sodique » sur la flore intestinale,
nous avons recherché quelques bactéries incluses dans la dysbiose intestinal. Cette recherche
basée sur I’isolement, I’identification et le dénombrement des germes au niveau de la matiére
fécale. En effet, 1g de la matiére fécale fraiche a été prélevé au début d’expérimentation (T0)
et le jour de sacrifice (TT) ou ils ont été conservés dans 9 mL d’eau physiologique et dans des
conditions stériles a -20°C.

Les principales bactéries intestinales recherchées dans la matiére fécale sont :

Escherichia coli, Enterococcus spp, Clostridium spp, Lactobacellus spp.
11.2.5. Recherche et dénombrement de quelques bactéries intestinales

11.2.5.1.Préparation de la suspension bactérienne La suspension bactérienne a été

préparée a partir de la matiere fécale. 1g de matiere fécale a été dissout dans 9 mL d’eau
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physiologique (0,9%). Le mélange a été homogénéisé par un vortex ensuite il a été laisse pour
précipiter. A partir de cette derniere deux différentes dilutions décimales ont été préparées
jusqu’a (107 et 109).

11.2.5.2. Recherche et dénombrement de quelques bactéries intestinales a Gram

négatif
4+ Recherche et dénombrement d’Escherichia coli sur milieu Mac Conkey :

Escherichia coli est un bacille & Gram négatif Aero-anaérobie facultatif appartenant a la
famille des entérobactéries (Enterobacteriaceae), colonise le tube digestif de ’homme et des
animaux. Elle représentant 80 % de la flore intestinale de I'hnomme. La majorité des souches
de E. coli sont inoffensives, quelques-unes seulement sont pathogenes (Mariani-Kurkdjian
et al, 2016).

La recherche et le dénombrement de cette bactérie a été effectué au niveau de la matiere
fécale des rats. On submerge la surface du milieu Mac Conkey en boite de pétri par 0,1 mL de
la suspension bactérienne et on le réparti uniformément par étalement a 1’aide d’un rateau

stérile (Figure 11.5). Les boites sont incubées a 37°C pendant 24h.

Figure 1.5 : (A) : Ensemencement de suspension sur la gélose. (B) : Etalement de la

suspension sur la surface.

Une étude macroscopique (I’aspect des colonies, couleur et la forme) a été effectuée sur
les colonies bactériennes qui apparaissent aprés 1’incubation. Par la suite, une identification et

un dénombrement des colonies ont été effectués.

% ldentification d’Escherichia coli par la galerie Api 20 E
La galerie Api 20 E comporte 20 microtubes contient des substrats déshydratés pour les
différents tests ONPG, ADH, ODC, LDC, citrate de Simmons (CIT), production
d’hydrogéne sulfuré par réduction de thiosulfate (H,S), synthése d’une uréase (URE),

e
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recherche de la tryptophane désaminase (TDA), recherche du pouvoir indologéne (IND),
production de I’acétone « vogue proskauer » (VP), gélatinase (GEL), recherche des glucides :
glucose (GLU), arabinose (ARA), mannose (MAN), inositole (INO), sorbitol (SOR),
Mannose (RHA), saccharose (SAC), mélioidose (MEL), amygdaline (AMY) sont indiqué au-
dessous de chaque microtube. Ces derniers sont remplis avec une suspension bactérienne
standardisée a 1’échelle de 0,5 Mc Farland. La lecture des réactions traduit par un virage de

couleur soit libre ou par 1’addition des réactifs.
11.2.5.3. Recherche et dénombrement de quelques bactéries a Gram positive

+ Recherche et dénombrement d’Enterococcus spp dans la gélose BEA
Enterococcus spp sont commensales du tube digestif de I'hnomme et des animaux. 1l peut
coloniser la peau, la région périnéale et le vagin, par contamination de voisinage. Comme les
entérocoques, cette espéce peut se rencontrer dans 1’environnement : (eaux usées, eau douce,
sol), et contaminer les aliments (Archambaud et Danielle, 2007)
Leur dénombrement s’effectue par étalement en surface sur la gélose Bile-Esculine-
Azide (BEA) suivi par une incubation a 37°C pendant 24 heures. L’identification de cette

espece a été réalisée par des tests culturaux, microscopiques et biochimiques.

% Recherche et dénombrement du clostridium spp dans la gélose TSC

Clostridium, bactéries anaérobies sporulées comprennent plus de 150 espéeces. Elles
peuvent étre des espéces saprophytes non pathogénes pour I’homme, des espéces saprophytes
pouvant étre pathogénes occasionnelles ou des espéces toxinogéenes trés pathogénes pour
I’homme ou pour des animaux. Les Clostridium sont des bactéries anaérobies strictes de la
flore exogéne, d’origine tellurique, conservant toute leur vitalité dans les sols grace a leurs
spores résistantes ; certaines especes sont parfois commensales de 1’intestin de I’homme et des
animaux. Des especes produisant des toxines sont des bactéries pathogénes spécifiques (BPS)
engendrant des maladies spécifiques redoutables pour I’homme et pour les animaux.
(Dellerras, 2014) L’ensemencement se fait en profondeur avec 1 mL de chaque dilution, et la
température de milieu doit étre 40°C. Incubation dans des conditions d’anaérobiose a 37°C
pendant 48 heures. L’identification de ces bactéries a été réalisée par des tests culturaux,

microscopiques et biochimiques.
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4 Recherche et dénombrement du Lactobacillus spp dans la gélose MRS :

Le genre Lactobacillus est constitué d'un spectre large et diversifié d'especes
bactériennes qui ne sont pas pathogénes et sont considérées comme faisant partie du
microbiote humain normal. Ce sont des batonnets a Gram positif, non sporulées, croissance
anaérobie et test de catalase négatif (Raquel et Kristina, 2014)

L’ensemencement se fait en profondeur avec 1 mL de chaque dilution et incubation
dans des conditions d’anaérobiose dans un dessiccateur (Figure 11.6) a 37°C pendant 48heures.
L’identification de ces bactéries a été réalisée par des tests culturaux, microscopiques et

biochimiques.

Figure 11.6. (A) : Ensemencement en profondeur, (B) : Dessiccateur.

11.2.6. Détermination des Caracteristiques de souches obtenues :

Selon le manuel de Bergey de bactériologie systématique, procaryotes, les bactéries

isolées dans cette étude ont été confirmées physiologiquement et biochimiquement.

11.2.6.1. Caracteres morphologiques : Deux examens sont utiles dans les caractéres

morphologiques :

11.2.6.1.1.Examen macroscopique : Cet examen est basé sur 1’observation macroscopique
qui consiste a décrire 1’aspect des colonies obtenues dans le milieu solide aprés incubation (la

taille, la forme, la couleur des colonies...).

E
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11.2.6.1.2.Examen microscopique : A partir des colonies en culture pure, un frottis bactérien

est réalisé, fixé puis coloré par la coloration de Gram ensuite 1’analyser par microscope.
e Coloration de Gram :

La coloration de Gram est la technique de coloration différentielle la plus courante, la
plus importante et la plus utilisée en microbiologie. Ce test permet de différencier les
bactéries en bactéries Gram positives et Gram négatives, ce qui facilite la classification et la

différenciation des micro-organismes (Bejot, 2021).

11.2.6.1.3.1dentification biochimique :
1. Test catalase :

* Principe : Le test de la catalase facilite la détection de I'enzyme catalase dans
les bactéries. Le test catalase est également utile pour faire la différence entre les bactéries
aérobies et anaérobies obligatoires, car les anaérobies sont généralement connus par 1’absence
de cette enzyme. La catalase sert a neutraliser les effets bactéricides du peroxyde d'hydrogéne.

La catalase accélére la dégradation de peroxyde d'hydrogene (H,O,) en eau et en
oxygene

2H>0, + Catalase — 2H>0 + O,

Cette réaction est mise en évidence par la formation rapide de bulles (Karen, 2010).

+ Technique:
- On dépose une goutte de H,O, sur une lame a 1’aide d’une pipette Pasteur.
- On place une colonie bien isolée a I’aide d’une anse stérile dans la goutte de H20,.
- Résultat positive a été traduit par la formation de bulles est observée sur un fond sombre

pour améliorer la lisibilite.

2-Test oxydase:
+ Principe :

Le test d'oxydase est congu pour détecter spécifiquement la présence du systeme
enzymatique terminal de la respiration aérobie appelé cytochrome C oxydase. Le cytochrome
C oxydase est le dernier accepteur d'électrons H, dans un mecanisme respiratoire aérobie
composé d'un certain nombre d'enzymes qui s'oxydent et se réduisent alternativement en
donnant ou acceptant des électrons dérivés de Hs.

Le réactif sert de substrat artificiel donnant des électrons et s'oxydant ainsi en un

composé violet fonce en presence de I'enzyme oxydase et d'O; libre. Le développement d'une
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coloration violet foncé aprés avoir frotté I'organisme dans le disque d'oxydase contenant le
réactif indique une réaction positive. (Shields et Cathcart, 2016).

Technique :

-Prenez un disque d'oxydase commercialisé imbibé par une goutte d’eau distillé dans laquelle
en dépose a 1’aide d’une pipette pasteur une colonie et la frotter dans le disque. La lecture de
résultat s’effectue par I’observation de changement de couleur dans les 30 secondes (Shields
et Cathcart, 2016).

3. Test ONPG:
Principe:

Le O-nitrophényl-p-D-galactopyranoside (ONPG) est structurellement similaire au
lactose (c'est-a-dire que I'ONPG est un analogue du lactose), sauf que I'orthonitrophényle a
été substitué au glucose.

Lors de I'nydrolyse, sous l'action de I'enzyme pB-galactosidase, 'ONPG se clive en deux
résidus, le galactose et I'o-nitrophénol. L'ONPG est un composé incolore : L'o-nitrophénol est
jaune, fournissant une preuve visuelle de I'hydrolyse (Al-Thobaiti et al, 2021).

Technique :

-Placez un disque ONPG dans un tube stérile contenant 2mlL d’eau physiologique stérile. Le
tube est inoculé avec une colonie de I'isolat a tester a I’aide d’une anse de platine puis incuber
a 37°C pendant 24h.

-L’apparition d’une couleur jaune indique la capacité des bactéries a synthétiser la 8-

galactosidase (Al-Thobaiti et al, 2021).

4. Triple Sugar Iron (TSI) :

+ Principe :
La gélose Triple Sugar Iron (TSI) est utilisée pour la différenciation des microorganismes sur
la base de la fermentation du glucose, du lactose et ou du saccharose et la production de
sulfure d’hydrogene et de gaz (Tabak et Bensoltane, 2012).

+ Lecture du test TSI :

» Fermentation de glucose :
Culot rouge : glucose non fermentg ;
Culot jaune : glucose fermente

» Fermentation du lactose : - Pente inclinée rouge : lactose non fermenté.

- Pente inclinée jaune : lactoses fermentés.
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» Production de gaz : Apparition de gaz dans le culot.
» Formation d’H,S : Formation d’une coloration noire entre le culot et la pente ou le
long de la piqgdre.
+ Technique :
A I’aide d’une anse stérile, ensemencée le culot par une piqure et la pente par des stries

a partir des cultures pures. L’incubation de ces tubes a été réalisée a 37°C pendant 24 heures.

5. Urée- Indole :
Le milieu urée-indole est un milieu qui permet de realiser un ensemble de résultats utiles a
I'identification des bactéries.
+ Technique :
Comprend trois étapes (Boussena S., 2020) :

e A partir d’'une culture pure ensemencer le milieu d’urée indole par une colonie
bactérien a 1’aide d’une anse de platine stérile, cette étape est suivie par une incubation
a 37°C pendant 24 heures. Une lecture directe de 1’uréase, enzyme hydrolysant 1’urée,
une alcalinisation du milieu traduit par une coloration rouge.

e Apres la lecture de I'urée, on procede a la lecture de I’indole sur le méme tube.
L’indole produit est révéle par le réactif de Kovacs, si ’espece bactérienne est indole
(+); un anneau rouge apparait a la surface du milieu, si elle est indole (-); il y a un
anneau jaune ou le milieu demeure inchangée.

e La présence de tryptophane désaminase (TDA) est mise en évidence par addition de
perchlorure de fer qui provoque une coloration brun rouge du milieu en cas de réaction

positive.

6. Mannitol mobilite :

+ Principe

Ce milieu permet en 24 heures 1’étude de deux caractéres biochimique (fermentation du
mannitol) et morphologique (la mobilite de la souche).

4+ Technique

A T’aide d’une anse de platine ensemencé le milieu par une piqure central. Incuber les

tubes a 37°C pendant 24 heures.
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Gréce a la présence d’un indicateur de pH le rouge de phénol, la lecture de I’utilisation du
mannitol est possible. L’utilisation du mannitol acidifie le milicu qui peut ainsi étre révélé

par le virage de I’indicateur de pH a sa teinte acide (jaune) (Boussena S., 2020).

7. Citrate de Simmons :

Le citrate est I’unique source de carbone, la plupart des bactéries peuvent cataboliser ce
substrat. Leur utilisation est une utilisation aérobie, et se traduira par une alcalinisation du
milieu.

+ Technique
A l’aide d’une anse de platine, la pente est ensemencée par une strie longitudinale, a partir
d'une culture pure. Ne pas visser le bouchon a fond, afin de permettre les échanges gazeux (en

particulier élimination du dioxyde de carbone). Incubation 24h a 37°C (Boussena S., 2020).

8. Milieu Clark et Lubs :
+ Principe :

Ce milieu permet 1’étude de la voie de fermentation du glucose (test VP). L’étude de
cette voie permet de différencier les bactéries de la famille des Enterobacteriaceae.

> Test VP (Vosges-Proskauer) :

Ce test permet la mise en évidence de la production d'acétoine (ou 3-hydroxy-
butanone) au cours de la fermentation butylene glycolique : en présence d'une base forte
(soude ou potasse) et d'a-naphtol, I'acétoine donne une coloration rouge en milieu treés
oxygené (Boussena S., 2020).

4+ Technique
Ensemencer le bouillon Clark et Lubs par une suspension bactérienne pur a 1’aide d’une
anse de platine stérile, aprés 24 heures a 37°C, ajouter 2 gouttes de KOH a 10% et d’Alpha-

naphtol (Réaction de VVoges-Proskauer).

8. Recherche de I’activité Arginine Dihydrolase (ADH), Lysine Décarboxylase (LDC) et
Ornithine Décarboxylase (ODC)

Présente la capacité des bactéries a dégrader un acide aminé « Arginine ». Le
métabolisme du glucose se traduit par un virage au jaune, si la souche dégrade I’arginine elle
produit une amine qui va augmenter le pH du milieu et on observe un virage de couleur au
violet (Hariri et al, 2009)
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+ Technique :
Ensemencer le milieu additionné d’arginine par une suspension bactérienne, puit incubé

a 37°C pendant 24 heures.

Lysine Décarboxylase (LDC), et Ornithine Décarboxylase (ODC) :

Chez les bactéries a métabolisme fermentatif, fermentent le glucose, ce qui entraine une
acidification du milieu qui se traduire par une coloration jaune. L’alcalinit¢ due a I’amine
entraine le virage de I’indicateur au violet. (Elhachemi et al., 2018)

Technique :

A l’aide d’une anse de platine stérile, ce test est réalisé par I’ensemencement d’une
colonie bactérienne dans des bouillons « ODC, LDH », » puit incubation a 37° pendant 24

heures.

9. viande-foie (V.F) :
Le milieu V.F est pour but d’étude du besoin en O, (ce milieu ne contient pas de
nitrate). La gélose V.F est un milieu semi-solide. (HAMDAL.I.,2020)

Technique: A partir d’une culture pure ensemencer le milieu a I’aide d’une pipette
boutonnée. L’introduire jusqu’au fond du tube puis remonter en décrivant des tours de spire

tres serrés.
11.2.7. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont présentes sous forme de moyenne + erreur type.

Le logiciel STATISTICA (version 6.1, Stat,Tulsa.OK) a été utiliser pour 1’analyse statistique
des données. La comparaison entre les cing groupes expérimentaux a été effectuée via
ANOVA a un facteur, et complété par le test LSD. Une valeur de p <0.05 a été retenue

comme seuil de signification.
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I11.1. Tests in vivo :

Dans le but d’évaluer I’activité anti-inflammatoire de la dichlofénac sodique encapsulée
sur des rats Wistar qui ont subi une inflammation provoquée expérimentalement par injection
de formol 1% au niveau de leurs pattes gauches. Les pourcentages d’augmentation d’cedémes

ont été calculés par I’expression suivante :

dt—do
ao

%AUG=

dt: présente le diamétre de la patte cedémateuse,dO :présente le diametre de la patte.
L’évolution des pourcentages d’augmentation et des diamétres des pattes sont

représentés sur figures 111.1 et 111.2 respectivement.
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Figure 111.1: Histogramme d’AUG% de différents groupes.
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Figure 111.2: Evolution des diameétres des pattes en fonction du temps.

L’cedéme apparait dés la deuxiéme heure de 1’injection par le formol 1%. On note que :
- le groupe GRT- « rats injecté par I’eau physiologique » ne présente pas une
évolution notable de diametre de la patte.
- Le groupe GRT+ « rats injecté par le formol et non traité » ne présente pas une
évolution significative de diamétre de la patte.
- Les groupes « essais et référence » présente une diminution de diametre apres la
prise du médicament (GRD1 et GRD2) ou I’application de la pommade (GRP).
En conclusion, durant la période du traitement (4jours), on a remarqué une diminution
démonstrative de 1’cedéme sur les rats du lot essai des la premiere prise du médicament, d’une
autre part, les rats du lot témoin positive montrent a leur tour une réponse immunitaire vis-a-
vis I’inflammation mais d’une maniére moins importante en comparant avec celle du lot essai
pour revenir presque a leur état initial au bout du quatrieme jours.
* Résultat de I’autopsie : Sur la figure suivante, on présente les photos des organes qui

sont principalement touchés.
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/

Lot Test (40mg)

Lot référence (pommade commercial)

Figure 111.3 : les photos prises lors de 1’autopsie.
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Au cours de 1’autopsie, nous remarquons que les rats des groupes GRT-, GRT+ et GRP
ne présente aucune lésion. Par contre, I’autopsie a révélé un ulcére au niveau de 1’estomac
sans aucune remarque durant le traitement pour les groupes essais. Ces lésions sont
considérées comme des effets secondaires du principe actif utilisé. On note que les rats du
groupe GRD1 (40mg) présentent un ulcére gastrique tres important et notable par rapport a
celle noté chez les rats du groupe GRD2 (20 mg). Donc, la dose de 20mg administré est une

dose convenable contrairement a la dose 40mg.

11.2. Etude de Deffet du diclofénac sodique sur la composition du

microbiote intestinal

L’évaluation de I’effet du « Diclofénac sodique » sur la composition du la flore
intestinale a été réalisée en comparant la composition de la matiére fécale des groupes des rats
a temp final (Tf). Nous avons isolé, identifiés et dénombrés les principales bactéries a Gram
positive « Enterococcus spp, Lactobacillus spp, Clostridium spp», et a Gram négatif
« Escherichia coli» au niveau de la matiére fécale des 5 groupes expérimentaux.

L’identification est basée sur des critéeres morphologiques et biochimiques.
111.2.1. Identification des bactéries recherchées

Les résultats d’identification morphologique et biochimiques obtenus sont présentés
dans le tableau I11.1. L’examen macroscopique sur le milieu Mac Conkey révéle des colonies
roses entouré¢ d’un halo opaque de la méme couleur, d0 a la précipitation des biliaire « lactose
+», et pour le milieu BEA, fourni des petites colonies opaques entourées d’un halo noir.
Concernant les bactéries cultivées sur le milieu MRS montrent des colonies blanchatres
Iégérement allongé et celle isolée dans le milieu TSC démontre des colonies entourées d’un

halo noir, d0 a la réduction du sulfite en précipite de sulfure de fer.

En revanche, I’examen microscopique a été réalisé par la coloration de Gram montre
que les colonies apparaissent dans le milieu Mac Conky sont des bactéries bacilles a Gram
négatif. On outre les colonies cultivées dans les milieux MRS, TSC sont des bacilles a Gram

positif et celle isolé du milieu BEA sont des coques a Gram positif.

Les bactéries apparaissent sur les milieux de culture ont été soumises a des tests
biochimiques réalisés soit par des tests classique (Catalase, Oxydase, ONPG, TSI, Urée-
Indole, Mannitol Mobilité, Citrate de Simmons, VP, ADH, LDC, ODC et V. F), soit a I’aide
de la galerie Api 20E (pour E.coli).
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Les résultats obtenus sur le milieu Mac Conky indique que la bactérie isolée possede les
enzymes (3-galctosidase (ONPG), et les décarboxylase LDC, ODC, Indole, et déepourvue le
H.S, I’Uréase (URE), et TDA, et elle n’utilise pas le citrate comme unique source de carbone.

Cette espece utilise dans son métabolisme tous les sucres sauf I’inositol et I’amygdaline.
Ces résultats confirment que les colonies obtenues sont des colonies d’E.coli.

=

T ARA
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Figurelll.4 : Résultat de I’identification dans la galerie Api 20E

Les résultats obtenus ont été analysés a 1’aide de logiciel d’identification « apiweb »

(http://apiweb.biomerieu.com)

Les résultats d’identification des bactéries isolées sur milieu MRS, montrent que ces
derniers sont des anaérobies qui ne posseédent pas I’enzyme de la catalase, oxydase, B-
galactosidase, et elle n’utilise pas le citrate comme unique source de carbone, ainsi cette
espece utilise le glucose dans son métabolisme. Ces résultats confirment les caracteres
d’identification de Lactobacillus spp.

Les bactéries isolées dans le milieu BEA et les résultats d’identification biochimique
confirment que la bactérie est de genre Enterococcus spp, cette bactérie ne possede pas
I’enzyme de la catalase, B-galactosidase, et posséde le mannitol, elle utilise le glucose dans
son métabolisme, et n’utilise pas le citrate comme unique source de carbone, et dépourvue de

I’oxydase et 1’urée. Cette espece est de type respiratoire aeroanaerobie.

Les résultats d’identification obtenus a partir des bactéries isolées sur milieu TSC,
révélent des bactéries anaérobies, dépourvue de I’enzyme catalase, oxydase, et ’urée, elle
utilise le glucose dans sans métabolisme, et le citrate comme une seule source de carbone, et
elle possede I’enzyme ONPG. Ces résultats montrent que la bactérie isolée c’est Clostridium

spp.
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Tableau I11.1. Caractéres macroscopique, microscopique et biochimique des germes isolés de

la matiere fécale « + : test positif - : test negatif ».

Milieux
de
cultures Mac Ckanky BEA MRS TSC
Tests
Macroscopique Colonies roses | Petites Colonies Colonies
entourées colonies blanchatres | entourées
d’un hélo incolores Iégerement | d’un halo
opaque entourées allongées noir
d’un halo noir
Microscopique Bacilles a Coques a Bacilles a Bacilles a
Gram Gram positive | Gram Gram
négative positive positive
Catalase + - - -
Oxydase - - - -
ONPG + - - +
Citrate - - - +
ADH + + + +
oDC - - - -
LDC + - + +
VP - + - -
Glucose + + + +
TSI Saccharose | + + + -
ou Lactose
H2S - - - +
Urée - - - -
Urée Indole Indole + - - -
TDA - - - -
Mannitol Mannitol + + - -
Mobilité
Mobilité Mobile Mobile Immobile Mobile
VF Aeroanaerobie | Aeroanaerobie | Anaerobie Anaerobie
facultatif
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111.2.2. Dénombrement des bactéries a Gram négatif au niveau de la matiere fécale

+ Dénombrement d’Escherichia coli.

Les résultats du dénombrement d’E.coli & TO et Tf sont présentés dans la figure 111.5
par le logarithme décimal (log10). Ces dernieres ne révélent aucune différence significative
entre les cing groupes expérimentaux a TO.

On outre le dénombrement d’E.coli & Tf signale une réduction significative (p < 0,05)
chez les rats ayant recu le dicloféenac (GRD1) par apport le groupe témoin GRT+ (4,27 +
0,32UFC/g contre 4,91 + 0,19 UFC/g respectivement).

En revanche aucune différence significatif n’a été présenté entre le groupe témoin

négatif (4,5 + 0,32 UFC/g) et les groupes GRD1 ; GRD2 ; DRP.

3
0 III I III I
TO Tt

Temps

Log 10 N UFC\g
[a=] w =Y L

[y

B GRT- mGRT+ mGRP ®mGRD1 mGRD2

Figure 111.5: Dénombrement des bactéries a Gram négatif « E.coli ».

(Les résultats sont exprimés sous forme moyennes £ SEM avec n= 4).

*différence significative entre groupe GRD1 vs GRT+

Selon les résultats obtenus en remarque que la dose D1 du Diclofénac sodique provoque
une diminution du nombre d’E.coli de la flore intestinale. Ces résultats sont confirmés par K.
Mazumdar et al. montrent que le diclofénac sodique possede un effet inhibiteur contre E.coli.
Cette réduction est traduite par la capacité de diclofénac d’inhiber la synthése de I’ADN

d'E.coli par I’inhibition similaire de 1’incorporation de la 3H-thymidine dans E.coli étant
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donné le réle central de I'ADN dans la régulation des processus biochimiques (Mazumdar et
al ., 2009).

Un autre papier a montré que le mécanisme proposé de 1’activité antibactérienne du
Dichlofénac est I’inhibition de la synthése de ’ADN d’E.Coli ou la modification de ’activité
membranaire de la souche. (Matejczyk al., 2020)

Plusieurs études d’observation humaine a grande échelle a mis en évidence des
corrélations entre le microbiote intestinal et la prise de différentes classe de médicaments y
compris les anti-inflammatoires. (Rizkallah et al, 2010; Rogers et al, 2016; Walsh et al
2018).

111.2.3. Dénombrement des bactéries a Gram positif au niveau de la matiere fécale
+ Dénombrement des Enterococcus spp.

Les résultats d’évaluations du nombre Enterococcus spp a TO et a Tf au niveau de la
matiere fécale sont représentés dans la Figure 111.6. Ces résultats révelent une diminution
significative avec un p < 0,05 de GRD2 contre GRP dont 4+0,04 UFC/g vs 4,63+£0,5 UFC/g
respectivement.

En paralléle aucune différence n’a été signalée entre les groupes GRT-, GT+ vs GRD1
dont 4,20+0,32UFC/g vs 4,38+0,29 UFC/qg et 4,31+0,27 UFC/g respectivement.
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Figure 111.6. Dénombrement d’Enterococcus spp.

(Les résultats sont exprimés sous forme moyennes +SEM avec n= 4).

* Différence significative entre groupe GRD 2 vs GRP.
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L’utilisation d’AINS peut affecter la composition de la flore intestinale et I’activité
métabolique par effet direct sur le microbiote en inhibant ou en facilitant la croissance
microbienne, induisant la mort cellulaire et/ou influencant le métabolisme microbien ou par
un effet indirect en interagissant avec 1’hote par exemple en changeant le métabolisme,
I’environnement intestinal, I’intégrité de la muqueuse et perméabilité. (Maseda D et al.,
2020).

Des ¢tudes animales ont montré que 1’administration des AINS provoque des
changements importants dans le microbiote tel que la diminution de 1’abondance des bactéries
Gam négatives. (Otani K et al., 2017).

En 2013, Milani et al démontrent 1’activité antibactérienne des anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) « diclofénac » sur E. faecalis et il cite de méme gue le mécanisme exact de
I’activité antibactérienne de diclofénac n’est pas clair cependant, des études ont proposé
I’inhibition de la synthése d’ADN des bactéries ou ’altération de I’activité membranaire.

(Milani A.M et al., 2013)

Dénombrement des Lactobacillus spp.

Les résultats obtenus apres le comptage des Lactobacillus spp sur le milieu solide a
partir de TO et Tf sont représenté dans la figure I111.7. Les résultats révelent une augmentation
significative contre GRT- (3,335+0,77 UFC/g) versus GRD1 (4,10+0,18 UFC/g). Aucune

déférence significative n’a été détectée entre les 05 groupes a TO.

T = *
TO Tf

Temps

Log 10 N UFC\g
= N w >
= (9] N O w (9] B O (9]

o
o wun

B GRT- mGRT+ mGRP GRD1 m GRD2

Figure 111.7 : Dénombrement de Lactobacillus spp
Les résultats sont exprimés sous forme moyennes +SEM avec n=4).

% Différence significative entre groupe GRD1 vs GRT-.
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Rogers et al ont montré que la composition du microbiote est influencée différemment
par l’utilisation des anti-inflammatoires combinés ou non avec les antisécréatoires. Ils

affectent directement 1’abondance relative des bactéries a gram positifs (Rogers et al., 2016).

L’augmentation du nombre des Lactobacillus spp peut s’expliquer par 1’effet
antagoniste de la matrice utilisé dans la formulation du médicament « ethylcellulose ». En
effet, il est connu que Lactobacillus spp est une bactérie commensale présente dans les
milieux riches contenant des substrats glucidiques tels que les muqueuses intestinales, orales
et vaginales des humains et des animaux. Plusieurs effets ont été documentés de cette espece
par Todorov et al tels que I’activité anti-tumorale, augmentation des cellules immunitaires de
I’hote, effet inhibiteur sur la production d’immunoglobulines E, et la protection contre
I’infection. (Todorov et al.,2011). Contrairement a notre résultat, Jimenez-Serna et Sanchez
ont montré une faible inhibition des AINS contre Lactobacillus spp et ils I’ont expliquée par
la présence d’un efflux multidrogue non spécifique dans cette bactérie. (Jimenez-Serna et
Sanchez, 2011).

Dénombrement des Clostridium spp
Les résultats d’évaluation du nombre de Clostridium spp isolée a partir de la matiére
fécale est représente dans la figure. Dénombrement des Clostridium spp & TO et Tf ne révele

aucune différence significative entre les 05 groupes d’expérimentation.
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Figure 111.8. Dénombrement de Clostridium spp
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Les études du microbiote intestinal consacrees aux rhumatismes inflammatoires chez
I’homme sont encore peu nombreuses, révélant cependant des dysbioses qui pourraient
participer au déclenchement ou a I’entretien de la maladie.

La plupart des études ont démontré que le taux des Firmicutes , notamment des espéces
Clostridium , était diminué lors du traitement avec des AINS (Xue et al, 2014).Néanmoins,
on ne sait pas si ces modifications représentent un phénomene primaire ou ces bactéries
joueraient un réle dans I’évolution d’cedéme, ou si elles constituent un phénomene secondaire
ou une dyrégulation immunitaire ou une inflammation entrainerait des modifications des
bactéries isolées. la différence entre les populations de bactéries commensales étant constante,

il est logique de présumer qu’il joue un réle dans la pathogénie d’cedéme.

111.2.4. Conclusion :

Le microbiote influence fortement le développement et le maintien de I'homéostasie
immunitaire, agit comme une barriére contre l'invasion des pathogénes et fournit a I'n6te des
contributions nutritionnelles. Les modifications de la composition microbienne (dysbiose) qui
est confirmée dans notre étude peuvent détruire ces relations mutualistes et influencer la
physiologie de I'nte, compromettant ainsi son état de santé. La dysbiose intestinale a été
associée a d'importantes maladies humaines, notamment des troubles auto-immuns et ou auto-
inflammatoires, comme les maladies inflammatoires chroniques de 1’intestion, des troubles
métaboliques, comme [I'obésité et le diabete de type 2, des allergies et des troubles

neurologiques

%



Conclusion

Conclusion Générale

Les effets secondaires des antiinflammatoires non stéroidiens est un sujet majeur qui
occupe différent travaux de recherche de la santé publique dans ces dernier décennies, cela
est d0 principalement & la large utilisation de cette classe médicamenteuse par toute les
catégories humaines «enfant, jeune ou &gés ». En effet, I’administration de ce type de
médicament doit étre bien contrblée et dirigée car il est mis en évidence une influence directe
des médicaments sur le microbiote intestinal.

Il est connu que le microbiote intestinal exerce des fonctions majeures pour la
physiologie de la voie métaboliques, d’effet barriére et de maturation du systéme immunitaire
donc une dysbiose peut impliquer de nombreuses pathologies humaines, notamment
digestives et métaboliques.

Dans cet axe que notre travail s’intéresse a 1’évaluation de D’effet secondaire du
diclofénac de sodium sur la flore intestinal. De ce fait, des études in-vivo et in-vitro ont été
réalisés sur des rats Wistar cedémateux traité par des doses journalieres « 20mg et 40mg »
pour voir les altérations qualitatives et quantitatives du microbiote intestinal.

L’autopsie a révélés des ulcérations au niveau de I’estomac des rats traités par le
diclofénac.

Les résultats obtenus a la fin du traitement démontrent que 1’administration du
diclofénac induit a des altérations sur le dénombrement de quelques bactéries composés du
microbiote intestinal. En effet, le dénombrement d’E.coli dans la matiére fécale a Tr indique
une diminution significative chez les rats traités par une dose étudiée par rapport au groupe
GRT+. De méme, pour I’Enterococcus spp, une diminution a été notée dans le groupe GRD2
par rapport au groupe GRP, par contre le dénombrement de Lactobacillus spp. montre une
augmentation de nombre de bactéries par rapport au groupe GRT-. Le dernier dénombrement
de la souche Clostridium spp ne présente aucune différence entre les cing groupes étudiés.

L’ensemble des résultats montre que 1’utilisation du diclofénac sodique a une influence
directe sur le microbiote intestinal causant la dysbiose qui apparait par 1’altération des
nombres de quelques souches ce qui nous permet de dire que I’administration répétée non
contr6lée de ce médicaments peut causer différent maladies tels que la maladie inflammatoire

chronique de I’intestin.
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Conclusion

Comme perspectives, on souhaite réaliser 1’étude qualitative et quantitative de
différentes souches de la flore intestinale et réaliser les coupes histologiques des différents

organes principalement 1’intestin pour voir I’effet du diclofénac sur sa structure membranaire.
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Annexe I : Analyse microbiologique

FigureOl :(A) Aspet des colonies d’Escherichia coli sur le milieu Mac Conkey (B) Aspet
microscopique des colonies.
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Figure02 :(A) Aspet des colonies des Enterococcus spp sur le milieu BEA (B) Aspet
microscopique des colonies.



Annexe I : Analyse microbiologique

Figure03 :(A) Aspet des colonies des Lactobacillus spp sur le milieu MRS (B) Aspet
microscopique des colonies.

A

Figure03 :(A) Aspet des colonies de Clostridium spp sur le milieu TSC (B) Aspet
microscopique des colonies.



Annexe I : Analyse microbiologique

Figure05 : Fiche de résultats de galerie Api 20E

Formule de denombrement aprés culture sur milieu solide :
N =(C/V) F (UFC/g)

C : nombre de colonies, V : Volume prélevé, F : Facteur de dilution



Annexe I : Analyse microbiologique

TableauOl : Résultats d’identification par galerie Api20E

Tests Composants actifs | Réactions/Enzymes | Résultats Négatif | Résultats positif
ONPG 2-nitrophénil. B D Rgalactosidase Incolore Jaune
galactopyranosidase | (ortho nitro phényl 8

D
galactopyranosidase)

ADH Arginine Arginine orange Jaune Rouge
dihydrolase

LDC Lysine Lysine Orange Jaune Rouge
décarboxylase

oDC Ornithine Ornithine Jaune Rouge orange
décarboxylase

CIT Trisodium citrate Utilisation de citrate | Jaune Bleu Vert pale

H.,S Sodium thiosulfate | Production d’H,S Incolore/ Dépot noir

Grisatre

URE Urée Uréase Orange Jaune Rouge

TDA L-tryptophane Tryptophane Jaune Marron Rougeatre
désaminase

IND L-tryptophane Production d’indole | Incolore/Vert Rose

pale

VP Sodium pyruvate Production Incolore Rose/Rouge
d’acétoine (Vogue
Proskauer)

GEL Gélatine origine Gélatinase Non diffusion Diffusion du

bovine pigment noir

GLU D-glucose Fermentation/ Bleu/Bleu vert | Jaune/Jaune gris
oxidation du glucose

MAN D-mannitol Fermentation/ Bleu/bleu vert Vert jaune
oxidation du jaune
mannitol

INO Inositol Fermentation/ Bleu Vert jaune
oxidation du inositol

SOR D-sorbitol Fermentation/ Bleu Vert jaune
oxidation du sorbitol

RHA L-mannose Fermentation/ Bleu Vert jaune
oxidation du
mannose

SAC D-saccharose Fermentation/ Bleu Vert jaune
oxidation du
saccharose

MEL D-melibiose Fermentation/ Bleu Vert jaune
oxidation de
melibiose

AMY Amygdaline Fermentation/ Bleu Jaune
oxidation
d’ Amygdaline

ARA L-arabinose Fermrntation/ Bleu Jaune
oxidation

d’arabinose




Annexe II : Composition des milieux de cultures

Tableau 01: Composition du milieu Mac Conkey .

Composants guantité
Peptone pancréatique de gélatine 17,09
Tryptone 159
Peptone pepsique de viande 159
Lactose 10,09
Sels biliaires 159
Chlorure de sodium 5,09
Rouge neutre 30,0 mg
Cristal violet 1,0 mg
Agar agar bactériologique 1354
Tableau 02 : Composition du milieu BEA (gélose Bile Esculine Azide)
Composants guantité
Tryptone 179
Pepton 39
Extrait de levure 5¢
Citrate de fer et d’ammonium 109
Chlorure de sodium 5¢
Esculine 19
Citrate de fer et d’ammonium 0,59
Azoture de sodium (NaN3) 0,159
Agar 159
Tableau 03 : Composition du milieu MRS (Man Rogosa et Sharpe)
Composants guantité
Polypeptone 10,00 g
Extrait de viande 10,00 g
Extrait autolytique de levure 5,00 g
Glucose 20,00 g
Tween 80 1,08 g
Phosphate dipotassique 2,00 g
Acétate de sodium 5,00 g
Citrate d’ammonium 2,009
Sulfate de magnésium 0,20 g
Sulfate de manganése 0,059
Agar agar bactériologique 15,00 ¢




Annexe II : Composition des milieux de cultures

Tableau 04 : TSC (Tryptone-Sulfite-Cycloserine)

Composants guantité
Tryptone 1509
Peptone papainique de soja 5090
Extrait autolytique de levure 5090
Métabisulfite de sodium 109
Citrate ferriqgue ammoniacal 1049
D cyclosérine 0449
Agar agar bactériologique 1509




Resumé :

Dans notre travail, on a étudié 1’effet du diclofénac sodique sur la flore intestinale par
les tests in-vivo et in vitro sur les rats wistar cedémateuses. L’cedéme a été initialement induit
dans la patte gauche des rats par une injection de formol a 1%. Ensuite, un traitement préparé
a été donné aux rats pour suivre le diamétre de 1’cedéme. A la fin du traitement Tf, la matiére
fécale des rats a été prélevée et analysee.

Les résultats obtenus a la fin du traitement démontrent que 1’administration du
diclofénac induit a des altérations sur le dénombrement de quelques bactéries composés du
microbiote intestinal. En effet, le dénombrement d’E.coli dans la matiére fécale a Tr indique
une diminution significative chez les rats traités par une dosel par rapport au groupe GRT+.
De méme, pour I’Enterococcus spp, une diminution a été notée dans le groupe GRD2 par
rapport au groupe GRP, par contre le dénombrement de Lactobacillus spp. montre une
augmentation de nombre de bactéries par rapport au groupe GRT-. Le dernier dénombrement
de la souche Clostridium spp ne présente aucune différence entre les cing groupes étudiés.

Mots Clés : diclofénac, 1I’cedéme, le microbiote, la dysbiose.
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