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INTRODUCTION

Introduction

L’inflammation est 'ensemble des mécanismes réactionnels de défense qui se
met en place en urgence a la suite d’'une agression de l'organisme, ce processus
naturel permet a l'organisme de reconnaitre, détruire et éliminer toutes les
substances qui lui sont étrangeres (Abbal et al., 2011) ce qui est bénéfique.

Parfois l'inflammation peut étre néfaste du fait de l'agressivité de 1'agent
pathogene, de siege de I'inflammation, par anomalies des régulations du processus
inflammatoire, ou par anomalie quantitative ou qualitative des cellules intervenant
dans l'inflammation (Rousselet et al., 2007).

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) sont un trouble
inflammatoire qui représente un groupe de maladies idiopathiques comme la colite
ulcérative ou rectocolite hémorragique (RCH) caractérisées par des lésions
inflammatoires chroniques du tractus gastro-intestinal, dont les causes ne sont pas
connues. Elles sont probablement multifactorielles faisant intervenir des facteurs :
infectieux (especes bactériennes non commensales comme Helicobacter spp),
environnementaux (Radiations, Produits chimique), génétiques (La prédisposition
héréditaire) et immunologiques (Les maladies auto-immunes ) (Nancey et al, 2008 ;
Cortot et al., 2009 ).

Les MICI sont caractérisées par une dysrégulation de la réponse immunitaire
muqueuse dirigée contre les éléments de la flore (Bril, 2016) qui doit étre controlée
par des médicaments.

A lheure actuelle, la thérapie des MICI repose principalement sur
l'administration des médicaments anti-inflammatoires stéroidiens, non stéroidiens.
Bien qu'ils aient montré leurs efficacités dans la plupart des cas, ces médicaments
sont souvent associés a des effets secondaires néfastes et des dégats cellulaires qui
limitent leurs utilisations a long terme (Siegel, 2011).

En plus, la réponse thérapeutique a un médicament est extrémement variable
selon les individus, tant au niveau de son efficacité qu'au niveau de sa toxicité. Ces
différences de réponse représentent un probleme médical et de santé publique

important.
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Les plantes médicinales peuvent étre considérées comme une thérapie
naturelle prometteuse pour les MICI car elles peuvent combiner I'efficacité et la
sécurité (Hur et al., 2012). Ces derniéres peuvent représenter un trésor pour la
découverte de nouveaux composés actifs. En effet, elles sont 1'objectif de nombreuses
recherches pour le développement des agents thérapeutiques potentiellement utiles
et de nouveaux constituants naturels qui ont un pouvoir anti-inflammatoire et
antioxydant considérable tels ; les composés phénoliques, les huiles fixes et les huiles
essentielles (Romano et al., 2015).

L’aromathérapie est un remede datant de l'antiquité c’est une branche de la
phytothérapie qui consiste a recueillir les principes actifs des plantes par un
processus de distillation pour en récupérer la forme liquide et concentrée qu'on
appelle « huile essentielle ».

Une huile essentielle renferme centaines de molécules différentes: Alcools
Esters, Phénols, Ethers, Oxydes, Cétones, Aldéhydes, Terpénes. C'est ce qui rend
chaque huile polyvalente, avec de nombreuses propriétés (préventif, curatif) a
I'inverse d'un médicament, qui ne renferme généralement qu'une seule molécule,

pour un seul usage (Festy, 2014).

L’Eucalyptus est I'une des plantes médicinales les plus utilisées a travers le
monde. Les extraits des feuilles de cette plante sont largement utilisés, dans la
médecine alternative depuis des siecles (Pitman, 2004).

L’huile essentielle extraite a partir des feuilles de cette plante, est

traditionnellement utilisée pour désencombrer les voies respiratoires.

Dans ce cadre, l'objectif de notre travail est de tester l'effet préventif et
l'activité anti-inflammatoire de l'huile essentielle d’Eucalyptus radiata sur un model
d’inflammation colique induite par l'acide acétique chez les rats femelles de la
souche Wistar. Ainsi que de tester leur activité antibactérienne et antibiofilm sur des

diverses souches bactériennes.
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Notre mémoire est réparti en deux parties :
> La premiére partie constitue 1'étude bibliographique, divisée en deux chapitres ;
¢ Chapitre 1 : L’inflammation.
¢ Chapitre 2 : Eucalyptus radiata.

» La deuxiéme partie est consacrée a la ; description de notre protocole

expérimentale, présentation et discussion des résultats obtenus.
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I. L’inflammation

L’inflammation est un processus physiologique de défense de 1'organisme
contre une agression qui entraine une altération tissulaire (Meziti, 2009).

Elle a pour objet de diriger les molécules sériques et les cellules du systeme
immunitaire vers le site de la lésion tissulaire (Male, 2005) (Voir fig. 1).

La réaction inflammatoire est une composante de la repense immune. Elle est
impliquée dans I'immunité naturelle en repense a un signal de danger (Prin et al.,
2004).

L’inflammation est traditionnellement définie par quatre mots latins, calor
(chaleur), dolor (douleur), rubor (rougeur) et tumor (tuméfaction). Ces symptomes
sont liés aux effets des différents agents inflammatoires présents sur le site de
I'agression (Noack, 2016).

La réaction inflammatoire peut se décomposer en 3 éléments :

v Augmentation du flux sanguin ;
v Augmentation de la perméabilité des vaisseaux capillaires de la zone affectée ;

v Emigration des cellules depuis les vaisseaux vers les tissus (Male, 2005).

Parfois I'inflammation peut étre néfaste du fait de l'agressivité de 1'agent pathogene,

de sa persistance, et du siege de I'inflammation (Rousselet et al., 2005).

I.1. L’origine de l'inflammation
La réaction inflammatoire peut étre déclenchée par :
I.1.1. Agents exogeénes
- Les micro-organismes (bactéries, virus, parasites, champignons);
- Les agents physiques (rayonnements, les traumatismes, les fluctuations de
température - chaleur ou froid);
- Les agents chimiques exogenes ou endogenes (L'hypoxie, L'acidose, caustiques,

toxines, venins) (Corazza, 2013).
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I.1.2. Agents endogénes

Défaut de vascularisation: réaction inflammatoire secondaire a une nécrose
par Ischémie ;

Agression dysimmunitaire (anomalie de la réponse immunitaire, allergies,
autoimmunité...) ( Rousselet et al., 2005) ;

Cellules tumorales tuées ;

Cristaux formés dans 1'organisme (acide urique) (Corazza, 2013).

L’agent agresseur entraine en général une destruction tissulaire ou cellulaire,

formant le signal d’appel de la réaction du systéeme immunitaire. Selon cet agent, la

réponse inflammatoire varie en intensité et en durée (Kirasslan, 2015).

I.2. Les différents types de la réponse inflammatoire

I.2.1. Inflammations aigués

Il s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée

(quelques jours ou semaines), d'installation souvent brutale et caractérisée par des

phénomenes vasculo-exsudatifs intenses. Les inflammations aigués guérissent

spontanément ou avec un traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la

destruction tissulaire est importante (Rousselet et al., 2005 ; Male et al., 2007).

1.2.1.1. Déroulement général des différentes étapes de la réaction inflammatoire

La réaction inflammatoire est un processus dynamique comportant plusieurs

étapes successives : la réaction vasculo-exsudative, la réaction cellulaire, la détersion,

la phase terminale de réparation et cicatrisation (Rousselet et al., 2005) (Voir fig. 2).

a. Réaction vasculo-exsudative

Elle comporte trois phénomeénes : une congestion active, un cedeme

inflammatoire (I'exsudat) et une diapédeése leucocytaire (Regnault, 1992).

L’huile essentielle d’Eucalyptus radiata : Activité anti-biofilm et effet préventif et anti-
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% Congestion active
C’est une augmentation de la quantité de sang dans un tissu. Elle est due a
une vasodilatation survenant apreés une bréve phase de vasoconstriction. Elle est
artériolaire puis capillaire, a I'origine d"une distension des capillaires (Khelif, 2011;
Hachem, 2014).
Ce processus est déterminé par 2 mécanismes :
v Un mécanisme nerveux (nerfs vasomoteurs) qui se caractérise cliniquement
par une rougeur et chaleur locale (Sherwood, 2006) ;
v' Un mécanisme chimique (substances vasoactifs: histamine, kinines,
sérotonine, prostaglandine et les leucotriénes) qui induit la vasodilatation

(Nathan, 2002; Hachem, 2014).

% L’cedéme inflammatoire

Une sortie anormale de plasma hors des vaisseaux sanguins détermine la
formation de I'exsudat inflammatoire (Matrice lache, tres claire). C’est un phénomeéne
actif lié a 'augmentation de la pression hydrostatique et surtout a 'augmentation de
la perméabilité de la paroi vasculaire (Voir fig.3), le résultat alors est un déséquilibre
des mouvements de liquide appelé cedeme locale qui se manifeste cliniquement par
la tuméfaction des tissus qui, en comprimant des terminaisons nerveuses, est
responsable de la douleur, de méme les autres manifestations cliniques de
I'inflammation rougeur et chaleur locales sont dues au forte débit locale de sang
artériel rouge et chaud correspondant aux phénomenes vasculaires qui permettent
I'apport dans la zone atteinte de nombreux leucocytes et protéines plasmatiques

importantes. (Rousselet et al., 2005; Sherwood, 2006; Kumar et al., 2014).

L’cedéme inflammatoire a pour conséquence :
v" Diluer les toxines accumulées dans la 1ésion ;
v' Limiter le foyer inflammatoire (par une barriére de fibrine ce qui évite la
diffusion des microorganismes infectieux) ;

v" Concentrer les moyens de défenses humoraux :
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v" Ralentir le courant circulatoire pour favoriser la diapédese leucocytaire (Clos,

2012).

v Extravasation des leucocytes

Il s’agit du passage de leucocytes au travers de la paroi d'un capillaire dilaté et
leurs recrutement dans les tissus 1ésés; cette étape aussi appelée diapédese elle est
assurée par les cellules endothéliales activées par les médiateurs de I'inflammation.

Elle intéresse d'abord les polynucléaires (pendant les 6 a 24 premiéres heures),
puis un peu plus tard (en 24 a 48 heures) les monocytes et les lymphocytes. Il s'agit
d'une traversée active des parois vasculaires qui comporte plusieurs étapes :

v Margination des leucocytes a proximité des cellules endothéliales, favorisée par le
ralentissement du courant circulatoire.

v Adhérence des leucocytes aux cellules endothéliales, par la mise en jeu de
molécules d'adhésion présentes sur la membrane des leucocytes et sur
I'endothélium.

v' Passage trans-endothélial des leucocytes. Ils émettent des pseudopodes qui
s'insinuent entre les jonctions inter-cellulaires des cellules endothéliales puis les
leucocytes traversent la membrane basale grace a une dépolymérisation transitoire
provoquée par leurs enzymes (Rousselet et al., 2005; Aymeric et Lefranc, 2009).

(Voir fig. 4).

b. La réaction cellulaire

Le foyer inflammatoire s'enrichit rapidement en cellules provenant :

- Du sang (polynucléaires, monocytes et lymphocytes), apres diapédese, ces cellules
quittent le territoire péri-vasculaire et migrent vers le foyer lésionnel par
chimiotactisme.

- Du tissu conjonctif local (fibroblastes, cellules endothéliales, mastocytes et

macrophages résidents).
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. La détersion

La détersion peut étre comparée a un nettoyage du foyer lésionnel : c'est
I'élimination des tissus nécrosés (issus de l'agression initiale ou du processus
inflammatoire lui-méme), des agents pathogenes et du liquide 1'exsudat.

Elle succede progressivement a la phase vasculo-exsudative, et est
contemporaine de la phase cellulaire. La détersion prépare obligatoirement la phase
terminale de réparation-cicatrisation. Si la détersion est incomplete, l'inflammation
aigué va évoluer en inflammation chronique (Khelif, 2011; Abadjian, 2014).

La détersion s'effectue selon 2 mécanismes :
v Détersion interne
Elimination des éléments étrangers et les tissus nécrosés du foyer inflammatoire par
phagocytose /pinocytose.
v Détersion externe
Quand les débris sont éliminés par la peau ou dans un conduit bronchique, urinaire,

intestinal (Rousselet et al., 2005).

d. La phase terminale : réparation et cicatrisation

La réparation parfois appelée la guérison, se réfere a la restauration de
'architecture tissulaire et leurs fonctions apres une lésion. Il se produit par deux
types de réactions : la régénération des tissus lésées et la formation de cicatrices par

le dépot de tissu conjonctif.

% Régénération

Certains tissus sont capables de remplacer les cellules altérées et revenir a un état
normal. Ce processus est appelé régénération. Elle se produit par la prolifération des
résidus de cellules qui conservent la capacité de se diviser, ou d’étre remplacer par
de cellules souches tissulaires.

v Formation de la cicatrice

La réparation se fait par la formation de tissus conjonctifs (fibreux), processus qui

aboutit a la formation de cicatrices. Bien que la cicatrice fibreuse ne puisse exercer la
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fonction cellules parenchymateuses détruites, il offre une stabilité que le tissu
altéré soit en mesure de fonctionner. La fibrose est le terme plus souvent utilisé pour

décrire le dépot de collagéne (Abadjian, 2014 ) (Voir fig. 5).

I.2.2. Inflammations chroniques

L’homéostasie tissulaire est donc régulée par une balance sensible entre
recrutement, prolifération, migration et mort des cellules impliquées. Une
dysrégulation de cette balance conduit a une réponse inflammatoire soutenue

entrainant une inflammation chronique irréversible (Park et al., 2005).

Ces inflammations n'ayant aucune tendance a la guérison spontanée et qui
évoluent en persistant ou en s'aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs
années. On peut distinguer deux types de circonstances de survenue des
inflammations chroniques :

- Les inflammations aigués évoluent en inflammations prolongées subaigués et
chroniques lorsque l'agent pathogene initial persiste dans les tissus (détersion
incomplete) ou lorsqu'une inflammation aigué récidive de facon répétée dans le
méme organe en entrainant a chaque épisode des destructions tissulaires de moins en

moins bien réparées.

- Les inflammations peuvent parfois se manifester d'emblée sous une forme
apparemment chronique. La phase aigué vasculo-exsudative est passée inapercue car
bréve ou asymptomatique. C'est souvent le cas de maladies auto-immunes, ou
d'affections ot les mécanismes dysimmunitaires sont prépondérants (exemple :
hépatite chronique active secondaire a une infection par virus de 1'hépatite B ou C)
(Rousselet et al., 2005).

Cependant, les mécanismes et médiateurs impliqués dans le processus de
I'inflammation chronique sont similaires dans différentes maladies inflammatoires
chroniques telles que la polyarthrite rhumatoide (PR), la maladie de Crohn ou encore

la sclérose en plaques (Maddur et al., 2012).
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I1.3. Cellules et médiateurs de la réaction inflammatoire
I.3.1. Les cellules impliquées dans I'inflammation

Le phénomeéne inflammatoire met en jeu différents acteurs cellulaires (Voir fig. 6)
et protéiques dont I'action assure la production des médiateurs de I'inflammation.

v Les leucocytes
Les leucocytes ou cellules blanches jouent un role fondamental dans I'immunité et
dans l'inflammation. Ils regroupent les polynucléaires et les granulocytes. Les
polynucléaires rassemblent les neutrophiles, éosinophiles, et basophiles, les
granulocytes rassemblent les monocytes et les lymphocytes. Leur nombre absolu et

relatif peut étre fortement modifié en cas d’inflammation (Schmidt et al., 2013).

7 Les polynucléaires neutrophiles (PNNs)

Représentent 50 a 70% des leucocytes circulants dans le sang (Botting et Botting,
2000). IIs ont des propriétés phagocytaires (Serhan et al., 2010; Trabsa, 2015).

Les neutrophiles sont les premiers leucocytes a intervenir sur le lieu de
I'inflammation. Ils forment ainsi un systeme de défense cellulaire majeur, et non
spécifique par leur mobilité, leur sensibilité au chimiotactisme, leur aptitude a la
phagocytose et leur activité bactéricide (Kirasslan, 2015).

L'organisme crée continuellement des neutrophiles, et accroit sa production en cas de
besoin, pour en avoir toujours a disposition au vue de leur durée de vie courte (deux

a trois jours) (Descamps-Latscha et Witko-Sarsat, 1996).

% Les éosinophiles
Les éosinophiles sont les premiers effecteurs de la défense immunitaire contre les
infections parasitaires (Guigas et Molofsky, 2015). Ils permettent également la
phagocytose, mais sont moins actifs que les neutrophiles. (Lakhani et al., 2009). Elles
jouent également un role trés important dans les réactions allergiques (Stone et al.,
2010; Rosenberg et al., 2013).
Ces cellules circulent dans un état immature et infiltrent les tissus spécifiques de

I'inflammation, ou leur activation se fait par 1'IL-3, I'IL-5 et le GM-CSF.
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Elles produisent a leurs tours différentes molécules favorisant I'inflammation :

eicosanoides, PAF, phospholipase, cytokines (IL1, TNFa...) (Rousselet et al., 2005).

v Les basophiles
Les polynucléaire basophiles sont les plus rares des polynucléaires (moins de 0.2%
des leucocytes). Elles sont tres riches en médiateurs pro-inflammatoires (Rankin,
2004). IIs interviennent dans les tissus lors de réactions d"hypersensibilité ou lors de
parasitisme. En effet, les basophiles sont une source majeure d’histamine et
produisent des cytokines (TNF-a, IL-1, 3, 35, 4, 5, 6, 8 et IFNy) (Male et al., 2007;
Schwartz et al,, 2015).

v Les monocytes
Les monocytes sont des cellules mononuclées circulantes qui migrent vers le site
inflammatoire et se différencient en macrophages. Ils ont pour role de phagocyter
I'agent agresseur ou les fragments de tissus altérés (Descamps-Latscha et Witko-
Sarsat, 1996). IIs interviennent aussi dans I’amplification de la réaction inflammatoire
en libérant des médiateurs stimulant d’autres cellules inflammatoires. Les monocytes
interviennent également dans la phase de réparation tissulaire (Eming et al., 2007).

v Les macrophages
IIs représentent 4% des leucocytes circulants. Ils ont un réle de phagocytose et de
destruction des micro-organismes et macromolécules. Ils synthétisent de nombreux
médiateurs tels que des protéines, des lipides, des radicaux oxygene et oxyde
nitrique (NO), qui activent d’autres leucocytes et fibroblastes. Ils synthétisent
également des facteurs de croissance permettant la réparation et la régénération des
tissus altérés.
Les macrophages arrivent sur le site inflammatoire en méme temps que les
neutrophiles mais en plus grand nombre. Ils agissent comme présentateurs
d’antigenes, et ont un role dans la phase aigué de l'inflammation, ainsi que dans la
phase de détersion et de réparation. Dans le cas d’inflammation chronique, ce sont

les macrophages qui prédominent. (Callahan et al., 2014).
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7 Les lymphocytes
Les lymphocytes représentent 20% des leucocytes circulants. Ils interviennent plus
tardivement et participent a la réponse immunitaire spécifique. Les lymphocytes T
sont la principale source des cytokines. Les lymphocytes B et leurs dérivés les
plasmocytes produisent des anticorps, les opsonines facilitant la phagocytose

(Callahan et al., 2014).

¢ Les lymphocytes B (LB)
Les LB sont responsables de Iimmunité humorale et produisent des
immunoglobulines (Igs). Ils peuvent également servir de cellules présentatrices
d’antigenes (CPA) et sécréter différentes cytokines (Cooper, 2015). De ce fait, ils
jouent un role primordial dans I'élimination des agents pathogenes et des certaines

maladies auto-immunitaires (Lebien et Tedder, 2008).

¢ Les lymphocytes T (LT)
Les LT sont responsables de l'immunité a médiation cellulaire, Parmi les
lymphocytes T, on distingue : les lymphocytes auxiliaires (T helper CD4) et les
lymphocytes cytotoxiques (CD8).
Ces deux populations different de fagon fondamentale dans leurs modalités de
reconnaissance de l'antigene et dans les fonctions régulatrices ou effectrices qu’elles

exercent (Olivier, 2011).

% Les plaquettes sanguines
Les plaquettes ont un role important dans 1'hémostase en interrompant le
saignement a partir de vaisseaux lésés (Sherwood, 2006). Elles contribuent au
processus inflammatoire par la libération de nombreux médiateurs comme le
fibrinogeéne, le plasminogene, des protéases plasmatiques ainsi que de la sérotonine

(Steinhubl, 2007; Kumar et al., 2014).
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7 Les mastocytes
Les mastocytes sont des cellules du tissu conjonctif qui ont des ressemblances
fonctionnelles et histologiques aux basophiles (cellules circulantes) (Caughey, 2011).
IIs contiennent de nombreux granules renfermant des médiateurs chimiques comme
I'histamine, la sérotonine, des prostaglandines et des leucotriénes. Au contact d'un
allergene, ils peuvent dégranuler et entrainer plus tardivement la synthese de
cytokines (TNF-a) et de chémokines (Caughey, 2007). IIs sont aussi impliquées dans

la réparation tissulaire (Eming et al., 2007).

7 Les cellules endothéliales
Les cellules endothéliales sont celles qui tapissent la face interne des vaisseaux. Ce
sont donc des cellules qui sont en contact direct avec le sang et qui assure l'intégrité

des vaisseaux (Davoine et Lacy, 2014).

Les cellules de I'endothélium des vaisseaux de petit et moyen calibre jouent un role
important au cours de l'inflammation en passant par trois principales modifications :
v Une augmentation de la perméabilité vasculaire, responsable des signes de
rougeur et de chaleur des tissus inflammatoires ;
v" Un passage de plasma et de ses protéines dans le tissu participant ainsi a
I'exsudation et a 'oedéme ;

v Un recrutement local et une activation des leucocytes circulants (Busse et

Fleming, 2006).

Les cellules endothéliales sont capables de participer aux phénomeénes de réparation
post-inflammatoire par la production de protéines matricielles et de différentes
protéases (Aggarwal et shishodia, 2006; Davoine et Lacy, 2014).

Ils participent aussi aux phénomeénes de cicatrisation par la production de différents
constituants de la matrice : collagenes, protéoglycanes, fibronectine, élastine (Botting

et Botting, 2000).
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7 Les fibroblastes
Les fibroblastes sont des cellules permettant la synthése des macromolécules
extracellulaires (collagene, élastine, protéoglycanes et glycoprotéines de surface) qui
participent aux phénomenes de réparation des tissus 1ésés par élaboration du tissu
conjonctif cicatriciel. Lors de l'inflammation, les enzymes des fibroblastes
(collagénases, gélatinase...) interviennent et lysent les macromolécules et les débris

cellulaires.

I.3.2. Les médiateurs impliqués dans l'inflammation

On appelle médiateurs de I'inflammation toute molécule pouvant agir sur les
acteurs de la réaction inflammatoire et pouvant moduler et réguler la réponse
inflammatoire. IlIs interviennent ainsi a toutes les étapes de la réaction, que ce soit a
l'initiation, pendant la phase aigué ou lors de la terminaison.

Les médiateurs ont souvent une durée de vie courte, leur activation et
inactivation permettent la régulation de la réponse inflammatoire. Les médiateurs
participent a des réactions en cascade.

On peut classer les médiateurs selon leurs caractéristiques biochimiques :
amines  vasoactives (histamine et sérotonine); médiateurs lipidiques
(prostaglandines et leukotrienes) ; des cytokines de nature peptidique, protéique ou

glycoprotéique. (Botting et Botting, 2000).

Le tableau 1 résume les origines et les principaux effets des plus importants

médiateurs chimiques de I'inflammation.
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Tableaul. Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs impliqués dans le
développement de la réaction inflammatoire (Rankin, 2004; Male, 2005; Davoine et Lacy,

2014).

| Meédiateurs | Originecellulaire | Effets |

Histamine Mastocytes ; - Assure la vasodilatation ;
Basophiles ; - Augmente la perméabilité Vasculaire ;
Eosinophiles ; - Induit I’expression des molécules d’adhésion sur
Plaquettes. I'endothélium vasculaire.
Sérotonine Mastocytes ; - Augmente la perméabilité vasculaire, et dilate les
Plaquettes. capillaires ;
- Stimule la contraction des muscles lisses.
Facteur Plaquette ; - Assure la vasodilatation, augmente I"adhésivité de la
activateur Neutrophiles ; paroi vasculaire ;
Des plaquettes Monocytes ; - Stimule la broncho constriction, 'agrégation des
(PAF) Cellules endothéliales. plaquettes et la libération des médiateurs qu’elles
renferment ;

- Induit la production des EOR et la libération des
enzymes lysosomiales par les neutrophiles, les
éosinophiles et les macrophages.

Présente dans le -Clive le composant du complément C3 pour générer le
Plasmine

plasma.

C3a et le C3b.

Leucotriénes :

Essentiellement par les

-Augmentent la perméabilité des micro- vaisseaux.

LTC4,LTD4, | leucocytes.
LTE4
LTB4 Essentiellement par les | - Augmente la perméabilité vasculaire et le flux sanguin
leucocytes. local ;

- Induit la libération des enzymes lysosomiales et la
production des EOR et attire et active les cellules
inflammatoires.

Prostaglandine | Essentiellement par les | - Provoque la vasodilatation ;
E2 leucocytes. - Renforce I'action de 'histamine, de la bradykinine et
des leucotriénes ;

- Augmente la sensitivité des neurones et est
responsable de la douleur.

o Présente dans le - Accroit la vasodilatation, la perméabilité vasculaire ;
Bradykinine plasma sous forme de | - Stimule la contraction des muscles lisses.
kininogenes.
Thrombine Présente dans le - Catalyse la transformation du fibrinogéne en fibrine ;
plasma. - Induit la libération de la sérotonine des plaquettes.
Fibrine Présente dans le -Intervient dans la formation du caillot sanguin.
plasma,
IL-8 Monocytes ; - Active le chimiotactisme des neutrophiles, des
Macrophages ; monocytes et des macrophages ;
Plaquettes ; - Induit la libération des enzymes lysosomiales et la
Lymphocytes. production des EOR.

- Intervient dans la réparation tissulaire.
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I.4. Les marqueurs de I'inflammation

I.4.1. Les marqueurs protéiques

I.4.1.1. La Protéine C Réactive (CRP)

La CRP appartient a la famille des pentraxines. Elle s’organise sous forme d'un

pentamere de 115kDa et de 102A (5 sous-unités reliées de facon non covalente)

(Bello, 2008) (Voir fig. 7).

I s’agit d'une glycoprotéine qui refléte I'inflammation aigué, existe a 1’état de traces

chez I'individu sain (inferieur a 10 mg/1), mais elle s'éléve tres rapidement et est, de

ce fait, un marqueur précoce de la réaction inflammatoire. Elle possede un temps de

demi-vie court (8 - 12 heures) (Janssens, 2006; Zerbato, 2010). Elle est synthétisée au

niveau des I"hépatocytes sous le controle de I'[L-6 (Cathy et Simin, 2008).

Une augmentation du taux de CRP est détectée des la 6°m¢ heure de

l'inflammation. En moyenne, elle devient pathologique 24 heures apres le début de

l'inflammation et se normalise rapidement apres la disparition de la source de

I'inflammation. Sa concentration peut étre multipliée par 500 ou 1000 lors d'une

inflammation aigué. Le retour de la CRP a une valeur physiologique permet de juger

de I'efficacité du traitement (Borghini et al., 2013).

Les différentes fonctions de la CRP sont :

Favoriser I'opsonisation indépendamment du complément ;

Se lier a des structures de membranes bactériennes ;

Augmenter l'attraction des polynucléaires neutrophiles et la phagocytose
(Laydyarts et al., 2000) ;

Permet la résistance aux infections bactériennes, I'élimination des cellules
apoptotiques et nécrotiques, la restauration des tissus 1ésés et un effet pro

inflammatoire en favorisant l'activation des macrophages (Laydyarts et al.,

2000).

En effet, la CRP a un effet inhibiteur sur la fibrinolyse de la coagulation (Libby et
Ridker, 2004).
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I.4.1.2. Les autres protéines de I'inflammation
a. L’orosomucoide

Aussi appelé alpha-1-glycoprotéine acide, de PM = 41 kDa, sa cinétique est
d’évolution lente : son pic plasmatique est atteint en 3 a 4 jours; sa demi-vie est de 3
jours; elle se normalise en 10 a 15 jours (Bourdin, 2005).
L’orosomucoidémie normale est comprise entre 0.56 et 1.20 g/1, son taux s’accroitre
au cours des syndromes inflammatoires ainsi que lors de l'insuffisance rénale. Elle
apparait dans un délai de 12h apres le début de la réponse inflammatoire (Laydyarts
et al., 2000) .

Cette protéine est particulierement intéressante pour le dosage de
I'inflammation lors des maladies inflammatoires chroniques en période d’hémolyse.
Elle exerce un role immuno-modulateur en inhibant la prolifération lymphocytaire,

et la croissance fibroblastique en se fixant sur le collagene (Bourdin, 2005).

b. Alpha-1-antitrypsine(AAT)

C’est une glycoprotéine contenant 10 a 12% de glucides, de PM = 55kDa, sa
synthese est majoritairement hépatique mais elle peut étre aussi synthétisée par les
lymphocytes avec des quantités minimes. Sa demi-vie est de 4 jours. Son taux sérique
normal est compris entre 2 et 4 g/l. Cette protéine est douée d'une activité

antiprotéasique irréversible (Laydyarts et al., 2000; Zerbato, 2010).

c. Haptoglobine (HPT)

Elle est aussi appelée a2-globuline, c’est une glycoprotéine plasmatique de
PM= 84.5 KDa, synthétisée par le foie et suit un rythme circadien avec un pic a 8
heures. Sa cinétique est d’évolution lente, son pic plasmatique est atteint en 3 a 4
jours, sa demi vie est de 3 a 6 jours, elle se normalise en 10 a 15 jours. Cette

glycoprotéine s’éleve aux cours des infections d’origine inflammatoire (Zerbato,

2010).
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Plusieurs roles assurés par I"haptoglobine parmi eux :
- Elle stimule la croissance des fibroblastes et se fixe sur le collagene ;
- Elle est a I'origine de la matrice de la fibrine servant d’ancrage a de nombreux
supports biochimiques ;

- Elle est 'un des principaux acteurs de 1'élévation de la VS.

On observe une augmentation de son taux sérique 12 h apres le début de

I'inflammation pour atteindre son maximum 24 a 36 h plus tard (Bourdin, 2005).

d. Le fibrinogene

C’est une glycoprotéine volumineuse de 341 KDa. Elle est synthétisée par les
hépatocytes et les mégacaryocytes. Le fibrinogene joue un role majeur dans la
coagulation : Il est aussi appelé facteur I de la coagulation (Guezennec et Burguin,
2009).

Son taux plasmatique normal est compris entre 2 et 4 g/L et augmente avec
I'age et la grossesse. Ses variations suivent un rythme circadien. On observe une
augmentation du taux a la 24°me heure suite a une inflammation aigué ; il atteint son

maximum en 2 a 3 jours. (Zerbato, 2010).

Sa cinétique d’évolution lente : son pic plasmatique est atteint en 3a 4 jours, sa

demi vie est de 5 jours, elle se normalise en 10 a 15 jours (Bourdin, 2005).

e. Protéine amyloide sérique A (SAA)

C’est une apolipoprotéine de type HDL synthétisée par le foie, les poumons,
les reins et l'intestin lors de la phase aigué de l'inflammation sous l'action de
cytokines pro-inflammatoires, Son taux normal est de 2,5 mg/L et sa demi-vie est de
1 jour.

On observe une élévation du taux de SAA lors de réaction inflammatoire,
celui-ci pouvant atteindre 50 a 1000 mg/L.

La SAA a des propriétés de défense a I’agression tissulaire et de nettoyage des débris

cellulaires (Stevens et al., 2004; Poitou et al., 2008).
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I.4.2. Vitesse de sédimentation (VS)

La mesure de la vitesse de sédimentation constitue un examen biologique
simple pour détecter un syndrome inflammatoire, elle explore indirectement le taux
plasmatique de protéines de I'inflammation (weill et Batteux, 2003).

C’est un examen peu cher, sensible, mais peu spécifique qui varie avec 1'age et le
sexe. La VS représente la distance parcourue en une heure (parfois également 2
heures) par les hématies en sédimentation dans un tube vertical. On peut considérer
comme normale une VS inferieur ou égale a 10 mm la premiere heure.

Une VS augmentée ne signifie pas toujours la présence d’un syndrome inflammatoire

(Borghini et al., 2013).

1.4.3. Numération formule sanguin (FNS)

Egalement appelée hémogramme c’est 'examen biologique le plus prescrit
toutes pathologies confondues. Elle permet d’évaluer la quantité des trois lignées
sanguines : les hématies, les leucocytes et les plaquettes. Il permet notamment de

mettre en évidence un processus inflammatoire ou infectieux (Berthélémy, 2014).

L’hémogramme peut s’accompagner de certaines anomalies au cours d'un

syndrome inflammatoire : (weill et Batteux, 2003; Abbal et al., 2011).

Y L’hyperplaquettose est fréquente en cas d’inflammation chronique, pouvant

parfois atteindre jusqu’a 700 000 éléments par mm?3 ;

N

% L’hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles est plutét un marqueur
d’infection : I'IL-1 produit apres stimulation par les endotoxines bactériennes
agit directement sur la moelle osseuse et provoque une hyperproduction des

polynucléaire (PNN) ;

v L’anémie inflammatoire se voit au cours des inflammations prolongées, apres
3 a 4 semaines d’évolution. Et reste souvent modérée entre 8 et 1lg
d’hémoglobine de son intensité est en rapport avec la gravité de 1'affection.
C’est une anémie normochrome normo/microcytaire, a ferritine sérique

élevée.
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L.5. Les anti-inflammatoires

La thérapeutique anti-inflammatoire est généralement menée par des
molécules de syntheses qui antagonisent les processus inflammatoires (Mohr et al.,
2001) (Voir fig. 8). Ce sont des médicaments largement utilisés mais dont les effets
secondaires sont parfois graves, en particulier la toxicité sur le systéme rénal et
digestif (irritations digestives pouvant aller jusqu’a l'ulcération gastrique) (Das et al.,
2011).

Les anti-inflammatoires sont répartis en deux grands groupes :

I.5.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

IIs forment un groupe hétérogene de substances qui agissent sur les produits
de la réaction inflammatoire quelle que soit son origine. Ce sont des médicaments a
propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques (Nevers, 2017).

Leur efficacité est lié a leur mécanisme d’action principale qui est I'inhibition
compétitive réversible ou non des cyclo-oxygénases (cox1)/(cox2), enzymes
biofonctionnelle qui permet la biosynthese des prostaglandines et du thromboxane a
partir de l'acide arachidonique; cette caractéristique des AINS conduit a une
diminution de la production des prostaglandines importants médiateurs de
I'inflammation (PGE2 et PGI2) (Bidaut-Russell et Gabriel, 2001; Nicolas et al., 2001;
Orliaguet et al., 2013).

I.5.2. Anti-inflammatoires stéroidiens (AIS)

Les anti-inflammatoires stéroidiens ou les glucocorticoides constituent une
vaste famille de médicaments dérivés du cortisol principal glucocorticoide
surrénalien. Ils représentent le traitement le plus efficace utilisé pour les maladies
inflammatoires chroniques (Payne et Adcock, 2001).

Leur mécanisme d’action est le méme que celui des glucocorticoides endogeénes. Les
corticoides agissent sur de nombreux métabolismes et fonctions de 1’organisme. Ils
augmentent la production de la lipocortine (protéine anti-inflammatoire) inhibant

ainsi la phospholipase A2 donc la libération de I'acide arachidonique.
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Par contre ils diminuent fortement la migration des polynucléaires, monocytes-
macrophages vers le site de I'inflammation et la production d’autres médiateurs

comme |'histamine, la sérotonine, la bradykinine, les cytokines, les ions superoxydes

(Barnes, 1998).

II. L’inflammation colique
IL.1. Le colon

Le colon, ou gros intestin, constitue la derniere partie de l'intestin et il sert
essentiellement a absorber 1'eau et les électrolytes. La flore bactérienne qui s'y trouve
effectue la digestion finale qui résulte en l'obtention de selles et de gaz qui seront

ensuite éliminés (Gosling, 2003).

I1.2. Anatomie du c6lon

Le gros intestin mesure environ 1.5 metre de longueur, il s’interpose entre
I'intestin gréle et rectum et dessine un cadre dans la cavité abdominale et dans ses
différents segments, entre ainsi successivement en rapport avec la presque totalité

des visceres intra-abdominaux (Gallot, 2006).

Le colon est composé de 6 segments et 2 angles : (Chenafa, 2015) (Voir fig. 9).

%  Les segments

e Le caecum: est la partie initiale du colon, faisant suite a l'intestin gréle, il a la
forme d'un sac, situé dans la fosse iliaque droite ;

e Le colon droit (ascendant) : est le segment du colon étendu du caecum a l'angle
colique droit, il est profondément situé dans la fosse lombaire ;

e Le colon transverse : est la partie du colon compris entre les angles coliques droit
et gauche ;

e Le colon gauche (descendant) : est le segment du colon qui fait suite a 'angle
colique gauche et se termine a la hauteur de la créte iliaque, Il est plus

profondément situé dans la fosse lombaire que le colon ascendant ;
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e Le colon iliaque: c’est la partie du colon compris entre la créte iliaque et la ligne
arqué du détroit supérieur ;
e Le colon pelvien ou sigmoide: est la portion terminale mobile du colon,

intercalé entre le colon iliaque et le rectum.

* Les angles
e L’angle colique droit ou angle hépatique : c’est le segment compris entre le
colon ascendant et transverse. Il est situé en avant du rein droit ;
e L’angle colique gauche ou angle splénique : est le segment compris entre le
colon transverse et le colon descendant. C’est un angle aigu (40° a 60°), ouvert en

bas en avant et vers la ligne médiane (Chenafa, 2015).

I1.3. Histologie du célon

Le gros intestin apparait de grande taille, avec un aspect rugueux, de couleur
pale, gris bleuté. La paroi colique est constituée d'une muqueuse, d"une sous-

muqueuse, d'une musculeuse, et d'une sous-séreuse (Voir fig. 10) :

* La muqueuse

La muqueuse colique ressemble a la muqueuse intestinale, mais n’a pas de
villosités. Elle a uniquement des cryptes ou glandes de Lieberkiihn. L’épithélium des
cryptes est constitué principalement de cellules caliciformes (mucosécrétantes), de
colonocytes (cellules absorbantes), et de rares cellules neuroendocrines. On trouve a
I'état normal des lymphocytes au sein de l'épithélium de surface, dans une
proportion inférieure a 10 lymphocytes pour 100 cellules épithéliales (Chenafa,
2015) ;

% La sous-muqueuse
Cette couche est sans spécificité histologique locale elle est constituée dun

tissu conjonctif ;
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“ La musculeuse

La couche longitudinale externe de la musculeuse a la particularité d’étre
discontinue et d’étre composée de trois bandes épaisses, les Teenia coli, alors qu’entre
ces bandes, la musculeuse longitudinale est quasi inexistante, seulement réduite a
quelques fibres circulaires (Kierszenbaum, 2006; Chenafa, 2015) ;
Au cours de l'examen coloscopique on peut observer dans la cavité l'activité
physiologique de la musculeuse circulaire sous forme de plis de contraction
transversaire (Onolfo, 2012);
%« La sous-séreuse

Membrane séreuse mince recouvrant la face externe de la musculeuse

(Kierszenbaum, 2006).

I1.4. Les maladies inflammatoires chroniques de 'intestin (MICI)

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) désignent des
lésions inflammatoires, d’étiologie peu connue, atteignant le tractus digestif. Ces
atteintes sont définies par des manifestations cliniques variées et souvent comme leur
nom I’indique en évolution chronique, c’est a dire avec une succession de phases de
rémissions et de poussées de la maladie. Les 1ésions inflammatoires sont secondaires
a une activation du systéme immunitaire intestinal (Olivier, 2011).

La maladie de Crohn (MC) et la recto-colite hémorragique (RCH) sont les deux

principales formes de MICI (Voir fig. 11).

I1.4.1. La maladie de Crohn (MC)

La maladie a été décrite en1932 par Burrill Bernard Crohn, c’est une
inflammation chronique de la muqueuse intestinale, caractérisée par la formation de
sténoses, de fistules, d'ulceres et de granulomes au niveau de la muqueuse, La MC
peut toucher I'ensemble du systeme digestif de la bouche a I'anus. Cependant, dans
la majorité des cas, I'inflammation est principalement localisée au niveau de l'iléon

ou du cdlon (Des lésions profondes de la muqueuse a la séreuse) (Baumgart et Fuss,

2011).
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Cette inflammation résulte de la sécrétion de cytokines pro inflammatoires par
les cellules du systeme immunitaire en réponse a une agression vraisemblablement
infectieuse (Plevy, 2002 ; Strober, 2011).

Les manifestations cliniques de MC peuvent inclure la diarrhée ou la diarrhée
sanglante, la malnutrition, douleurs abdominales et perte de poids, 1'arthrompathie
ou les troubles de la peau, se produisent rarement (Rufo et Bousvaros, 2006;

Freeman, 2014).

I1.4.2. La colite ulcérative ou rectocolite hémorragique (RCH)

La rectocolite hémorragique (RCH) est une maladie inflammatoire chronique
elle se caractérise par des lésions continues le plus souvent superficielles qui
débutent dans le rectum et peuvent s'étendre sur 1'ensemble du colon sans jamais
atteindre d'autres segments du tube digestif (Membled, 2006 ; Conrad et al., 2014).
Elle comprend souvent des abces cryptiques caractérisés par une infiltration
abondante de neutrophiles et de monocytes qui limitent le renouvellement des

cellules souches épithéliales (Baumgart et al., 2007; Strober et al., 2011).

IL.5. Les modéles expérimentaux de colites

Il existe plusieurs méthodes pour induire artificiellement une inflammation
au niveau du colon chez des especes animales couramment utilisées en laboratoire.
L’inflammation peut étre provoquée par exposition de I'animal a divers agents
physiques ou chimiques. La colite peut aussi étre induite chez des animaux
transgéniques notamment par invalidation de genes impliqués dans 1'expression de
certaines cytokines (IL-10) ou de certaines protéines des voies de signalisation de
I'inflammation. Cependant aucun modéle ne possede 1'ensemble des caractéristiques
cliniques et physiopathologiques des pathologies humaines, mais ces approches

expérimentales permettent de mieux étudier la pathogénese et les caractéristiques

des MICI et de tester de nouveaux agents thérapeutiques potentiellement utilisables

dans le traitement de ces pathologies (Strober et al., 2002).
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I1.5.1. La colite induite chimiquement

Une colite peut étre déclenchée par I'administration d'un composé chimique
toxique qui lese la paroi intestinale. Plusieurs voies d’administration du toxique sont
décrites, notamment le lavement (éthanol concentré, acide acétique ou formaline) et
la prise orale (sulfate de dextrane sodique (DSS) dans I’eau de boisson).

La colite de mécanisme « toxique » apparait rapidement apres I’administration
du composé et conduit a des lésions souvent séveres par altération de la barriére
intestinale qui met en contact la flore et I'immunité intestinale sous-jacente.
L’activation du systeme immunitaire intestinal et le recrutement dans l'intestin de
cellules inflammatoires concourent a entretenir l'inflammation et les lésions

intestinales (Nancey et al., 2008).

I1.5.1.1. La colite induite par I’acide acétique

La colite est un modéle facilement inductible des MICI, et la similitude du
profil des médiateurs inflammatoires avec les MICI suggerent que la phase
inflammatoire présente une certaine ressemblance a l'inflammation intestinale
humaine aigué (Elson et al., 1995).

Des changements macroscopiques tels que les lésions de la muqueuse, une
inflammation sévere infiltration cellulaire (Gonzalez et al., 1999), signes d'ulcération
circonférentielles avec des abcés de la crypte peuvent étre induits par instillation
luminale d'acide acétique dilué a 4% ou 5% avec une durée d'exposition de 15-30
secondes (Fedorak et al.,1990 ; Fabia et al., 1993 ).
l'administration d'acide acétique dans le rectum des rats peut induire des

perforations fréquentes (Elson et al., 1995).
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III. Les plantes médicinales

L’homme utilise plusieurs plantes médicinales trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner plusieurs maladies humaines ou animales
(Moreau, 2003). Ces drogues végétales sont tres utilisées en médecine traditionnelle
comme remedes qui présentent un réservoir immense de composés de structure
chimique diverse (métabolites primaires ou secondaires) (Gazengel et Orecchioni,
2013). Ils possedent un tres large éventail d'activités thérapeutiques préventives ou
curatives dont 1'évaluation de ces activités demeure une tache trés intéressante qui
peut faire l'intérét de nombreuses études pour la découverte des médicaments
(Sanogo, 2006 ; Newman et Cragg, 2007 ; Belkhodja, 2016).

L’Eucalyptus est I'une des plantes médicinales les plus utilisées a travers le
monde. Les extraits des feuilles de cette plante sont largement utilisés, dans la

médecine traditionnelle depuis des siecles (Pitman, 2004).

II1.1. Etymologie du nom eucalyptus
Le mot eucalyptus vient de grec «Eu» signifiant «bien» et «Kalyptos» veut
dire «couverture». Le nom générique signifie donc : «bien couvert», car les pétales et

sépales sont soudés (Marque, 2008).

II1.2. Les noms vernaculaires
- Calitouss (s—4S « le nom le plus connue en Algérie », Calibtus, Kafor. Ces noms
sont populaires en Algérie qui sont appelés dans plusieurs différentes régions

(Mahmoudi, 2011).

II1.3. Le Nom commun
- Arbre a fievre : dans les régions ot ils sont plantés en prévention du paludisme.
- Gommier : qui fait allusion a la gomme résineuse rouge que les arbres exsudent

quand ils sont blessés (Marque, 2008).
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II1.4. Présentation botanique et géographique d’Eucalyptus

Les eucalyptus sont en général de tres grands arbres, géants du regne végétal,
sont des angiospermes qui forment une famille de plantes dicotylédones dont plus
de 500 especes sont dénombrées (Warot, 2006).

Eucalyptus radiata (Eucalyptus radié) est un arbre a croissance rapide, odorant
appartenant a la famille des Myrtaceas (Voir fig. 12). Elle est originaire d”Australie
c'est pour cela elle est connue sous le nom d’Eucalyptus australiana. mais est
également retrouvée en Amérique du Sud, en Afrique et en Europe (Lobstein et al.,
2018).

L’Eucalyptus radiata est trés proche de l'Eucalyptus globulus, puisqu’ils sont
tous les deux originaires d’Australie avec une grande ressemblance de la

composition chimique de leurs huiles essentielles (Lobstein et al., 2018).

L’Eucalyptus radiata est caractérisé par (Voir fig. 13) :
7 Les feuilles
Les feuilles d’eucalyptus sont polymorphes :
v Sur les jeunes plantes, elles sont sessiles largement ovales, opposées
subcordiformes, courtement acuminées.
v Sur les arbres adultes, elles sont pétiolées, fines et allongées et se terminent en
pointes, mesurant jusqu’a 15 cm de long sur 1.5 de large, de couleur verte, elles

sont alternes et falciformes (Lobstein et al., 2018).

De nombreuses glandes sécrétrices appelées schizogenes a huile essentielle
ponctuent le limbe, elles sont visibles surtout par transparence. Les feuilles
d’eucalyptus ont une odeur forte et balsamique, qui s’exalte en particulier par le
froissement, leur saveur est aromatique résineuse, chaude un peu amere suivie d'une
sensation de fraicheur prononcée et agréable semble t'elle a la menthe poivrée

(Warot, 2006).
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7 Les fleurs
Les fleurs d'eucalyptus radié sont jaunes cremes visibles au printemps et se
caractérisent par la présence d'étamines a l'aisselle des feuilles, elles sont regroupées

par 11 a 20. Leur éclosion a lieu en été. Leur nectar est particulierement apprécié des

abeilles (Faucon, 2015).

v Les fruits et les graines
Le fruit ligneux est une grosse capsule glauque prenant une teinte marron a maturité,
dure, anguleuse, verruqueuse, et s'ouvrant légerement par trois, quatre ou cinq
fentes (qui dessinent une étoile a son sommet) pour libérer de nombreuses graines

sombres et minuscules (Ghedira et al ., 2008).

7 Le calice
A la forme d’une toupie bosselée dont la partie large est couverte par un opercule qui
se détache au moment de la floraison, laissant apparaitre de nombreuses étamines

(Festy, 2015).

¥ Les branches

Les branches sont de petites tailles, vertes, tout comme ses feuilles (Faucon, 2015).

Y L’écorce
L’arbre d’Eucalyptus radiata est pourvu d’une écorce gris bleutée ou brun et est

tibreuse, caduque qui se détache en longs rubans (Festy, 2015).

¥ Racines

La plupart des eucalyptus posséde aussi des organes protecteurs souterrains
nommsés lignotubes. Cet organe est un renflement des racines qui contient des
réserves nutritives comme I'amidon. Les lingotubes autorisent l1'eucalyptus

d'engendrer de nouvelles pousses si une perturbation majeure détruit, en partie ou
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en totalité, les parties aériennes de l'arbre. Les lignotubes facilitent par conséquent la

survie des especes d'eucalyptus qui possédent cette adaptation (ONUAA, 1982).

IIL5. Classification botanique d’Eucalyptus radiata (Cronquist, 1981).

Rang taxonomique Nom scientifique
Sous-régne tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Eucalyptus
Espéce Eucalyptus radiata

IIL.6. Répartition géographique d’Eucalyptus
L’eucalyptus est un arbre originaire d’Australie, tellement répandu dans les
régions du monde qu’'on en trouve a peu pres 600 especes différentes dispersées
entre I’ Afrique du sud, le Maghreb, I’ Asie, ' Amérique du sud, le sud de la France.
Il apprécie les sols drainés ainsi que les hauteurs subtropicales et du bassin

méditerranéen, et méme aux conditions climatiques qui regnent au pays basique ou

dans les plaines avoisinantes (ONUAA, 1982).

En Algérie I'immensité du territoire algérien (2.381.741 Km?) et la spécificité
du climat de chaque région favorisent la diversité des ressources végétales en
eucalyptus. C'est vers les années 1960 et 1970 qu'on commencé le reboisement a base

d'Eucalyptus a I'Est du pays (EL-Kala, Annaba, Skikda) au centre dans la région de
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Kabylie (Tizi-ouzou et Bai nem) et a 'Ouest (Mostaganem) dans le but de répondre
aux besoins nationaux en produits ligneux et avec un capital d'environ 130 especes

(Meziane, 2006).

IIL.7. Les huiles essentielles

Une huile essentielle (HE) est le résultat de la distillation d'une plante ou
d'une partie de plante (fleurs, feuilles, graines, racine, bois ou 1'écorce).
On peut les extraire par différentes techniques, mais la distillation a la vapeur d'eau
est la plus répandue. Le liquide obtenu appelé communément essence est
extrémement concentré (Boughendjioua, 2015). Contrairement a ce que son nom
laisse supposer, une huile essentielle est de consistance huileuse mais sans corps gras
(Jouault, 2012), et se compose de centaines de molécules aromatiques volatiles et
hydrophobes c’est ce qui rend chaque huile polyvalente, avec de nombreuses
propriétés et indications, a I'inverse d'un médicament, qui ne renferme généralement

qu’'une seule molécule, pour un seul usage (Festy, 2014).

Les vertus odorantes, thérapeutiques et gustatives des huiles essentielles permettent
de nombreuses applications en médecine, en cosmétologie, en parfumerie, en

aromathérapie et en gastronomie (Wilson, 2010).

L’Eucalyptus radiata est considérée comme la source d'une des meilleures

huiles essentielles médicinales (Martinetti, 2013).

IIL.8. Etude chimique de 1’huile essentielle d’Eucalyptus radiata

Il existe plusieurs centaines d'espéces d'eucalyptus portant toutes le nom
"eucalyptus" mais dont les différentes huiles essentielles présentent des compositions
extrémement diverses et dont les propriétés sont donc plus ou moins éloignées, voire

parfois opposées les unes aux autres (Franchomme et al., 2001).

L’huile essentielle d’Eucalyptus radiata n’est pas inscrite a la Pharmacopée

Européenne (contrairement a I'Eucalyptus globulus) (Kosiol, 2015).
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Elle est principalement composée de divers métabolites secondaires représentés dans

le tableau 2.

Tableau 2. Les principales Composition chimique de I’huile essentielle
d’Eucalyptus radiata et leurs différentes formes (Warot, 2006; Kosiol, 2015; Luis,
2015; Silvant, 2015; Lobstein et al., 2018).

Famille de composés Forme retrouvées

Oxydes 65-75% 1,8-Cinéole (70%)

a-pinene (3%)
Limonéne(5%)
Myrcéne (2%)
Sabinene (1%)

Monoterpénes 10%

a-terpinéol (14 %)
Géraniol (2,6%)

Monoterpénols 20% Linalol (0,4%)
Isoterpinéol (2%)

Terpinen-4-ol (1%)

Sesquiterpénes 2% Sesquiterpénes 2%

aromadendrene aromadendrene
Myrténal
Aldéhydes 1% Citronellal
monoterpéniques Géranial
Neéral
Esters 3% Terpinyle d’acétate
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II1.9. Usage et utilisation d’Eucalyptus radiata

v L'eucalyptus est utilisé dans la fabrication de la pate a papier grace a la richesse
de leur écorce en fibre de cellulose qui posséde des propriétés papetiéres

intéressantes (Warot, 2006).

v« L'huile essentielle d’eucalyptus peut étre utilisée pour apporter de la brillance
aux cheveux. Elle est également efficace pour éliminer les pellicules

(Emmanuelle, 2018).

7 Comme l'huile essentielle de citron, l'huile essentielle d’eucalyptus radié

serait efficace pour détacher des vétements ou des tapis (Emmanuelle, 2018).

% L'huile essentielle d’eucalyptus radié peut étre utilisée pour rafraichir et
assainir l'air d’intérieur (Festy, 2014).

% L’huile essentielle d’eucalyptus radié peut étre utilisée en diffusion
atmosphérique pour éloigner les insectes (mieux que les aérosols chimiques

qui sont toxiques pour les insectes, et ils le sont aussi pour nous) (Festy, 2014).

ITI.10. Propriétés thérapeutiques des huiles essentielles d’Eucalyptus radiata

L’huile essentielle d’Eucalyptus radiata est constituée de nombreuses molécules
agissant en synergie. Le principe actif I'’eucalyptol ou 1,8-cinéole (C10H1s0) y est trés
majoritaire (Warot, 2006) (Voir fig. 14) et lui confere les propriétés médicinales

suivantes :
v« Expectorante et mucolytique

L’huile essentielle d’Eucalyptus radiata est plus spécifique des affections
respiratoires hautes, rhino-pharyngées et sinusiennes (Martinetti, 2013). On
"utilisera comme expectorant et mucolytique car elle exerce une action positive sur
les toux par l'intermédiaire du 1,8-cinéole qui active les glandes exocrines des

mugqueuses respiratoires. Elle sera indiquée dans les cas de toux grasses mais surtout
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dans les toux mixtes elle peut étre utilisée aussi en massage du thorax et du dos pour

faire baisser la fievre (Lobstein et al., 2018).
v Bactéricide et antifongique

Le 1,8-cinéole et alpha terpinéol de I'huile essentielle d’Eucalyptus radiata ont
une activité antibactérienne et antifongique puissante : ils agissent sur les bactéries et
champignons responsables de certaines mycoses (candidoses) et d’infections

pulmonaires (Colant, 2016).
¥« Anti-acnéique

Le pouvoir antibactérien de 1'huile essentielle d’Eucalyptus radiata va en faire
un excellent anti-acnéique naturel. Elle va permettre de réguler 1'excés de sébum et
de réduire la prolifération bactérienne. Elle peut étre utilisée seul ou en synergie
avec par exemple de l'huile essentielle d’Arbre a Thé (Chaumont et Millet-Clerc,

2011).
% Tonifiante

I existe une propriété qui est spécifique a Eucalyptus radiata, il s’agit de 1'effet
tonifiant. En effet, 'huile essentielle d’Eucalyptus radiata est connue comme étant
positivante. Elle sera tres efficace dans les cas de fatigue physique et intellectuelle et
favorise la concentration et la mémoire, elle est utilisée aussi pour calmer les états

nerveux comme l'anxiété, et les angoisses (Kosiol, 2015; Lobstein et al., 2018).
v Tonique hépatique

L’huile essentielle d’Eucalyptus radiata est également un excellent tonique
hépatique qui va réguler les exceés alimentaires. Elle peut ainsi étre utilisée dans
certaines cures « detox », tres a la mode en ce moment (Berthélémy, 2013; Kosiol,

2015);
¥ Anti-inflammatoire

Le pouvoir anti-inflammatoire des huiles essentielles d’Eucalyptus radiata est

due a 1,8-cinéole qui a la capacité de bloquer : les médiateurs de l'inflammation
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notamment l'interleukine 1 béta, la production de TNF alpha, la 5-lipooxygénase, les

COX et le développement de PGE2 (Lassus et Guehennec, 2017).
“ Immunostimulante

Le Terpinen-4-ol de 1'huile essentielle d’Eucalyptus radiata est trés intéressante
dans les cas ou le systéme immunitaire n’est pas stimulé ou dans le cas de déficits
immunitaires et elle stimule I'action des globules blancs et augmente la réaction de

phagocytose (Lloulou, 2014).
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I. Matériel et Méthodes

I.1. Matériel végétal

Dans notre étude on utilise une huile essentielle d’Eucalyptus radiata extraite a
partir des feuilles qui ont été récoltées a la région d’Oued El aneb de la wilaya
d’Annaba. L’extraction de l'huile essentielle a été effectuée par distillation a la
vapeur au niveau d’une Entreprise de Production des huiles Essentielles et Plantes

Aromatiques Séchées (AROM’Est) Draa Errich , Annaba.

I.1.1. Mode d’obtention de I'huile essentielle

Les feuilles d’Eucalyptus radiata sont récoltées, lavées, séchées a 'ombre et
coupées en petits morceaux ; ensuite portées au dispositif de distillation qui consiste
a utiliser un courant de vapeur d'eau qui les traverse entrainant les constituants
volatils. Apres condensation, deux fractions sont récupérées: une fraction légere
riche en huiles (le distillat) et une fraction lourde (I'hydrolat) qui se séparent grace a

leur différence de densité (Wilson, 2010) (Voir fig. 15).

I.2. Evaluation de 'activité antibactérienne et anti-biofilm

Cette étude vise a expérimenter les effets probables de l'huile essentielle
d’Eucalyptus radiata sur la croissance planctonique et la formation de biofilm.

La méthode choisie est la méthode standard de coloration au Cristal Violet
(CV) (Lee et al., 2008 ; Richards et al., 2008). Cette technique permet une évaluation
quantitative de la formation de biofilms puisque la coloration adsorbée est

directement corrélée a la densité du biofilm formé.

I.2.1. Souches bactériennes
Quatre souches bactériennes cliniques appartenant aux especes : Escherichia
coli (EC), Klebsiella pneumoniae (KP), Pseudomonas aeruginosa (PA) et Staphylococcus

aureus (SA) ont été sélectionnées pour cette étude.
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1.2.2. Cultures bactériennes

Pour la réalisation de test de formation de biofilm, chaque souche a été
préalablement ensemencée sur gélose Luria Bertani (LB agar). Aprés 24 heures
d’incubation a 37°C, des suspensions bactériennes ont été préparées dans le bouillon
Luria Bertani (LB broth) et ajustées a une densité optique (DO) 600 nm de 0,20 a
'aide d’un spectrophotometre.

Un volume maximal de 2 ml issu de chaque suspension bactérienne a été
ensemencé dans des tubes a assai en polystyrene.

Afin d’étudier 1'effet de I'huile essentielle d’Eucalyptus radiata sur la formation
du biofilm et la croissance planctonique, une concentration de 5 ul/ml (Tolba et al.,

2015) a été ajoutée aseptiquement au milieu LB broth.

1.2.3. Test au Cristal Violet

v' Apres 24 heures d’incubation a 37°C et pour chaque tube, 'absorbance de la
culture bactérienne résultante est mesurée a 600 nm a l'aide d'un
spectrophotomeétre.

v Par la suite, chaque tube est soigneusement vidé de la culture bactérienne, et
rincé 3 fois a I’eau distillée.

v" La biomasse fixée sur les parois du tube est révélée apres coloration a l'aide
d’une solution aqueuse de CV a1 % (m/v).

v’ Apres un temps de contact d'une heure, I'exces de colorant est éliminé suivi
d’un lavage abondant des parois du tube a I'eau distillée (jusqu’a 1’obtention
des gouttes transparentes).

v Les tubes sont enfin égouttés et mis a sécher a I'air libre.

v Le CV fixé sur les parois des tubes est solubilisé a l'aide d’une solution
constituée d'un mélange éthanol-acétone (75:25 v/v).

v' Apres 1 heure du temps, 1'absorbance de la solution obtenue est mesurée a 570
nm a l'aide d"un spectrophotometre.

La figure 16 résume tous les étapes du protocole suivi dans notre

expérimentation.
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I.3. Evaluation de l'activité préventive et anti-inflammatoire
I.3.1. Matériel biologique et conditions d’élevage

Dans notre étude nous avons utilisé 20 rats blancs femelles Rattus rattus de la

souche Wistar provenant de l’animalerie de I'Université des freres Mentouri
Constantine-1, d'un poids vif moyen de 225 g. Ce sont des mammiferes de 1'ordre
des rongeurs, largement utilisés dans divers domaines de recherche.
Ces rats femelles ont été soumises a une période d’adaptation d’'un mois environ,
aux conditions de I'animalerie : une température de 25 + 2 C°; humidité de 50 - 55%
et a un cycle de jour et nuit de 14 heures d’éclairage/10 heures d’obscurité afin de
respecter leur cycle biologique.

Les rats sont placés dans des cages en plastique qui sont tapissées d"une litiere
constituée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée tous
les jours jusqu'a la fin de l'expérimentation. Elles ont accés libre a l'eau et
l'alimentation concentré énergétiquement équilibré fournie par 1'Unité d”Aliments de
Bétails (UAB) d’Ouled Hamla - Oum El Bouaghi, dont la composition est détaillée
dans le tableau 3.

Tableau 3. Composition de I'alimentation pour 1 Kilogramme d’aliment (UAB)

Matiere alimentaire Quantité en g/Kg d’aliment | Pourcentage (%)
Mais 660 66
Soja 150 15
Issues de meunerie 60 6
Calcaire 6 0.6
Phosphate 18 1.8
Sel 10 1
Acides aminés 20 2
Oligo-éléments 20 2
Vitamines: A, D3 et E 40 4
Facteur de croissance 7 0.7
Antioxydant : B.H.T 1 0.1
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1.3.2. Traitement des rats

Apreés la période d’adaptation, Les 20 rats femelles ont été réparties

équitablement en quatre groupes de cinq rats chacun (T, HE, AA et HE+AA).

Le traitement des rates a été réalisé en deux étapes :

v La premiere étape : Le prétraitement

Groupe T et Groupe AA : Rats recoivent un régime standard
Groupe HE et Groupe HE+AA : Rats recoivent premierement 1'huile
essentielle d’Eucalyptus radiata a une dose de 100 mg/Kg de poids corporel

(PC) par injection intra-péritonéal (Silva, 2003).

Ce traitement a été poursuivi pendant 5 jours.

7 La deuxiéme étape: Apres 5 jours de prétraitement, les rats poursuivent leurs

traitements:

Groupe T : Témoin regoivent un régime standard.

Groupe HE : Rats recoivent toujours par injection intra-péritonéal 100 mg/Kg
PC d’huile essentielle d’ Eucalyptus radiata.

Groupe AA : Rats traités par 2 ml/kg PC d’acide acétique 5% (v/v) par voie
intra-rectale.

Groupe HE+AA : Rats recoivent toujours une dose de 100 mg/Kg PC d’huile
essentielle d’Eucalyptus radiata par injection intra-péritonéal et apres une
heure, les rats recoivent 2 ml/kg PC d’acide acétique 5% (v/v) par voie intra-

rectale (Kolgazi et al., 2013 ; Elsayed Ashry et al., 2016).

L’administration d’acide acétique se fait par voie intra-rectale a l'aide d'un

cathéter pédiatrique de 8 mm de diametre et une longueur de 8 cm allons de I'anus

vers le colon en passant par le rectum. Le traitement des rats a été poursuivi selon

les lots pendant 3 jours.

La Figure 17 schématise les différentes étapes de protocole réalisé dans notre
expérimentation.
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I.3.3. Prise du poids corporel
La prise du poids corporel des rats femelles est effectuée a 'aide d"une balance
Sartorius, BP 610 (0,01 g de précision) chaque deux jours pendant la semaine qui

précede le traitement, puis chaque jour durant la période du traitement.

I.3.4. Sacrifices et prélevements des organes
1.3.4.1. Prélevement sanguin
Apres 8 jours de traitement les 4 groupes sont anesthésiés, avec du

chloroforme pendant 2 a 3 minutes, le sang est prélevé par ponction de l'aorte
abdominale a l'aide d"une seringue de 5 ml et immédiatement recueilli dans des
tubes étiquetés.
Pour chaque rat, le sang a été recueilli dans deux tubes :

% Un tube contient EDTA;

% Un tube contient héparine de sodium.

Ce dernier est centrifugé a 3000 tours/min pendant 10 minutes le jour méme du
prélevement, les plasmas obtenus ont été servis pour le dosage des parametres
biochimiques (Albumine, protéines totales, Transaminases, Créatinine et Urée). Alors
que les tubes a EDTA sont immédiatement transportés dans une glaciere au
laboratoire d’analyse (Laboratoire d’Analyse Médicale - El Kahina, Constantine)

pour déterminer la formule de numération sanguine (FNS).

a. Numération formule sanguine (FNS)

L’hémogramme ou numération-formule sanguine (FNS) est un examen du
sang qui permet d’évaluer la quantité et la qualité de la lignée rouge (hématies), et la
lignée blanche (globules blancs) et des plaquettes.

Ce test est réalisé sur 'automate (ORPHEE MYTHIC) qui mesure de fagon
électronique les différents composants du sang Globules blancs (GB), lymphocytes
(LYM), Neutrophiles (NE), Granulocytes (GRA), Monocytes (MO), Eosinophiles
(EO), Basophiles (BA), Plaquettes (PLA), Globules rouges (GR), Taux d’hématocrites
(HT), Taux d’hémoglobines (HB), Volume globulaire moyen (VGM), teneur
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globulaire moyenne en hémoglobine (TGMH), concentration corpusculaire moyenne

en hémoglobine (CCMH).

b. Les paramétres biochimiques
Le dosage des parameétres biochimiques (albumine, protéines totales,
Transaminases, Créatinine et Urée) est réalisé sur l'automate (ADVIA 1800), au
niveau de Laboratoire centrale de biochimie : Centre Hospitalo-Universitaire (CHU

BEN BADIS - Constantine), selon les fiches techniques Spinréact.

1.3.4.2.Prélevement des organes
7 Les organes (foie, reins, cceur et la rate) sont soigneusement prélevés et rincés
avec une solution de NaCl a 0.9% et débarrassés de leurs tissus adipeux puis
pesés pour déterminer leurs poids relatif.

* Un fragment du colon est fixé dans le formol a 10% afin de réaliser des coupes
histologiques.

a. Etude histologique

Des sections des colons (partie distal) ont été nettoyée et coupée
longitudinalement et conservée dans des petites flacons contenant une solution de
formol (10%).

Les coupes histologiques ont été réalisées a la clinique d"Urologie-Nephrologie
et transplantation rénale BOUCHERIT ABDELKADER de Constantine, Service
d’ANATA. La technique utilisée est celle décrite par (Hould, 1984) qui comporte les
étapes suivantes :

. Fixation : La fixation des échantillons a été faite dans le formol (10%).

Les prélevements réalisés sont alors mis dans des cassettes spéciales a parois

tournées afin de permettre le passage des liquides.
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. Déshydratation des échantillons

Au début, il faut déshydrater les échantillons a 1'aide d'un automate qui
permet le passage automatiques et progressif des échantillons dans des bains

d’éthanol de concentration croissante (70%, 95% et 100%).
. L’inclusion et réalisation des blocs
Les pieces sont alors plongées dans des bains de paraffine liquide.

Les tissus étant maintenu et imbibés de paraffine, viennent alors 1'étape de
I'enrobage qui consiste a inclure le tissu imprégné dans un bloc de paraffine qui, en
se solidifiant, va permettre sa coupe. Cette opération fait appel a des appareils « dits
a inclusion » refermant un réservoir de paraffine maintenue a 1'état liquide par un
systeme de chauffage, un petit robinet et une plaque métallique réfrigérée pour

obtenir la solidification rapide du bloc de paraffine contenant le tissu.

La réalisation des coupes minces de quelques microns (1-5 pm en moyenne) est
possible grace a des appareils spéciaux appelés « Microtomes ». Ces coupes sont
étalées sur des lames porte-objet, déplissées et fixés sur la lame par 'utilisation d'une

eau gélatineuse chauffée.
. La coloration

Pour la coloration, on a utilisé la technique a 1"'Hématoxyline-Eosine ou
(Hématéine-Eosine) ; qui nécessite la présence de 1'alcool acide (100 ml d’alcool
éthylique a 70° + 50 ml d’acide HCI), eau ammoniacale (100 ml d’eau distillée + 2 ml
Ammoniaque) et solution d’Eosine (100 ml Eosine solution aqueuse a 3%, 125 ml
alcool éthylique a 95°, 375 ml d’eau distillée et 2 gouttes d’acide acétique). la

coloration suive les étapes suivantes :

e Déparaffiner et hydrater les lames a 'eau du robinet puis rincer a 'eau
distillée ;
e Immerger dans un bain d’'Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore

en bleu violacée les structures basophiles (noyaux) ;
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e Différencier les coupes dans l'alcool acide (1 a 2 plongées) ; déposer ensuite
les lames dans un bain d’eau du robinet et vérifier la différenciation au
microscope ;

e Bleuir dans un bain d’eau ammoniacale ;

e Immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes a 2 minutes) qui colore en
rose les structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces bains sont séparés

par des lavages a I’eau du robinet ;

Les préparations ont ensuite été séchées puis observées au microscope optique et

photographiées a I'aide d"un appareil photo.

I.4.Traitement statistique des résultats
Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins I'écart

type (Moy * ET), la comparaison entre les différents groupes est effectuée aprés une
analyse de la variance (ANOVA), les moyennes sont comparées deux a deux par un
test de Student.
Les différences sont considérées comme :

= Significatives lorsque (*P < 0,05).

= Hautement significative (**P < 0,01).

= Tres hautement significative (***P < 0,001).

Avec P : Seuil de signification.
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II. Résultats
IL1. Mise en évidence de l’activité antibiofilm et antibactérienne de 1’huile
essentielle d’Eucalyptus radiata

Dans le but de mettre en évidence I'effet antibactérien et antibiofilm de I'huile
essentielle d’Eucalyptus radiata, 1'activité inhibitrice de ce dernier a l'encontre du
biofilm formé par les souches sélectionnées a été réalisée.

Les résultats obtenus, apres 24 heures d’incubation en présence de 5 ul/ml de
I'huile essentielle d’Eucalyptus radiata sont présentées dans le tableau 4 et illustrés par
la figure 18.

II.1.1. Effet de Il'huile essentielle d’Eucalyptus radiata sur la croissance
planctonique des bactéries

Apres incubation a 37 °C pendant 24 heures, 1'observation visuelle et
spectrophotométrique révele une remarquable sensibilité de I’ensemble de souches
tests (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus
aureus) vis-a-vis notre huile essentielle. Ceci se traduit par la diminution du trouble
de la suspension bactérienne correspondant a la diminution de la densité bactérienne
a 600 nm et l'augmentation des pourcentages d’inhibition de la croissance

planctonique des bactéries tests : E. coli (36.48%), K. pneumoniae (37.71%), P. aeruginosa
(52.06%) et S. aureus (23.77%) (Voir figure 18 et tableau 4).

I1.1.2. Effet de l'huile essentielle d’Eucalyptus radiata sur la formation des
biofilms

L’activité antibiofilm de I'huile essentielle contre les souches bactériennes
sélectionnées a été effectuée selon une méthode de quantification de la formation de
biofilms en tubes. Les absorbances indiquant la formation de biofilm (Témoin) et
leurs inhibitions (testés) ont été mesurées apres coloration au cristal violet par lecture
de la densité optique (DO) a 570 nm puis comparées au témoin (sans ajout I'huile

essentielle). Les résultats obtenus sont consignés dans la figure 18 et tableau 4.
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D’apres les résultats obtenus, apres 1'addition de 5 pl/ml de 'HE d’Eucalyptus
radiata au milieu LB, il est clairement remarqué une diminution de la capacité
d’adhésion et par conséquent la formation des biofilms chez les bactéries appartenant
aux especes suivantes S. aureus et E. coli ou le pourcentage de réduction est d’ordre
de 75.16 % et 63.6% respectivement.

Par ailleurs, on note un faible pourcentage de réduction de l'adhésion de
I'huile essentielle d’Eucalyptus radiata vis-a-vis les souches bactériennes K. pneumoniae

(-6.88%), P. aeruginosa (7.08%).

Tableau 4. Effet de I'huile essentielle d’Eucalyptus radiata, sur la croissance

planctonique et la formation du biofilm.

Planctonique Biofilm
Les souches bactériennes DO 600 | DO 600 DO 570 DO 570
Témoin Test Témoin Test
Escherichia coli (EC) 0.513 0.325 0.542 0.187
Klebsiella pneumoniae (KP) 0.531 0.331 0,994 1.06
Pseudomonas aeruginosa (PA) | 0,697 0.333 0.922 0.857
Staphylococcus aureus (SA) 0.527 0.401 0.844 0.192

IL.2. Activité préventive et anti-inflammatoire

La présente étude est congue pour évaluer 1'effet anti-inflammatoire de I'huile
essentielle d'Eucalyptus radiata contre la colite induite par l'acide acétique chez les
rats femelles. Les résultats ont révélé que l'acide acétique a provoqué des signes
cliniques typiques, notamment: la diarrhée sanglante (voir fig.19), diminution de la
consommation de l'eau et de la nourriture, la perte du poids corporel, ainsi des
atteintes macroscopiques observés lors de la récupération des colons mais aucune

mortalité n’a été reportée.
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I1.2.1. Etude pondérale
I1.2.1.1. La croissance corporelle

Lors du suivi du poids corporel des rats femelles apres avoir subi les différents
traitements, nous observons une diminution du poids chez les animaux traitées par
'acide acétique et la combinaison (AA+HE) par rapport a celui des témoins, mais
I'analyse statistique ne décele aucune différence significative (Voir tableau 5 et
tig.20).

Néanmoins il y a lieu de noter que les rats femelles traitées par l'acide
acétique enregistrent un taux de perte du poids corporel plus élevé (-18,3 g), par
contre les rats traitées par l'huile essentielle d’Eucalyptus radiata présentent une

augmentation du poids (+5,7 g) par rapport aux rats témoins.

I1.2.1.2.Action sur le poids relatif (PR) de certains organes

Les résultats obtenus montrent qu’il y a une augmentation hautement
significative (P < 0,01) de poids relatif de foie chez le groupe traité par combinaison
(HE /AA) comparativement au groupe traité par l'acide acétique ainsi que par

rapport au groupe témoin.

Concernant le poids relatif des reins il y a une diminution significative (P <
0,05) chez le groupe traité par Ihuile essentielle d'Eucalyptus radiata
comparativement au groupe témoin.

Par ailleurs, aucune variation significative des poids relatif des organes (cceur,
rate) chez tous les groupes traités, que ce soit par rapport au groupe témoin, ou bien

par rapport au groupe traité par 'acide acétique (Voir tableau 5, et fig. 21).
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Tableau 5. Variation du poids corporel PC (g) et du poids relatif PR (g/100 g de
poids corporel) des organes (foie, rein, cceur et la rate) chez les rats témoins et les
traitées par I’AA, HE et la combinaison (HE+AA).

Lots expérimentaux

Parametres
T HE AA HE+AA
e ers 218,3 +13,31 227,42 +12,30 | 221,88 £19,81 223,88 +19,22
Poids initiale (g)
. . 220,56 +12,62 | 233,12 £15,65 | 203,58 +11,96 214,34 +17,42
Poids final (g)
Gain de poids (g) 2,26 5,7 -18,3 -9,54
. 3,9268 +0,34 4,3918 +0,27 3,8004 £0,44 | 4,7252 +0,24 ** ##
PR du foie
. 0,685 +0,05 0,5904 +0,05 * 0,6282 +0,03 0,6406 +0,06
PR des reins
PR du cceur 0,3528 + 0,01 0,3398 +0,01 0,3598 +0,01 0,3374 +0,02
PR des rates 0,4696 £0,10 0,4358 +0,05 0,431 +0,07 0,4648 +0,11

Différence significative en comparant au groupe témoin :

*P<0,05;,*P<0,01;**P<0,001.

Différence significative en comparant au groupe traité par 1’acide acétique :
#P<0,05; ## P<0,01; ### P <0,001.

P : seuil de signification.

I1.2.2. Etude macroscopique du colon des rats témoins et traitées

Les spécimens coliques des rats ont montré que 1'administration intra-rectale

de l'acide acétique a provoqué des dégats macroscopiques et dommages intenses au

niveau du gros intestin qui sont traduits par: des blessures épithéliales, une

ulcération, des ocedeémes, inflammation de la muqueuse locale, gonflement et

épaississement de la paroi, ainsi que le changement de la coloration du rose claire

vers le bleu violacé, se qui montre bien la sévérité de I'atteinte inflammatoire chimio-

induite.(voir fig. 22).

L’huile essentielle d’Eucalyptus radiata : Activité anti-biofilm et effet préventif et anti-
inflammatoire sur la colite induite par 'acide acétique chez les rats femelles.




PARTIE PRATIQUE RESULTATS

Par ailleurs, Aucune altération n'a été détectée aprés les observations
macroscopiques des cdlons des rats témoins et les traitées par l'huile essentielle

d’Eucalyptus radiata et la combinaison (HE +AA).

I1.2.3. Etude de quelques parametres hématologiques
I1.2.3.1. Globules blancs, lymphocytes, Monocytes, Granulocytes

Le traitement statistique de mnos résultats décele une augmentation
significative (p < 0.05) des globules blancs, hautement significative (p<0.01) des
monocytes et granulocytes et aucune différence significative au niveau des
lymphocytes chez les rats traités par 1'acide acétique comparativement au groupe

témoin.

Par ailleurs, chez les rats traités par 1'huile essentielle d’Eucalyptus radiata, on
constate une augmentation significative (p < 0.05) des lymphocytes, et aucune
différence significative n’est retrouvée au niveau des globules blancs, des monocytes

et granulocytes comparativement au groupe témoin.

De plus, on révele une augmentation significative (p < 0.05) des lymphocytes,
hautement significative (p<0.01) des granulocytes, tres hautement significative (P<
0,001) des globules blancs, des monocytes chez les rats traitées par combinaison

(HE+AA) comparativement au groupe témoin.

En revanche, on révele une augmentation significative (p < 0.05) des globules
blancs, hautement significative (p<0.01) des lymphocytes chez les rats traités par la
combinaison (HE+AA) comparativement au groupe traité uniquement par l'acide

acétique (voir tableau 6 et fig.23).

I1.2.3.2. Globules rouges, HB, Hématocrite, VGM, CCMH, TGMH et Plaquettes

Les résultats observés révelent une légere augmentation des globules rouges,
taux d’hématocrites, taux d’hémoglobine, Volume globulaire moyen et teneur
corpusculaire moyenne en hémoglobine chez les rattes traitées par I'acide acétique en

comparant au lot témoin, mais statistiquement reste non significative.
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Par contre, une augmentation hautement significative (p<0.01) est retrouvée
au niveau de la CCMH.

Par ailleurs, aucune différence significative : des globules rouges, hématocrite,
HB, VGM, CCMH, TGMH et des Plaquettes, n’est retrouvée chez les rats traités par
la combinaison (HE+AA) comparativement au groupe traité uniquement par l'acide

acétique (voir tableau 6 et fig.24).

Tableau 6. Variation de quelques parameétres hématologiques chez les rats témoins et

les traitées par l'acide acétique, l'huile essentielle d’Eucalyptus radiata et la

combinaison (HE+AA).
Parametres Lots expérimentaux
T HE AA HE+AA
Globules blancs 6,04 £1,48 7,36 £0,52 8,431 £1,12* 10 £0,54 *** #
Lymphocytes 4,4 +0,56 5,34 0,61 * 3,654 +0,79 54 +0,71 * ##
Monocytes 0,76 0,29 1,06 0,23 1,6+1,13** 1,78 +0,40 ***
Granulocytes 1,18 £0,49 1,08 £0,35 2,025 £0,48 ** 1,924 +0,19 **
Globules rouges | 6,438 £0,19 6,17 +0,25 6,734 +0,96 6,52 +0,23
Taux 36,04 £1,46 34,36 £1,43 38,524 £3,22 36,4 +1,72
d’hématocrite (%)
Taux 13,36 £0,58 12,3 +0,37 13,15 +1,89 13,64 +0,82
d’hémoglobine
VGM 56 £1,70 55,08 +1,81 54,2 +1,59 55,88 £2,89
CCMH 37,06 0,39 36,62 +0,57 38,14 £0,48 ** 37,48 0,56
TGMH 20,78 £0,58 20,16 0,56 20,46 +0,96 20,9 £1,33
Plaquettes 731 £214,82 853,2 +186,76 829,25 96,57 792,4 +109,89

Différence significative en comparant au groupe témoin :

*P<0,05;*P<0,01;**P<0,001.

Différence significative en comparant au groupe traité par 1'acide acétique :

#P<0,05; ## P<0,01; ### P<0,001.
P : seuil de signification.
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I1.2.4. Etude de quelques paramétres biochimiques
I1.2.4.1. Protéines totales et I’Albumine

Les résultats de notre expérimentation présentent que le traitement par "huile
essentielle d’Eucalyptus radiata provoque une légere diminution significative (P <0,05)
des protéines totales et albumine par rapport au lot témoin.

Dans le méme contexte une diminution trés hautement significative (P < 0,001)
est observée chez les rats traités par 1'acide acétique et par la combinaison de I'huile
essentielle d’Eucalyptus et 'acide acétique en comparant avec les témoins (voir

tableau 7 et fig.25).

I1.2.4.2. Transaminases
Nous constatons une diminution des transaminases dans tous les lots traitées.
La diminution d’ASAT étant hautement significative (P < 0,01) chez les rats
traitées par la combinaison (HE + AA). Contrairement au lot traité par l'acide
acétique qui exprime une diminution significative (P <0,05) d’ALAT en comparant

avec le lot témoins voir le tableau 7 et fig.25).

I1.2.4.3. Créatinine et l'urée

Nos résultats montrent une diminution de la créatinine chez tous les rats
ayant subi des traitements. Avec une signification (P <0,05) dans le lot traité par
I'huile essentielle d’Eucalyptus radiata, et hautement significative (P < 0,01) chez les
rats femelles traitées par I'huile essentielle et 1'acide acétique par rapport aux rats
témoins.

Concernant 'urée on note une diminution significative (P <0,05) chez le lot
traité par l'huile essentielle d’eucalyptus radiata par rapport au lot témoins.
Egalement une diminution trés hautement significative (P < 0,001) chez les rats traités

par I’AA et traités par la combinaison (HE + AA) (voir le tableau 7 et fig.25).
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Tableau 7. Variation de quelques parametres biochimiques chez les rats témoins et
les traitées par l'acide acétique, l'huile essentielle d’Eucalyptus radiata et la

combinaison (HE+AA).

Parametres Lots expérimentaux
T HE AA HE+AA

Protéines totales 70.762 £1.76 65.178 £3.94 * | 58.453 £3.32 *** | 58.566 +1.23 ***
Albumine 36.826 +1.37 | 34.194 £2.39 ¢ 31.58 +1.52 *** 32.41 +£1.00 ***
ASAT 93.104 +9.18 87.782 +17.42 79.416 £10.94 79.978 £3.73 **

ALAT 35.605 +4.94 34.554 +6.48 29.598 +2.11 * 29.494 +5.22
Créatinine 6.64 +0,38 5304 £1.13 * 6.104 £0.71 5.856 £0.40 **
Urée 0,448 £ 0,038 0,374 0,05 * 0,344 +0,02 *** 0,315 +0,03 ***

Différence significative en comparant au groupe témoin :
*P<0,05;*P<0,01;**P<0,001.

Différence significative en comparant au groupe traité par 1’acide acétique :
#P<0,05; ## P<0,01; ### P<0,001.
P : seuil de signification.

IT .1.4. L’étude histologique

La photomicrographie de codlon des rats traités par 2 ml/kg PC d’acide
acétique 5% (v/v) par voie intra-rectale pendant 3 jours expose des changements
histopathologiques graves tels que: nécrose de la muqueuse associée a l'infiltration
de cellules inflammatoires dans la muqueuse et sous-muqueuse, colite focale et la
déplétion des cryptes .

Par ailleurs, les observations microscopiques du colon des rats témoins et
traités par HE seul ou a la combinaison (HE/AA) ont montré une couche de mucus

et des cryptes normales et aucune infiltration leucocytaire (fig. 26).
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II1. Discussion

II1.1. Evaluation de l'activité antibiofilm et antibactérienne de 1’huile essentielle

d’Eucalyptus radiata

Actuellement, la capacité a former un biofilm est reconnue comme une propre
caractéristique pour de nombreux microorganismes. L’aptitude des bactéries
pathogenes a former des biofilms est I'un des facteurs de virulence assez grave qui

leur confere une grande tolérance aux agents antimicrobiens.

Face a cette grande tolérance aux biocides, antibiotiques et au systeme immunitaire,

la découverte de nouvelles molécules inhibitrices fait I'objet de nombreuses études.

C’est dans cette optique que s’inscrit notre étude qui consiste a tester I'effet
d'une huile essentielle d’Eucalyptus radiata sur la croissance planctonique et la
formation de biofilm chez quatre souches d’importance clinique a savoir: E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa et S. aureus. Ces bactéries ont été préalablement choisies de
maniére a balayer les groupes bactériens les plus importants. En effet, les trois
premiéres bactéries font partie du groupe des bactéries a Gram négatif tandis que la
derniere est une bactérie a Gram positif. Méme au sein des bactéries a Gram négatif :
E. coli et K. pneumoniae sont des entérobactéries et P. aeruginosa est déja connue

comme une bactérie non fermentaire.

Il est déja admis que les cellules adhérentes aux surfaces solides ont des
propriétés différentes de celles des cellules planctoniques (Teixeira et Oliveira,
2002). Pour cette raison, la croissance planctonique des bactéries, obtenue apres
addition de I'HE d’Eucalyptus radiata au milieu LB a été également suivie (voir
tableau 4). L'obtention des pourcentages importants d’inhibition de la croissance
planctonique, des bactéries tests: E. coli (36.48%), K. pneumoniae (37.71%), P.
aeruginosa (52.06%) et S. aureus (23.77%) est due aux deux principaux composés
oxygénés de I'HE d’Eucalyptus radiata (citronellal et citronellol) (Tolba et al., 2015).
Pareillement, Lee et al. (2008) ont montré que citronellol a une activité antifongique
trés importante contre Phytophthora cactorum avec un taux d'inhibition proches de

100%.
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Il apparait que 'inhibition la plus marquée a été observée chez les bactéries a
Gram négatif au regard de la bactérie a Gram positif. Par conséquent, les différences
de composition de "enveloppe bactérienne entre bactéries a Gram positif et a Gram
négatif entrainent une sensibilité variable vis-a-vis les agents antimicrobiens. Ainsi,
I'enveloppe des bactéries a Gram positif ne posseéde pas de récepteurs spécifiques ou
de perméases facilitant la pénétration des biocides dans les cellules (Russell, 1991).
Concernant les bactéries a Gram négatif, la membrane externe de la paroi peut jouer
un role de barriére vis-a-vis des agents chimiques. Il est a noter que chez les bactéries
a Gram négatif, les petites molécules antimicrobiennes hydrophiles pourront
pénétrer dans les cellules par la voie hydrophile via les porines (Hancock, 1998) alors
que les composées lipophiles emprunteront la voie hydrophobe (diffusion a travers
la membrane par les lipides et le lipopolysaccharide) (Joly, 1995).

Les résultats issus, de la méthode de coloration de biofilms formés par le CV,
ont montré aussi une activité antibiofilm importante de I'huile essentielle
d’Eucalyptus radiata sur les biofilms formés par les souches S. aureus et E. coli avec des
pourcentages de réduction de I'ordre de 75.16 % et 63.6% respectivement. Cependant,
cette activité est relativement faible sur les biofilms formés par les souches K.
pneumoniae et P. aeruginosa.

En effet, nos observations sont en accord avec celles rapportées par (Fux et al.,
2003 ; Donlan, 2001), qui indiquent que les bactéries contenues dans un biofilm
présentent des caractéristiques tres différentes de leurs homologues planctoniques.
Les bactéries formant les biofilms expriment donc un phénotype différent des
bactéries en suspension.

De méme, I'inhibition maximale de 1’adhésion a été observée chez la bactérie a
Gram positif S. aureus, par rapport aux autres bactéries a Gram négatif, avec un taux
de réduction de 75.16 %. Ces résultats sont en accord aves les travaux de Merghni et
al. (2018). Au sein des bactéries a Gram négatif, 1'entérobactérie E. coli vient dans la
deuxiéme position avec un pourcentage de réduction non négligeable de 63.6%.

L'un des autres facteurs de virulence bactérienne importants impliqués dans la
formation de biofilm est appelé le comportement d’essaimage (Packiavathy et al,

2014).
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Il s’agit d'un stade de dispersion des formes planctoniques dans le milieu
extérieur, a partit du biofilm, lorsque I'épaisseur maximale de ce dernier est atteinte.
Il permet de favoriser la colonisation de nouvelles surfaces et par conséquent la
formation d’autres biofilms. Les formes planctoniques ainsi libérées peuvent
conserver des caractéristiques du biofilm, comme l’antibiorésistance. En effet, les
bactéries essaimant d"un biofilm sont capables de résister aux défenses immunes de
I'hote et étre a I'origine d’une infection (Donlan, 2002 ; Clutterbuck et al., 2007).

De ce fait, il a été prouvé que 1,8-cinéole exercait un role mécaniste dans la
régulation des facteurs contribuant a l'essaimage et la motilité des cellules
planctoniques, reposant sur l'expression de diverses molécules biosurfactantes

(Daniels et al., 2004; Nickzad et al., 2015).

ITI.2. Activité préventive et anti-inflammatoire

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) sont un trouble
inflammatoire qui représente un groupe de maladies idiopathiques comme la colite
ulcérative ou rectocolite hémorragique (RCH) caractérisées par des Ilésions
inflammatoires chroniques du tractus gastro-intestinal. A I'heure actuelle, la thérapie
des MICI repose principalement sur I'administration des médicaments anti-
inflammatoires qui sont souvent associés a des effets indésirables graves. Par
conséquent, la recherche de nouveaux anti-inflammatoires avec une innocuité
relative est toujours un sujet d’actualité pour l'industrie pharmaceutique.

Dans le méme contexte, notre expérimentation vise a prouver l'effet anti-
inflammatoire probable de I'huile essentielle des feuilles d’Eucalyptus radiata contre
la colite induite par l'acide acétique chez les rats. Ce modele expérimental (colite
chimio-induite par l'acide acétique) permet le développement rapide d'une
inflammation majoritairement confinée au niveau du célon distal d'un coté, et qui a
des propriétés communes a celle induite chez I'étre humain dans certains aspects
comme : l'inflammation aigué, linfiltration de polynucléaire neutrophile et la
perturbation focale de I'épithélium, d'un autre coté (Krawisz et al., 1984 ; Pfeiffer,

1985 ; Sharon et Stenson, 1985).
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Notre étude est réalisée avec une dose de 100 ml/Kg PC de I'huile essentielle
d’Eucalyptus radiata et une dose de 2 ml/kg PC d’acide acétique a 5% en se référant
aux travaux effectués par (Silva, 2003) et (Kolgazi et al., 2013 ; Elsayed Ashry et al.,
2016) respectivement.

D’apres les résultats obtenus dans notre expérimentation, I’administration de
2 ml/kg d’acide acétique par voie intra-rectale chez les rats femelles de la souche
Wistar a provoquée :

v" Une diminution de la croissance corporelle par rapport a celle des témoins. Le
changement du poids corporel est utilisé comme un indicateur des effets indésirables
des composés chimiques (Hilaly et al., 2004). La perte du poids est corrélée a 1'état
physiologique de l’animal et peut étre expliquée aussi par la réduction de la
consommation des aliments.

v' Une légere augmentation du poids relatif du cceur a été observée chez les rats
traités par l'acide acétique. La variation du poids des organes internes peut étre
considérée comme un bon indicateur pour I'évaluation de la toxicité d’"une substance
(Teo et al., 2002). Une autre étude, montre que 'augmentation du poids relatif d"un
organe peut étre liée a une congestion par réservation du sang dans le tissu,
I'hypertrophie tissulaire (Rasekh et al., 2008) ou par la présence d’un infiltrat
inflammatoire (Betti et al.,2013).

v L’analyse de nos résultats a montré aussi que les rats traités par l'acide
acétique ainsi que par la combinaison (HE+AA) ont une augmentation importante
des globules blancs, monocytes, et granulocytes par rapport aux témoins.

Au cours des phases actives des maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, la
muqueuse intestinale malade est le siege d'un infiltrat inflammatoire polymorphe
constitué de cellules polynuclées, en particulier les polynucléaires neutrophiles
(PNN). La migration de ces derniers au site de I'inflammation se fait sous l'influence
de molécules chimiotactiques. Parmi celles-ci l'interleukine-8 (IL8) qui joue un role

majeur (Reimund et al., 1997).
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En effet, les rats recevant 1'acide acétique mobilisent toutes ces capacités de défense
pour lutter contre la présence de cet agent chimique dans son organisme (Karmakar
et al., 2000). Ce qui explique d’ailleurs I'augmentation de 1'ensemble des cellules
immunitaire dans notre expérimentation, cela est aussi confirmé par l'implication
directe de ces cellules dans la défense immunitaire contre les agents chimiques.

Alors que, chez les rats recevant la combinaison (HE+AA) 'augmentation est
due exclusivement a la capacité immunostimulante de notre huile essentielle
d’Eucalyptus radiata grace a l'activité du Terpinen-4-ol intéressante en stimulant
'action des globules blancs et en augmentant la réaction de phagocytose (Lloulou,
2014).

Ce qui confirme la propriété thérapeutique immunostimulante de 'huile essentielle

d’Eucalyptus radiata citée dans le chapitre 2.

En ce qui concerne les globules rouges, HB, HT, VGM, TGMH et les
plaquettes, aucune variation significative notée chez les rats traités par l'acide
acétique cela est pourrait étre expliqué par la duré de traitement (3 jours) qui reste

insuffisante pour provoquer des changements au niveau hématologique.

Une diminution importante des protéines totales et d’albumine plasmatiques
est observée chez les rats recevant 1'acide acétique.

I'albumine possede un pouvoir antioxydant constitutionnel. En effet,
I'albumine contient un groupement thiol (SH) libre sous forme réduite porté par la
cystéine 34, ce groupent peut capter les radicaux libres générées par l'acide acétique
tels que: I'oxygene, anion superoxyde (O:°-), peroxyde d'hydrogene (H202) et le
radical hydroxyle (HO*®), ou radicaux azotés et aboutir a une oxydation massive de
l'albumine, par conséquence cette protéine peut se dénaturer et se fragmenter, ou
perdre leurs structures primaires et secondaires (Musante et al., 2006).

De ce fait, on peut dire que l'activités anti-inflammatoire de I'albumine
provienne de ses propriétés anti-oxydantes et qu'il y a un lien physiopathologique
entre le stress oxydatif et I'inflammation (Cantin et al., 2000). Ce qui en accord avec

les résultats de notre expérimentation.
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En revanche, la diminution de 'urée, la créatinine et les transaminases chez
les rats traités par 1'huile essentielle et la combinaison (HE+AA) ne possedent pas de
significations cliniques graves.

L’étude macroscopique du colon a révélé que I'administration intra-rectale de
lI'acide acétique a 5% provoque une acidification intracellulaire massive entrainant
des dommages intenses dans le gros intestin (Souza et al., 2016). Ces dommages sont
traduits; par le changement de I'épaisseur du colon en raison des, érosions, cedemes,
blessures épithéliales et I'inflammation de la muqueuse locale et la sous muqueuse et
des hémorragies (Minaiyan et al., 2006 ; Mustafa et al., 2006 ; Tsianos et al., 2009),
résultant l'activation des cellules immunitaires résidentes et I'infiltration des cellules
inflammatoires circulantes (Podolsky, 2007 ;Abraham et Cho, 2009). Ce processus se
caractérise par une sécrétion des chimiokines et associé a l'activation des voies de
l'acide arachidonique (Papadakis et al., 2000).

En effet la réponse inflammatoire a été classée en fonction de I'étendue de la
destruction de la muqueuse normale : 'architecture, la présence et le degré de
I'infiltration cellulaire, I'épaississement et la présence ou 1’absence des cryptes

L’observation microscopique des intestins (colon) des rats traités par l'acide
acétique a montré de profonds changements histopathologiques: une rupture de
I'épithélium intestinal avec ablation des cryptes, la présence d’ulcération, une
destruction de l'architecture épithéliale, et une infiltration de cellules inflammatoires
dans la muqueuse, ce qui concorde les travaux réalisés par (Simkin et al., 2000 ;
Kolgazi et al., 2013 ; Ashry et al., 2016).

Par ailleurs, ces altérations histologiques ont été visiblement réduites par le
prétraitement par 1'huile essentielle d’Eucalyptus radiata avant ’acide acétique, et elle
a assuré une muqueuse presque totalement saine, une amélioration modérée de la
réponse inflammatoire et une récupération remarquable de la muqueuse (voir Figure
26).

Dans un second temps, d’apres les résultats obtenus dans notre
expérimentation, on peut dire aussi que le prétraitement par 1'huile essentielle

d’Eucalyptus radiata avant 1'exposition a I’acide acétique a fourni une protection
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significative aux parametres étudies (poids corporel, les poids relatif de certains
organes cibles, quelques parametres hématologiques et méme au niveau des coupes
histologiques) qui ont été altérés en présence d’acide acétique seul.

Cette protection est expliquée selon (Luis et al., 2015) par la richesse de cette
I'huile en composés bénéfiques (1,8-Cinéole, a-terpinéol, Terpinen-4-ol et limonene)
qui ont un pouvoir anti-oxydant puissant et sont capables de réduire de maniere
significative I'inflammation colique.

Des études de Minaglou (2004) ont montré également que le principe actif 1,8
cinéole (eucalyptol) a montré différents types d’activité :

v' Une activité stéroide-like sur l'inhibition de l'interleukine 1 béta et la
production de TNF alpha. Cette activité peut probablement étre attribuée a
'inhibition de l’activation du facteur de transcription nucléaire NF Kappa B
(responsable de l'activation cellulaire des genes impliqués dans la régulation
de la réponse immunitaire et de I'inflammation);

v Une inhibition de la 5-lipoxygénase qu’elle a été prouvée in silico par les
travaux de Boutrif et Merdassi (2014) ;

v" Une inhibition des COX et de la formation de PGE2 et de TxB2.
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Conclusion générale et perspectives

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux
médicaments. Elles sont considérées comme une source de matieres premieres
essentielles pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point
de futurs médicaments.

Dans l'objectif de la valorisation de 'effet thérapeutique d’Eucalyptus radiata,
nous avons évalué l'effet anti-inflammatoire vis-a-vis la colite induite par l'acide
acétique chez des rats femelles de la souche Wistar, Ainsi que leur activité
antibactérienne et anti biofilm sur quelques souches bactériennes.

Nos résultats montrent dans un premier temps que l'administration de 1'acide
acétique a 2 ml/kg de poids corporel par voie intra-rectale chez les rats pendant 3
jours, a provoqué des perturbations dans la plupart des parametres étudiés.

v" Une diminution du poids corporel durant la période de traitement ;

Une augmentation de poids relatif du cceur ;
Une augmentation du nombre des globules blancs, monocytes et granulocytes;

Une légere augmentation des globules rouges, hématocrite et plaquettes.

N N N

Une diminution de la concentration plasmatique en 1'albumine et en protéines

totales.

L’étude macroscopique du colon a révélé que l'administration intra-rectale de
l'acide acétique a provoqué des dégats intenses au niveau de cet organe.

De plus, les observations microscopiques illustrent la destruction de
l'architecture de 1'épithélium intestinal, nécrose de la muqueuse associée a
l'infiltration de cellules inflammatoires dans la muqueuse et sous-muqueuse, colite

focale et la déplétion des cryptes.

Par ailleurs, le prétraitement des rats femelles avant 'administration de l'acide
acétique par 100 mg/kg de poids corporel d’huile essentielle d’Eucaluptus radiata a

amélioré la plupart des parametres étudiés et a atténué I'inflammation colique.
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Cette amélioration est due a l'effet anti-inflammatoire et a la richesse de cette
huile en molécules bioactives comme ; 1,8-Cinéole, L'a-pinene, a-Terpinéol et
Limonene.

D’un autre coté, nos résultats ont montré une activité antibiofilm importante de
I'huile essentielle d’Eucalyptus radiata sur les biofilms formés par les souches S. aureus
et E. coli, et des pourcentages importants d’inhibition de la croissance planctonique,
des bactéries tests : E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa et S. aureus.

Donc T'huile essentielle d’Eucaluptus radiata exerce son pouvoir antibactérien et
préventif (anti-inflammatoire) par :

v' L’effet synergique de tous ces constituants bioactifs ;

v La minimisation de la multiplication bactérienne ;

v La réduction de la production des médiateurs inflammatoires impliqués dans

le déroulement des étapes de la réaction inflammatoire aigué ;

v' La diminution de la perméabilité vasculaire ;

v" Larécupération ou régénération de la muqueuse intestinale ;

Les résultats de notre travail ouvrent d’autres nouvelles voies de recherche
notamment, le dosage de certains parametres de stress oxydatif (GSH, GPx, SOD...)
et inflammatoire (CRP). Parallelement il pourrait étre aussi intéressant de purifier et
de déterminer toutes les molécules bioactives de I'huile d’Eucalyptus radiata pour

mieux caractériser ces effets protectrices.

Il serait aussi intéressant de poursuivre les études sur 1'échelle moléculaire pour
mieux comprendre le mécanisme d'action des molécules bioactives d’Eucalyptus

radiata et les utiliser en médicine moderne.
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Figure 7. La structure de la protéine C réactive (Volanakis,
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gros intestin (Guennouni, 2014)



Maladie de Crohn  Rectocolite ulcero-hemorragique

Figure 11. Localisation des atteintes intestinales de la MC et la RCH (Rasenack,
2010)



Figure 12. L’arbre d’Eucalyptus radiata (Baudoux, 2008)

Figure 13. Feuilles(A), Fleurs(B), Fruits(C) et Ecorce(D) d’Eucalyptus radiata (Tann,
2011; Koziol, 2015)
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Figure 14. Structure chimique d’Eucalyptol (1.8 Cinéol) (Chabert, 2013)



Figure 15. Distillation des huiles essentielles par entrainement a la vapeur d’eau
(Wilson, 2010)
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Figure 17. Schéma récapitulatif du protocole suivi pour
tester 1'effet préventif et anti-inflammatoire de HEER
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Figure 18. Action de I'huile essentielle d’"Eucalyptus radiata sur la formation de
biofilm des souches sélectionnées (Valeurs moyennes et écarts-types calculés a
partir de trois essais).



Figure 19. Photo qui représente la diarrhée sanglante observée chez les rats traités
par l'acide acétique (5%) aprés seulement 1jour de traitement
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Figure 20. Variation de poids corporel en (g) des rats femelles témoins (T) et
traitées par l’acide acétique (AA), I’huile essentielle d'Eucalyptus radiata et la
combinaison (HE/AA) aprés le traitement.
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Figure 21. Variation du poids relatif de certains organes (Foie, reins, coeur et rate)
en g/100 g Pc chez les rats témoins et les traitées ; par L’AA, HE et la combinaison
(HE/AA) apres 8 jours de traitement
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Figure 22. Comparaison macroscopique des colons des quatre lots aprés le sacrifice
et le prélevement des organes en montrant les différents dégats chez les rats traités
par l'acide acétique
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Figure 23. Variation des globules blancs, des lymphocytes, des monocytes et des

granulocytes (x103/pl) chez les rats témoins et les traitées; par L’AA, HE et la

combinaison (HE/AA) apres 8 jours de traitement
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Figure 24. Variation des globules rouge (x10%/pl), Taux d’hémoglobine (g/dl), Taux
d’hématocrite (%), VGM (um?3), CCMH (g/dl), TGMH (pg) et des plaquettes
(x103/pl) chez les rats témoins et traités apres 8 jours de traitement
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Figure 25. Variation des parametres biochimiques : Taux des protéines totales
(g/dl), Taux d’albumine (g/dl), ASAT(U/1), ALAT(U/]l), Taux de Créatinine (mg/l) et
le taux de I'urée (g/1) chez les rats témoins et traités aprés 8 jours de traitement



Figure 26. Les coupes histologiques du colon distal d'un rat témoin (T) et traités par
I'huile essentiel d’Eucalyptus radiata (HE), 'acide acétique (AA) et par la combinaison
(HE/AA) colorées a Hématéine-Eosine 100X.

Nécrose de la muqueuse; Infiltration de cellules inflammatoires; \ colite focale; xla
déplétion des cyptes.






ANNEXE

SPINREACT

PROTEINE TOTALE

|3
Protéines totales

Biuret. Colorimétrique

Détermination quantitative de protéines totales
VD

Conserver & 2-8°C

PRINCIPE DE LA METHODE

En mileu aicalin, les protéines donnent une couleur violette/bleue en
présance de sels de culvre; ces sels cantiennent du iodure qui agit camme
un antioxydant.

L'intens#é de la couleur formée est proportionnelle 4 ia cancentration de
pratéines totales dans |'échantdion testé' 4.

SIGNIFICATION CLINIQUE

Les protéines sont des composés organiques macromoléculaires, répanis

largement dans |'organisme. Elles fonctionnent comme des ééments

structurels et de transpon. Eles sont divisées en deux fractions, albumines
et globulines.

Leur détermination est utle pour détecter:

- I'hyper protéinémie produite par hémoeconcentration, déshydratation cu
augmentation de la concentration des protéines spéciliques.

-L'hypo protéinémie par hémodidution due & une défadlance dans la
synthése protéique, 4 des pertes excessives (hémorrages) ou & un
catabolisme pratéique excessit =

Le dagnostique clinigue doit tenir compte des données cliniques et de

CALCULS

(A Echuntillon - (AVBLIC 7 (£ 40 conc.) = g/dL de protéines totales
{A)Etalon - (A)Blanc

CONTROLE DE QUALITE

| est consedié d'analyser conjointement les échantilions de sérum dant les vaieurs
ont é1é contrdlées: SPINTROL H Normal et pathologique (Réf. 1002120 et
1002210).

Sl les valeurs se trouvent en dehars des valeurs tolérées, analyser Iinstrument,
les réactifs et le calibreur.

Chaque laboratoire doit disposer de son propre contréle de qualité et déterminer
les mesures correctives & mettre en place dans le cas ol les védfications ne
comespandrasent pas aux attentes.

VALEURS DE REFERENCE'

Adultes: 6,6 - 8,3 gidL

Nouveau-nées: 52 -91 g/dL

Ces valeurs sant données & titre dinformation. Il est consedé@ a chaque laboratoire
de défnir ses propres valeurs de référence.

CARACTERISTIQUES DE LA METHODE
Gamme de meswes: Depuis ka imite de détection de 0,007 g/dL jusqu'a |a imite
de Inéarité de 14 gidL.

R: H314-Provoque des bridures de la peau et des |ésions oculaires graves.
H412-Nocit pour les organismes aguatiques, entraine des effets nétastes &
long terme.

Sulvez les conseils de prudence donnés en SDS et étiquette.

PREPARATION
Tous les réactifs sont préts & 'empiol.

CONSERVATION ET STABILITE

Tous les composants du kit sont stables jusqu'a la date de péremption
indiquée sur |'étiquette, et sl les flacons sont maintenus hermétiquement
fermés 4 2-8°C, & I'atvl de |a lumiére et des sources de cor n. Ne

laboratalre. Sl la concentration de |'échantilion est supéreure & la kmite de lindarité, diluer 1/2
avec du CiNa 9 gL et multiplier le résultat final par 2
REACTIFS e -
Tartrate de potassium de sadium 15 mmolL Intra-séne (n=20)] [Inter-série (n= 20)
R Jouie g4 Rocko 100 mmatt Novenne (gdl) | 653 | 489 | [ 677 | 508
lodure de potassium 5 mmolL SD 0.01 0.01 | 0.07 0.05
Biuret | A L 4 .
Sultate de cuivre (II) S mmolL oV (% 021 024 105 094
Hydroxyde de sodium 1000 mmolL c : :
Sensibiité analytique: 1 g/dL = 0,0825 A.
E:fom" Patron primaire d'abumine bovine 7 g/dL Exactitude: Les réactfs SPINREACT (y) ne montrent pas de différences
systématiques significatives lorsqu'on les compare & dautres réactis
commerciaux (x).
PRECAUTION Les résultats oblenus avec 50 échantillons ant é1é les suvants.

Coeffident de carrédation (r) 0,97002
Equation de la Coubre de régression: y= 0,954x +0,511.
Les caractéristiques de la méthode peuvent vaner sulvant |'analyseur employé.

INTERFERENCES

Hémoglcbine et ipémie’ 4,

Différentes drogues ont &té décrites, ainsl que d'autres substances pouvant
intertérer dans la déemmination de protéines %,

REMARQUES
1. TPROTEIN CAL: Etant donné |a nature du produit, il est canselllé de le

pas utiliser les réactits en dehors de la date indiquée.
Indices de détérioration des réactifs:

Présence de particules et turbidité.

Absarbation (A) du blanc & 540 nm = 0,22

MATERIEL SUPPLEMENTAIRE
Spectrophotométre ou analyseur pour les lectures 4 540 nm.
Cuvettes de 1,0 cm d'éclairage.
Equipement classique de labaratoire.

ECHANTILLONS
Sérum ou plasma héparinisé’.
Stabilité de l'échantéion: 1 mois au réfrigérateur (2-8°C).

PROCEDURE
1. Cenditions de test:
Langueurd'ondes: ... ............ 540 nm (530-550)
O s e e e 1 cm déclarage
Température! ... .................. 37%/.15-25°C
2 Régler le spectrophotométre sur 2éro en fonction de l'eau distiliée
3. Pipetter dans une cuvelte:

Blanc Etalon Echantillon
R (mL) 10 10 10
Etalon e ee 123 [TH) X 25 =
Echantiion (uL) = = 23
4. Méanger et incuber 5 minutes & 37°C ou 10 minutes & température

amblante.

5. Lire l'absorbation (A) du patron et I'échantilion, en comparalson avec
le blanc du réactf. La couleur reste stable pendant au moins 30
minutes.

manipuler avec une grande précaution. En effet, il peut étre contaminé avec
facilité.

2. Le calibrage au moyen du patron de détection peut donner lieu & des erreurs
systématiques lors de méthodes automatiques. Dans de tels cas, il est
cansellié d'utiliser des calibrages sérques

3. Ulliser des embouts de pipeties jetables propres pour diffuser ke prodult.

4. SPINREACT dispose de consignes détaillées pour I'application de ce
réactil dans différents analyseurs.

BIBLIOGRAPHIE

1. Koller A. Tatal serum protein. Kaplan A et al. Clin Chem The C.V. Mosby Co.
St Louss. Toronto. Princeton 1984, 1316-1324 and 418.

Young DS. Effects of drugs on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC Press, 1995.
Young DS. Effects of disease an Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC 2001.
Burtis A et al Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 3rd ed AACC 1999,
Teetz N W et al. Clinkcal Guide to Laboratory Tests, 3rd ed AACC 1995,

aswn

PRESENTATION
Ref: 1001290
Ref: 1001201
Ref: 1001202

R2x50mL, CAL 1x2mL
R2x250mL, CAL 1 x5mL
R:1x1000mL.CAL: 1 x5 mL

BSIS30-F 0505115

SPINREACT S.A/S.AU. Ctra.Sarsa Coloma, 7 E-17178 SANT ESTEVE DE BAS (GI) ESPAGNE
Tol. 434972 6908 00 Fax +34 9726900 99 e-mail gunga@Ssonreacioom

L’huile essentielle d’Eucalyptus radiata : Activité anti-biofilm et effet préventif et anti-

inflammatoire sur la colite induite par I'acide acétique chez les rats femelles.



ANNEXE

e
SPINREACT CE ALBUMIN
Albumine
Vert de bromocrésol. Colorimétrique
Détermination quantitative de I'albumine CONTROLE DE QUALITE
VD Il est conselllé d'analyser conjointement les échantlions de sérum dont les
valeurs ont &é contréiées: SPINTROL H Normal et pathologique (Réf. 1002120
et 1002210).
Conaaries & 2-8°C Sl les valeurs se trouvent en dehars des valeurs tolérées, analyser Nnstrument,
PRINCIPE DE LA METHODE les réactifs et le caibreur.

L'albumine se combine au vert de bromocrésol, & pH légérement acide, Chaque |laboratoire doit disposer de son propre contrdle de qualité et déterminer
entrainant un changement de couleur de I'indice, passant du jaune-vert au vert- 168 Mesures comectives 4 mettre en place dans le cas ol les vénfications ne
bleuté, et propottionnel 4 la concentration dalbumine présente dans COMmespondraent pas aux attentes.

Féchantillon testé’. .34,

VALEURS DE REFERENCE
SIGNIFICATION CLINIQUE 35450gdL".
' ' Ces valeurs sont données a titre d'information. Il est conselé & chaque
;:rlt:x‘r;l: est |'une des proténes plasmatiques les plus Importantes produlte i e A G el e WMra e

Parmi ses muitiples fanctions, on retendra ia nutrtion, lentretien de la pression

oncotique et le franspart des substances telles que la Ca*, la bilubine, les CARACTERISTIQUES DE LA METHODE

ackies gras, les drogues et les stéroides. Gamme de mesures: Depulis 1a imite de détection de 0,0349 mg/dL jusqu'a la
Des perturbations dans les valeurs de Fabumine signalent des maladies du mite de linéanté de 6 mo/dL.

fole, une malnutrition, des ¥sions de ka peau telles que de la dermatie, des S| 1a concentration de Féchantilon est supérieure 4 la kmite de inéante, diluer

brdlures impartantes ou une déhydratation' 7%, 1/2 avec du CINa 9 gL et multiplier le résultat final par 2.
Le iagnostic cinique doft tenir compte des données clinigues et des données  Précision:
de laborataire.
Intra-série (n= 20) Inter-série (n= 20)
REACTIFS Mayenne (odL) | 4.17 2,84 4,56 3.07
SD 0,02 0.01 0.28 0.18
R Ven de bromocrésol pH 4,2 0,12 mmolL CV (%) 0,42 0.53 6.20 5.00
ALBUMINE CAL | Etalon primaire de détection de falbumine 5 giaL Sensibiité analytique: 1 g/dL = 0,2003 A.
Exactilude: Les réactifs SPINREACT (y) ne montrent pas de différences

sysiématiques signficatives lorsquon les compare & d'autres réactifs

PREPARATION commerciaux (x).
Le réactif et le étalon sont préts & 'emplol. Les résultats abtenus avec 50 échantilions ant é1é les sulvants:
Coefficient de corrélation (1) 0,98169.
CONSERVATION ET STABILITE Equation de la Coubre de régressian: y=1,045x - 0,028 )
Tous les composants d ki sont stables jusqu'a la date de péremption -nd»quée Les caraciéristiques de la méthode peuvent varier sulvant l'analyseur employé.
sur l'étiquette du Macon, et siles flacons sont maintenus N
fermés 4 2-8°C, & I'abri de |a luméére et des sources de contamination. Ne pas INTERFERENCES
utlkser les réactifs en dehors de la date indiguée. La bilirubine jusqu'a 110 mg/L, I'némogiobine jusqu’a 1 gL et a kpémie jusqu'a
Indices de détérioration des réactifs: 10 gL, intertérent '4.
Présence de particules et turbidité. Différentes drogues ont été décrites ainsi que d'autres substances qui interférent
Absarbation du blanc & 630 nm z 0,40. dans |a détermination de I'albumine™ ©.
MA‘I’ERIEL SUPPLEMEN‘I’AIRE REMARQUES
lyseur pour les lectures 4 630 nm. 1. ALBUMINE CAL: Etant donné la nature du produit il est consedé de le
Cuvettes de 1,0 u'n dedanrage manipuler avec précaution. En effet. il peut &re facilement contaminé.
Equipement classique de laborataire. 2 Le calibrage au moyen du patron de détection peut donner lieu & des erreurs
systématiques lors de méthodes automatiques. Dans de tels cas, # est
ECHANTILLONS canselbé d'utiliser des calbrages sénques
Sérum ou plasma sans hemolysis': Stabiké 1 mois 4 2-8%C ou 1 semaine 4 3 Utliser des embouts de p les propres pour diffuser le produl.
15-25°C. 4.SPINREACT dispose de oomlgm détailiées pour I'application de ce
réactif dans différents analyseurs.
PROCEDURE
Cenditions de test: BIBLIOGRAPHIE A .
Longueurd'andes: .. . ............ 630 nm (600-650) 1. Gendler S. Uric acid Ka?an A et 3. Clin Chem The C.V. Mesby Ca. St Louis.
Cuvette 1 om d'éclairane Torono. Princeton 1984; 1268-1273 and 425,
1525503 2.  Rodkey F L. Cin Chem 1965; 11: 478-487.
4 3. Webster D. Cin Chem. 1974: Acta 53: 109-115.
2 Réglerle spedropno(uneule sur z?o en fanction de l'eau distiliée 4 Doumas BT Cin Chem. 1971: Acta 31: 87-05,
3. Pipetter dans une cuvette Memsmae 3, 5.  Young DS. Effects of drugs on Clinical Lab, Tests, dth ed AACC Press, 1995,
6.  Young DS. Effects of disease on Cinical Lab. Tests, 4th ed AACC 2001.
Blanc Modéle Echantillon 7.  Burtis A et al. Tietz Textbook of Clirecal Chemastry, 3rd ed AACC 1999,
R (mL) 1.0 1.0 1.0 8. Tietz NW et al Clirical Guide to Laboratory Tests, 3rd ed AACC 1995,
Modéle (e 12 {ul) = 5 = PRESENTATION
Echantilion (uL) - - 5 Ref: 1001020 m R2x250mL, CAL:1x5mL
Ref: 1001022 R:1 x 1000 mL, CAL:1 x5mL
4. Méanger et incuber pendant 5 min. & 37°C ou 10 min. & 15-25°C. Ref: 1001023 R:2x50mL, CAL:1x2mL
5 Lire 'absorbation (a) du patron et féchantilion, en comparaison avec
6 le blanc du réactif. La couleur reste stable pendant 1 heure & température
ambiance.
CALCULS
(A)Echantillan - (A)Blanc
—— X (E{bOn cOnC.) = g'dl d abumine dans I'échantiion
(A)Etalon- {A)Blanc
Facteur de conversion: g/dL x 144,89 = ymallL
BSIS02-F 170715 n SPINREACT,S.AJS.A.U. Ctra.Sarta Coloma, 7 E-17176 SANT ESTEVE DE BAS (Gf) ESPAGNE

Tel. 434972 6902 00 Fax +34 9726900 99 e-mail ginaS spi0reagioom

L’huile essentielle d’Eucalyptus radiata : Activité anti-biofilm et effet préventif et anti-
inflammatoire sur la colite induite par I'acide acétique chez les rats femelles.
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SPINREACT

Ce
GOT (AST)

NADH. Cinétique UV. IFCC rec.

Détermination quantitative d'aspartate amino transférase
GOT (AST)
VD

Conserver & 2-8°C

PRINCIPE DE LA METHODE

L'aspartate amino transférase (AST), intialement appelée transaminase
glutamate axalcacétique (GOT) catalyse le transfert réversible d'un groupe
animique de |'aspartate vers I'alpha-céoglutarate & formation de glutamate
et d'oxalacétate. L'oxalacétate produit est réduit en malate en présence de
déshydragénées (MDH) et NADH:

Aspanate+ a-Cétoglutarate 2o A8T. Glutamate + Oxalacétate

Oxalacétate + NADH + H* —BH_, Malate + NAD*

La witesse de réduction de la concentration en NADH au centre, déterminée
photo numériquement, est propartionnedle 4 la concentration catalytique
@'AST dans 'échantion’.

SIGNIFICATION CLINIQUE

L'AST est une enzyme intracellutaire, qul se trouve en grandes quantités
dans Jes muscles du cceur, les cellules du faie, les cellules du muscle
squelettique et en plus faibles quantités dans les autres tissus.

Blen qu'un niveau &levé dAST dans ke sérum ne soit pas caractéristique
dune , elle s'emplode principalement pour les diagnostics
et le sulvi, avec dautres enzymes telles que I'ALT et TALP. Ele s'utilise
également dans le cadre du contrdle post-infarctus, chez les patients
souffrant de troubles musculaires du squelette et dans cenains autres cas'
a5

Le diagnestic cinique doit &re réalisé en prenant en compte les données
clinigues et les données de labaratoire.

tadke hénatl

5. Lire I'absorbation (A) Initiale de I'échantilion, mettre en route le chronométre et
lire I'absorbation & chaque minute pendant 3 minutes.
6. Calculer la moyenne de laugmentation dabsarbation par minute (AA/min).

CALCULS

AA/min x 1750 = U/L de AST
Unités: L'unité intemationale (UI) correspond 4 la quantité d'enzymes qui converti
1 umel de substrats par minute, dans des conditions standard. La concentration

est exprimée en unité/lire (U/L).
Facteurs de conversion de températures

Les résultats peuvent se transformer 4 d'autres températures, en multipliant par:
Température Facteur de conversion &
de mesure 25°C 30°C 3rC
25°C 1,00 1,37 2,08
30°C 0,73 1,00 1,54
3rC 0,48 0,65 1.00
CONTROLE DE QUALITE

|1 est consedé d'analyser canjointement les échantilions de sérum dont les valeurs
ont é1é contrdlées: SPINTROL H Normal et pathologique (Réf. 1002120 et
1002210).

S| les valeurs se trouvent en dehors des valeurs tolérées, analyser Ninstrument,
les réactits et le calibreur.

Chaque laboratoire doit disposer de san propre contrdle de qualité et déterminer
les mesures cormectives & mettre en place dans le cas ol les vérifications ne
correspondrasent pas aux attentes.

VALEURS DE REFERENCE'
25°C 30°C 37°C
Hommes Jusqua 19Ul 26UL 38 UL
Femmes JusquatBuL  2z2ul 3tuL

Ces valeurs sont données & titre dinformation. |l est consedié a chague laboratolre

Tous les composants du kit sont stables jusqu'a |a date de péremption
ndiquée sur l'dtiquette, et si les flacons sont maintenus hermétiquement
fermés 4 2-8°C, & l'abri de la lumsére et des sources de contamination
Ne pas utdiser les réactifs en dehars de la date indiquée.
Ne pas utdser les tableties si elles sont fragmentées.
Indices de détérioration des réactifs:

Présence de particules et turbudité.

Absarbation du blanc & 340 nm < 1,00.

MATERIEL SUPPLEMENTAIRE
Spectrophotométre cu analyseur pour les lectures 4 340 nm.
Bain thermastable 4 25°C, 30°C ¢ 37°C (+ 0,1%C)
Cuvettes de 1,0 cm d'éclairage.
Equipement classique de iabarataire.

ECHANTILLONS
Sérum ou plasma’. Stabilité de I'échantiion: 7 jours & 2-8°C.

PROCE)URE
Cenditions de test:
Langueur d'ondes: .
Temoe(ature ................................. 25°C/30°C/3T°C

2 Régler le spectrophatométre sur 2éro en fonction de l'eau distiliée ou
alr.

3. Pipetter dans une cuvette:
[RT (mi) 1.0 |

| Echantilion {uL) 100 |
4. Mélanger et incuber pendant 1 manute

REACTIFS de définir ses propres valeurs de rélérance.
? 1 IR'S pH78 poommal | CARACTERISTIQUES DE LA METHODE
ampan ~asparate mmolL de mesures: Depuls i3 limite de détection 0 UIL jusqu'a la kmite de
NADH 0,18 mmal'L lindamé 360 UL,
R2 Lactate déshydrogéné (LDH) BOOUL|  slaconcentration de 'échantilon est supériewre & la limite de linéarité diluer 1/10
Subetrats | Malate déshydrogénisé (MDH) 60O UL [  avec duCiNa 9 gL et multiplier le résultat final par 10.
a-cétoglutarate 12 mmeolL Précision:
Intra-série (n= 20) Inter-série (n= 20)
:’;::‘rml RYY: Mayenne (U/L) 555 165 55.0 162
Ré: 1001160 Dissaudre ( — ) une tabletie de subsirats R2 dans une dose SD 1.30 3,44 g.92 252
CV (%)} 2,35 2,07 1,68 1.55
{ampaule) R1.
Réf: 1001161 Dissoudre (—» ) une tablette de substrats R2dans 15mLde  gangibilité analytique: 1 U/L =0,00051 AA /min
R1. Exactitude: Les réactfs SPINREACT (y) ne montrent pas de différences
Réf: 1001162 Dissoudre (—» ) une tablette de substrats de R2 dans 50 mL  systématiques significatives lorsquion les compare & dautres réactifs
de R1. commerciaux (x).
Refermer et mélanger doucement, jusqu'a ce que le contenu solt Les résultats obtenus avec 50 échantillons ant é1é les sulvants:
totalement dissout. Coefficent de corréation (r)*: 0,98277.
Stabilité: 21 jours 4 2-8°C ou 72 heures & température ambiante (15-25°C).  Equation de |a Coubre de régression: y= 0,9259x - 5,1685.
Les caractéristk de la méthede peuvent varier sulvant I'analyseur emplo
CONSERVATION ET STABILITE 7 P e

INTERFERENCES

Les anticoaguiants 4 utilisation courante tels que I'hvéparine, F'EDTA axalate ou ke
fluorure n'ont aucune incidence sur les résultats. L'hémoalyse interfére avec les
résultats!.

Différentes drogues ont é1é décrites ainsi que d'autres substances qul interférent
dans ia détermination de I'AST??

REMARQUES
SPINREACT dispose de consignes détaillées pour I'application de ce réactif
dans différents analyseurs.

BIBLIOGRAPHIE

1. Murray R. Asparnate aminotransferase. Kaplan A et al. Clin Chem The C.V. Mosby
Co. St Louis. Torento. Princeton 1984; 1112-116.

Young DS. Effects of drugs on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC Press, 1995
Young DS. Effects of disease on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC 2001.

Burtis A et al. Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 3rd ed AACC 1999,

Tietz NW et al. Clinical Guide to Laboratory Tests, 3ed ed AACC 1986,

PRESENTATION

AN

Ret: 1001160
Ret: 1001161
Ret 1001162

R1:20x 2mL, R2 20 —*2mL
R1:1x150mL R2 10 = 15mL
R1:10x50mL RZ 10 - 50 mL

BEISO9-F 29112115
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inflammatoire sur la colite induite par I'acide acétique chez les rats femelles.




ANNEXE

.

SPINREACT

ce [ommn ]

GPT (ALT)

NADH. Cinétique UV. IFCC rec.

Détermination quantitative d'alanine amino transférase

CALCULS

dans |'échantilion’,

SIGNIFICATION CLINIQUE

L'ALT est une enzyme intracellulaire, qui se trouve principalement dans les
cellules du foie et des reins.
Son age est ke diagr de mal du fowe.

On |'observe en grandes quantités dans le cadre de maladies hépatiques,
telles que |'népatite, |les maladies du muscies et des infarctus du cosur, étant

GPT (ALT) AA/min x 1750 = UL dALT
VD Unités: L'unité intemationale (Ul) correspond a [a quantié d enzymes qui convert
1 pmol de substrats par minute, dans des condit rd. La ¢
Conserver & 2-8°C est exprimée en unitétre (UL).
Facteurs de conversion de températures
:Z‘;ﬁ;:efun‘a‘ mMEI f¢| 'OMDE (ALT) ini n Les resutm; p nt se transformer & d autres . en
; o ST Gt Température de Facteur de conversion a
glutamique pyruvique (GPT) catalyse le d'un groupe e 355C 30°C 37C
animique d'alanine vers |'alpha-cétoglutarate & Ic de gh 25C 1.00 132 182
de pyruvate. Le pyruvate produit est réduit en lactate en pfesmca de mate 30°C o'm 100 130
déshydrogéné (LDH) et NADH: .
ALT | i & Peiie 37°C 0.55 0.72 1.00
Alanine + u-Cétoglutarate —u;»: tamate OLE DE £
Pyruvate + NADH + H* ——; Lactate + NAD* Il est llé d'analy it les éch, de sérum dont les valeurs
La vitesse de réd \ de |a cor en NADH au centre, déterminée ~ ONt été contrbiées: SPINTROL H Normal et pathologique (Ref. 1002120 et
photométriquement, est proportionnelle & la concentration catalytique dALT  1002210)

Si les valeurs se trouvent en dehors des valeurs wiérées, analyser Mnstrument,

les réactifs et le calbreur.

Chaque laboratoire doit disposer de son propre contréle de qualité et déterminer

mwumwmummmmcnhmmmm'u
Spondraent pas aux

donné que |a valeur de I'ALT reste dans les bmites standards et aug

dans les niveaux de AST" 42

La diagnostique clinique doit étre réalisée en prenant en compte les
données chiniques et de laboratoire

REACTIFS
R1 TRISpH 7.8 100 mmol/L
Tampon L-Alanine 500 mmol'L
R2 NADH 0,18 mmol'L
Substrats Lactate déshydrogéné (LDH) 1200 UL
u-Célo[’qul. 15 mmob'L
PREPARATION

Réactif de travad (RT)
Ref: 1001170 Dissoudre ( ~» ) une tablette de substrats R2 dans une dose

(ampoule) R1,

Rét: 1001171 Dissoudre ( —» ) une tablette de substrats R2 dans 15 miL de
R1

Retl: 1001172 Dissoudre ( —» ) une tablette de substrats R2 dans 50 mL de
R1.

Refermer et mélanger doucement, jusqu'a ce que ke contenu soit
totalement dissout,

Stabilité: 21 jours & 2-8°C ou 72 heures & température ambiante (15-25°C)
CONSERVATION ET STABILITE

Tous les composants du kit sont stables jusqu's la date de péremption
Indiquée sur |”dtiquette, ot sl les flacons sont maintenus hermdtiquement
fermés & 2-8°C, A labri de la lumidre et des sources de contamnation,
Neo pas utiiser les rdéactés en dehors de |la date indiquéde
Neo pas utiiser les tablettes si elles sont fragmentées.
Indices de détérioration des réactifs:

Présence de particules et turbidité,

Absorbation du blanc & 340 nm < 1,00,

MATERIEL SUPPLEMENTAIRE
Spectrophotométre ou analyseur pour lectures & 340 nm
Bain thermostable 4 26°C, 30°C ol 37°C (#0,1°C)
Cuvaettes de 1.0 cm d'éclairage
Equipemaent classique de laboratoire.

VALEURS DE REFERENCE**
25°C 30°C rc
H Jusqu'a 22 UL 200 40 UL
Femmes Jusqu'a 18 UL 2uL UL
Chez les nouveau-nés en bon état de santé, on a dét des val
doublés par rappon & celle relevées chez les adult mmwm
hépatique, ces valeurs redeviennent no/Males cans les ois Mo,
Ces valeurs sont données a titre dinformation. Il est ilé a chaqu e

de délinir ses propres valeurs de référence

CARACTERISTIQUES DE LA METHODE

Gamme de mesures: Depuis & kmite de cétecton 0 UL jusqus la bmae de
Anéarité 400 UL

Si la conx de l'éct est supérieure @ la lmite de Indamté, diuer
|I1‘0’(ocmCth99/L¢Whmwanndpu10

Intra-séne (n= 20) Inter-séne (n= 20)
_ﬁgﬁ: [(V18] 42 112 [ an_ (KK
0.47 0.96 0.79 221

CV (%) 112 1.90 198

0.85
Sensibilité analytique: 1 UL = 0,000503 AA/mn
Exactitude: Les réactfs SPINREACT (y) ne montrent pas ce diférences
systématiques significatives lorsquon les compare & dautres réactfs
commerciaux (x)

Les résultats obtenus avec 50 échantilions ont été les suvants:

Coefficient de corrélation (r)*: 0,9869

Equation de la Coubre de régreasion: y=1,0589x - 06075

Les caractéristiques de la méthode peuvent varier suivant | analyseur employé

INTERFERENCES

Les gulants & uthisaty tels que | héparine, TEDTA ou le
fluorure n'ont aucune Incidence sur les résultats. Lhémolyse nierfére avec les
résuitats'

Différentes drogues ont ¢té décrites ainsi que ¢ autres substances qui interférent
dans la détermination de I AST# ?

REMARQUES
SPINREACT dispose de consignes détallides pour application de ce réactf
dans différents analyseurs.

BIBLIOGRAPHIE
1. Muray R. Alanine aminotransferase. Kaplan A ot al Cin Chem The C.V.

5. Lire l'absorbation (A) Initiale de l'échantillon. mettre en route le
chronométre et lire |'absorbation & chaque minute pendant 3 minutes
6. Calculer la moyenne de l'augmentation d'absorbation par minute

(AA/mIN).

ECHANTILLONS Co. St Louis. Toronto. Princeton 1984; 1088-1090
Sérum ou plasma’. Stabilté de |'échantillon: 7 jours & 2-8°C. 2. Young DS. Effects of drugs on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC Press, 1995
'Rmzwag 3 Young DS. Effects of disease on Clinical Lab. Tests, 4th ed. AACC 2001
Conditions de test: 4. Burtis A et al. Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 30d edition. AACC 1999
Longuourdmdn ................................ 240nm 5 TetzN. W.etal Cinical Guide to Laboratory Tests, 3rd ec. AACC 1995
Cuvette.. R ive A om d'éclairage
TemPOrature . . .. ... ... ZMO'C/:!T‘C PRESENTATION
2. Régler e spactrophotométre sur zéro en fonction de I'eau distilide ou Ret: 1001170 R1:20x 2ml, R2:20 —+2mlL
. Ref: 1001171 R1:1x 150 mL. R2: 10 —» 15mL
3. Pipetter dans une cuvette:
RT (mL) I 1.0 ] Ref: 1001172 R1:10x50mL R2 10 -+ 50mL
Echantillon (L) | 100 ]
4, Mélanger et incuber pendant 1 minute.

BEIS11-F  03/02116

SPINREACT S.AS AU Cira Sarta Coloma, 7 E-* 7176 SANT ESTEVE DE BAS (GN) ESPAGNE
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ANNEXE

PINREACT

CE CREATINIME TRINDER

Créatinine-TR

Détermination quantitative de créatinine
WD
Consender & 2 - B°C,

PRINCIPE DE LA METHODE

Dans la premidre réaction, nous utligons de |a créalinase axydase dans
Ihydrolyss anzymatiques de |a créating endogéne pour produlre du peroxyde
d'hydropéne, qul est &lminé par catalase. Dans la secande réacton, 1&
calalgse esl inhibée par 'azoiure de sodium, on ajoute de 18 créatinase el
d-aminoantipyring (4-AA), el seulement la créating géndrée & panir de la
créatining par |a créalinase on hydiolyse séquentielement par |a créalinase
y BRMCOSINE oiydase, pour produlre du peroxyde dhydrogéne. Ce nouveau
peroxyde o hydrogéne fomme 28| MESUME dBNS WNe eacton ACCOLMEE
calalysée par la peroxydase, avec M-éthyle-n-sulfopropyle-m-aluiding
(TOPS)E-AA comme chiomogéne,

SIGHIFICATION CLIMIQUE

La créatning eat e rédsullal de la dégradalion de la créatine, composant des
muscles el ebe peul 8ire Wansformés en ATP source dénenge pour les
celulas.

La production de créalinine dépend de |8 moddicalion de |a masse
musculaire. Elle warie peu el les niveaux soni généralement irés siables,
Elle s'émine par les resns, Dans une Insulfisance rénale progressive il y a
une rélention durée, da créabinna el d'acide ungue dang ke sang.

Des niveaus dlevés de créatining sont Indicatils de pathologie rénale’.

Le dispnostic clnique doil &lre réalsé en prenanl en cample toules les
dannées chiniques el de laboratoire.

REACTIFS
"1 MOPS 25 mmall, TOPS 0,5 mmaobL,
Créatinase 10 KUIL, Sarcosing Oxydase 5 KUIL
Calalase 3 KWL, EDTA 1mmaliL, pH?,5
R2 MOPS 80 mmalL, Créatinase 30 KLIL
Peraxydase KUL, pH 7,5, Azoture da sodiurm 0,5
@l

CREATIMINE CAL | Patron primaire aqueux de Créatining 2 mg'dL.

PRECAUTIONS

CAL : H200-Peul dtre carrosil pour e métaux

Sulvra s conseils da prudence indiués sur la FODS el sur I'Biguetta du
praduil.

PREPARATION
R1 &l R2 sent préts & &re ulllisés,

COMSERVATION ET STABILITE

Tews les composants du kil sont stabies |usqu'a |a date dexpiration indiguée
sur Fésquette, quand les Nacons sont gardes blen fernds & 2-8°C, & l'abri
de I3 lumiére al que leur contaminaon esl avilde., Ne pas utiliser des
réactils au-delé de la date indiquise.

R1 &t R2 gont stables pendam 8 semaines apree I'ouvariire du Racon

MATERIEL SUPPLEMENTAIRE
Specirophalométre ou phdlométia pour lectures & 545420 am
Cuve thenmostatsés & 37°C
Equipement habiiuel de aboraioire.

ECHANTILLOMS
Sérurn ou plasma haparng',

- Uring (24 h) " Diluer l'&chantilon & 150 avec de l'esw destillée. Mullipler
le résultal par 50 (lacteur de dluton de Féchantllan).
Siabdité de la créalining | &u mains 24 heures & 2-8°C

PROCEDURE

1. Conditions de Nessal
Langueur d'onde | . ..., GA5Mm (525-565)
Cuve!...... LA o passage de lumidre
TEMGEIAITE . .o e ITC(+0,19C)

2 Régler le specirophotomélre & 2éra par rappor & Neau distiliée,
3 Introdulre | plpete dans une cuye®es 5

Blanc Patran e 121 Echaniillan
R1 (L] 450 450 450
Echantibon (L) 10 10 10

4, Mélanger el incuber pendant § minules.,

5  Lire rabsompton (#:) & 545nm, du patron el des dchantillons par
rappo au blanc,

6 Ajouter

[ Blane | Pawon | Echantillon

R2 (L] [ 150 150 | 150

T Mélanger & incuber pandant 5 manulas.

Enzymatique
8 Lire I'sbsonpbon (Az) 4 S45nm, du patron et des échanmillons par ragpart au
blane.
CALCULS

AANuesira x k- AdBlanco kk
Créatining= WAPatron ki - ABlanca xk
Kom 0,76 AB0PLIBDUL

C = Concenbration du pabon
Al fig - Ay

CONTROLE DE QUALITE

| corviEnt ﬂ'ﬂ'l.'alj'&l!d' evet lBs dchanlillons de sérums de cantrdle &valués |
SPINTROL H Namal et pathologique (R&! 1002120 et 1002210).

Sl les valaurs trouvéas sonl en dehors de la gamme de lérance, || faul venler
I'Inatrument, bes réactits et le callbreur

Chaque labaratole doll deposer de son prapre Contrdle de qualté et élablir des
comacliong dans B cas ou les conrdles ne sont pas confonmes aux lolérances
exigles.

VALEURS DE REFERENCE'
Sérum au plasma

»C
=myg/dL de Créatinine dans I'dchanlillon

Hernenes 0.8-1,3mgldL
Fernrmes 0.6- 1,1 mgldL
Uring :

Hernenes 14 - 26 mgKg'24 h
Fermangs 11 -20 mgyKg24 b

Ces valeurs sanl indcatives. |1 est conselllé gue chague labaralaire établisse ses
proprés walaurs de réf érence.

CARACTERISTIQUES DE LA METHODE

Gamme de mesure : dapuis |a Wmile de déiection de 0,00mg/dL jusgu'a la imie
de linéarke de 180 mg'dl.

Sl |a concentration de [échantlon es! supénaure & |a limie de linéarité, dluer
I'schantilion 1/2 avec CINa 9 g/L e multipher ke résulta final par 2.

Précision :

Intra-gée (n= 30) Inter-géde (n= 20)
Mayenne (mghL) 0,87 3,82 0,87 3,75
S0 0,01 0,06 0,02 0,06
TV (%) 1,63 1,44 2,31 1,72

Sensibilité analytique : 1 mg/dl = 00226 (44)

Précision : Les réaclfs SPINREACT (y) ne monirent pas de différences
systématiques significebves quand #8 sonl compards & d'aulres réactfs
commenciau (x) ou avec la méthode HPLC,

Les résulials oblenus avec 50 dchanillons ont #18 les sulvans |

Cosflicen de carréation (r*: 0,9730.

Equation de |a droile de régresaian : y = 1,086x - 0,020

Les caractéristigues de |a métade peuvent vanker selon [analyseur ulilisé.

INTERFERENCES

Aucung interlérence n'est obeervée avec Ihémoglobine jusgua 5g/L, bikubing 40
megidL.

Pluseurs médcaments onl @@ oécrils ansd que daulres substances gqui
Interférent dans |a délermination de la créatinne 4,

REMARQUES

1. CREATININE CAL : En raison de la nature du produit, il est cansaillé de e
iraller aves besucoup de précaubon car (| peul éte faclement contaming.

2. L'élslonnapge aved le palron Byuewx peut entrainer des ermewrs aysbémabigues
dans des méthodes sulomatiques. Dang ca cas, i est consedld dulilser des
calibreurs sériques.

3. Uiilizer des embouts de pipetle (glables propres pour leer ditfuson.

4. SPINREACT dispose dinstructions détalllées pour l'application de ca
réactil dans différents analyseurs,

BIBLIOGRAPHIE

Foasall @l al. Clin Cham 1883,29:1484-1498.
2. Ttz Test book of Clinical Chemistry, Jrd ediion. Burtes CA, Ashwaod ER.
WB Saunders Co., 1889,
Young 06, Effects of drugs on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC Press, 1896,
Young DS, EMects of disease an Clnical Lab, Tests, 4th ed AACC 2001,

3.
4,

PRESENTATION

Réd: 1001118
Rél: 1001117

B1:1x30ml RZ1x 10mL, CAL 1 1 x5 mL
F1: 1240 ml, R21 x 80 mL, CAL 11X 5mL

BSISTT-F 260417
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ANNEXE

SPINREACT

UREA -LO

Urée-LQ

Uréase-GLDOH. Cinétique. Liquide

q3

Détermination guantitative de I'urde
VD

A conserver entre 2-8°C

PRINCIPE DE LA METHODE

Léchantillon dwrée est hydolysd de maniére  enzymabgee  dans
Farmmoniac (NHe*) et le diosyde de carbone (COa).

Les ions d'ammoniac naags.aent avec I]-célﬂglLﬂSllqu! dans une réschon
calalysée par le ghitamate déshydrogénase (GLDH) avec une oxydation
simultanés de MADH & NAD*"

Urée + Hi0 + 2 H — 5 iNHe*}e + C0:

MHa.+1- céloglutarigue +NADH G, HAD + MAD* + L-Glutarmate

La bamse de |la conceniration du  NADH
concentration de I'urée dans l4chantlionnage'.

es! praporiannelle & la

SIGHIFICATION CLINMIQUE

L'urée as1 b résultal final du métabolizme das proléines, || est lormé dans
Iz faie & partir da la destruction de ces praléines.

Il paut armver que |'urée soit dlevée dans le sang (urémie) el dans : les
régimes alimentaires riches en praléines, les malades rénales, la crise
cardiaque, [Mémamagee gasiro-inestinale, la  déshydratation  ou
Fabstrucion rénae 142,

Le diagnastic clinigue ne doit pas se faire sur la base d'un seul résulat
d'analyse; i dodl inlégrer les donndes clinigues el d'autres donnédes du

labarataire.
REACTIFS
R4 TRIS pH 7.8 B0 mmal’L
o-Cétoglutarigue & mmolL
Tamg Lréaga 75000 LA
R2Z GLDH G0OD0D UL
Enzymes NADH 0,32 mmal’L
CAL UREE | Urée aqueuse en lalon primaire 50 mgial
PREPARATION

Réactil ulilisd (RU): Méanger 4 vol. R1 Tampon + 1 vol. R2 Substrat

Le (R} est stable pendant 1 moks & 2-6°C ou 1 semane 4 lempérature
amblante (15-25°C).

CAL UREE: Prét & &tre uliksé,

CONSERVATION ET STABILITE
Towles les composantes du kit sont atahlesjusqu'a I'explraﬂm de |3 date
mentionnée sur l'éliguetle en cas de conservason hermétgue sous 2-6°C
el da pmnedinn contre la lumiére et les coantaminations &vibdes ke de keur
utiksation.
e pas ublser |les réactils au-dela de la date O expiratian.
Signes de détérioration du réactif:

Présence des particules et de la turbidité,

Absorbance 1Emain (A} & 340 nm < 1,000

EQUIPEMENT SUPFLEMENTAIRE
Spectrophotomiire au colorimétre mesurant 340 nm.
Cuves appariées 1,0 cr déclarage.
Equipement dusage général pour laboralpie, /Renerms 2

ECHANTILLONS
Séumn ou plasma hépariné’: Ne pas uliliser les sels d'ammoniac ou le
flugrure comme anbeoagulants.
Urine": Diluer un échantilion 1/50 dans Neau distillée. Métanger. Mullipler
les résultats par 50 (facteur de diution). Consarver les échantilars
dunne dunpH < 4.

L'urée st stable & 2-85C pendant 5 jours.

PROCEDURE

1. Conditions d'essal:
Langueur d'amde: . . .. ... .. e 340 nimi
CuwetiE! . ... e 1 o d'éclarage
TemperalulE! ... ... e s 3ITEC 15-25°C

2 Régler linstrurment & zéra dans leau distibés.
3 Pipette dans une cuvepgfemermes &

Témaln | Standard | Echantllon
W {mL) 1,0 1.0 1.0
[StandargP==a13 [} - 0 —
Echaniillon juL) - - 10

4. NEEnger 1 bre Tabe0TBENCE Bpres 30 & (A4 &L B0 8 [Ad).
5  Calculer Ad= Ay - Ag.

CALCULS
(A - A2 Echanniion - (AL - A21iane % 50 (Etslon cone) = my/dL urée dans

(A1 - A2} Esafon
I'achantillan

AL = AL Bl

10 mg'L urde BUN divisée par 0,466 = 21 mg'L urée = 0,36 mmal'L urda’.
Facteur de conversion : mg‘dL x 0,1685 = mmol'L.

CONTROLE DE QUALITE

Les serums 1&émaing som meoomimandas [pour suivre la pEI'TGﬂ'ﬂEI‘lI}E dag
procédures de l'essal: SPINTROL H Mommal et Pathologique (Réf 1002120 et
1002210).

5l les valeurs de contrdle se trouvent en dehons de la AT définie, veullaz
werfier 'instrument, le reactl et |a calibration plur das pl'ﬂblél'T‘ES..

Chaque laborabaine doit Stabér san progre systéme de contréle de qualié et des
aclions comectives au cas ol bes conlrdles ﬂ'SIIEI?'IEI‘lt pas les lolrances
acceplables.

VALEURS DE REFERENCE 43
Sédrum ou plasma:
15-45mgidl = 2,57,5 mmolL
Urine:
26-43g24h = 426-T14 mmol24 h
Ces valeurs sonl juste indicatves;, chagque |laborsloire doll élablr sa propre
gamme de rélérence.

CARACTERISTIQUES DE LA METHODE

Gamme de mesure: de la fmie de ja défection 0,743 mgidl & la imile de
lineanté 400 mghdl

5i la concentration est plus élevée que la limdle de linéarié, I faut diluer 12 de
I'échantillan avec ClNa @ oL el multiplier le résultat par 2,

Précigion:
Inkra-egsai (n=20) Inier-gsaal {n=20)
Moyenne [mgdL] 375 120 40,0 126
50 1,05 0,92 1,06 2,07
TV (%) 27 .77 2 65 1,65

Sensibilité: 1 mg/dL =0, 00180 A

Exactitude: les résullats oblenus en ullsan bes réactits SPINREACT (y) mont
pas présenté de différences systématiques en comparalson avec dautres
réactils cammerciauy (k).

Les résuliats oblenus & Falde de 50 échantillans sont les sulvanis

Coeflident de corréation (f)*: 088209,

Equation de régression y= 1,0343x - 1,2105.

Les résullats des caraclénisliques de la performance dépendent de |'analysewr
ubilisé,

INTERFERENCES

I &=l recommandé o utliser I'héparine comme ['anicoaguiant. Ne pas utikser les
sels d'ammanium au le flusnre’.

Une kste de médicaments et d'autres substances interférentes avec une
détermination de furée a &bé signakée®®.

MOTES :

1. CAL UREE: Procéder seigneusement evec ce produil car il peut se
contaminer facilement 4 cause de sa nature.

2. Les aricles de verere et Neau distilée ne dolvent pas contenir Frammoniac
et les sels d'ammanium”,

3. Le cabbraton avec une solution aqueuse classique pourrall causer une
effewr syskématique au niveau des procédures automabgues Dans ces
cas, i est recommandé dutikser un calibrateur de sérum.

4. Utiliser les exirémités de |a pipetie petable paur sa diespense.

5. SPINREACT dispose des guides d'ulilisateur pour plusieurs
analyseurs automatiques. Les instructions pour beaucoup d°entre eux
sont disponibles sur demande.
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L’huile essentielle d’Eucalyptus radiata : Activité anti-biofilm et effet préventif et anti-
inflammatoire sur la colite induite par I'acide acétique chez les rats femelles.







RESUME

Résumé

L’objectif de notre travail est d’évaluer in vivo l'effet préventif et I'activité anti-
inflammatoire de Ihuile essentielle d'Eucalyptus radiata (HEER) sur un model
d’inflammation colique induite par l'acide acétique chez les rats femelles de la souche
Wistar. Ainsi que de tester in vitro leur activité antibactérienne et antibiofilm sur quatre
souches bactériennes (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus).

Les résultats obtenus, aprés 'administration de 2 ml/kg PC d’acide acétique a 5% par
voie intra-rectale pendant 3 jours, montrent que l’acide acétique est a I'origine de plusieurs
perturbations qui se traduisent par; une augmentation du poids relatif du Cceur, une
diminution de la croissance corporelle par rapport a celle des témoins et un changement
notables dans les parametres hématologiques et biochimiques. I a méme induit des
changements macroscopiques et histopathologiques graves au niveau du colon.

Concernant la partie microbienne, les résultats obtenus, aprés l'utilisation de la
méthode de quantification de la formation de biofilm en tubes, en présence de 5 pl/ml
d'HEER ont montré, un pouvoir inhibiteur considérable sur la croissance planctoniques des
bactéries tests, néanmoins, l'activité antibiofilm a été enregistrée uniquement sur les souches
S. aureus et E. coli.

Cependant, le prétraitement par 100 mg/kg PC d'HEER avant et pendant le
traitement des rates par 1'acide acétique, a atténué certains effets nocifs de 1'acide acétique et
a fourni une protection vis-a-vis de l'inflammation colique. Ceci est dii a la richesse de cette
huile essentielle en composés bénéfiques en termes de 1,8-Cinéole, Terpinéol, Terpinen-4-ol
et Limonene ayant tous une activité anti-inflammatoire et anti-oxydante considérable.

En conclusion, on peut considérer que I'atténuation de I'inflammation colique et les
perturbations enregistrées avec 1'acide acétique semble possible par le renforcement des
défenses anti-oxydantes d’organisme, par la supplémentation orientée sur les plantes
médicinales a fort potentiel protecteur. L'HEER pourrait étre exploitée comme antibiotique

naturel pour le traitement de plusieurs bactéries infectieuses.

Mots-clés: Acide acétique; Huile essentielle d’Eucalyptus radiata; Inflammation

colique; Anti-biofilm; 1,8 Cinéol ; Antibactérien.



RESUME

Abstract

The aim of this investigation is to evaluate the preventive effect and the anti-
inflammatory activity of the essential oil of the d’Eucalyptus radiata on colic inflammation.

As well as to examine the antibacterial and anti-biofilm activity of this essential oil In vitro on
4 bacterial strains: EC, KP, PA, SA.

According to the results obtained, after the administration of 2 mg /kg BW acetic acid
with 5% for 3 consecutive days, show that the acetic acid is the origin of several disturbances
which result in: an increase in relative weight of (heart), decreased of body growth compared
to controls and a change notable in the hematologic and biochemical parameters. It even
induced severe macroscopic and histopathological changes in the colon.

Concerning the microbial part, the results obtained, after the use of the method of
quantification of the biofilm formation in tubes, in the presence of 5 pl / ml of HEER showed
a considerable inhibitory power on the planktonic growth of the test bacteria, but the
antibiofilm activity is observed only on S. aureus and E. coli strains.

However, pretreatment with 100 mg / kg of essential oil of the Eucalyptus radiata
before and while treatment of rats with acetic acid, has mitigated some harmful effects of
acetic acid and provided the protection for the colic inflammation. This is due to the wealth
of this oil in beneficial compounds in terms of 1,8-Cinéol, Terpinéol, Terpinen-4-ol et
Limonene having an anti-inflammatory activity and anti-oxidant considerable.

In conclusion, we can consider that the attenuation of colic inflammation and the
disturbances recorded with the acetic acid seem possible by the reinforcement of anti-oxidant
defenses of organization, by the supplementation directed towards the medicinal herbs at
protective strong potential.

The essential oil of Eucalyptus radiata could be exploited as a natural antibiotic for the

treatment of several infectious bacteria.

Keywords: Acetic acid; Essential oil of Eucalyptus radiata; Colonic inflammation; Anti-

biofilm; 1,8 Cineol; Antibacterial.
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Résumé

L’objectif de notre travail est d’évaluer in vivo I'effet préventif et I’activité anti-inflammatoire de
I'huile essentielle d’ Eucalyptus radiata (HEER) sur un model d’inflammation colique induite par I'acide
acétique chez les rats femelles de la souche Wistar. Ainsi que de tester in vitro leur activité antibactérienne
et antibiofilm sur quatre souches bactériennes (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa
et Staphylococcus aureus).

Les résultats obtenus, apres I'administration de 2 ml/kg PC d’acide acétique a 5% par voie intra-
rectale pendant 3 jours, montrent que 'acide acétique est a Iorigine de plusieurs perturbations qui se
traduisent par; une augmentation du poids relatif du Cceur, une diminution de la croissance corporelle
par rapport a celle des témoins et un changement notables dans les parametres hématologiques et
biochimiques. Il a méme induit des changements macroscopiques et histopathologiques graves au niveau
du colon.

Concernant la partie microbienne, les résultats obtenus, apres l'utilisation de la méthode de
quantification de la formation de biofilm en tubes, en présence de 5 ul/ml d'HEER ont montré, un
pouvoir inhibiteur considérable sur la croissance planctoniques des bactéries tests, néanmoins, l'activité
antibiofilm a été enregistrée uniquement sur les souches S. aureus et E. coli.

Cependant, le prétraitement par 100 mg/kg PC d'HEER avant et pendant le traitement des rates
par l'acide acétique, a atténué certains effets nocifs de 1’acide acétique et a fourni une protection vis-a-vis
de I'inflammation colique. Ceci est dti a la richesse de cette huile essentielle en composés bénéfiques en
termes de 1,8-Cinéole, Terpinéol, Terpinen-4-ol et Limonene ayant tous une activité anti-inflammatoire et
anti-oxydante considérable.

En conclusion, on peut considérer que I'atténuation de I'inflammation colique et les perturbations
enregistrées avec I'acide acétique semble possible par le renforcement des défenses anti-oxydantes
d’organisme, par la supplémentation orientée sur les plantes médicinales a fort potentiel protecteur.
L'HEER pourrait étre exploitée comme antibiotique naturel pour le traitement de plusieurs bactéries
infectieuses.

Mots-clés: Acide acétique; Huile essentielle d’Eucalyptus radiata; Inflammation colique; Anti-biofilm; 1,8
Cinéol ; Antibactérien.
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