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Résumeé

L’amoxicilline (Amox) associée a 1’acide clavulanique (Aclav) est un antibiotique
largement utilise, mais elle est également connue pour induire un stress oxydatif susceptible
d’affecter la fonction hépatique et rénale. Cette étude a été réalisée afin d’évaluer I’ effet toxique
de cette association chez les rats Albinos wstar. L’expérimentation a été conduite sur deux
groupes de rats : un groupe témoin et un groupe qui a été traité par une dose d’Amox/Aclav
(30 mg/kg/j ; ip) pendant 7 jours.

Les analyses biochimiques relatives a la fonction hépatique ont révélé une augmentation
tres significative des activités enzymatiques des transaminases (AST et ALT) et de la
phosphatase alcaline(ALP) suite au traitement par I’Amox/Aclav. De plus, le taux de la
bilirubine était élevé, reflétant une altération hépatobiliaire. Concernant la glycémie, une
augmentation non significative a été observée. Pour le rein, des élévations significatives des
taux de créatinine et d’acide urique ont été notées, traduisant une altération possible de la
fonction rénale. Le taux d’urée sanguine était également augmenté, ce qui pourrait s’expliquer
par une élimination rénale insuffisante. Les marqueurs de stress oxydatif ont montré une
augmentation significative de niveau la malondialdehyde dans le foie et le rein, indiquant un
stress oxydatif marqué. De méme, une diminution de taux de la gluthione réduit a été observée
dans ces deux organes cibles a la toxicité induite par I’Amox/Aclav.

Nos résultats indiquant que I’Amox/Aclav est capable d’induire un stress oxydatif
responsable des atteinte hépto-rénale chez le rat. Cette observation renforce la nécessité
d’évaluer le profil de sécurité hépato-rénale des associations antibiotiques, en particulier dans
le cadre d’administrations prolongées ou a fortes doses.

Mots-clés : Amoxicilline, Acide clavulanique, Stress oxydatif, Foie, Rein, Toxicité.



Abstract

Amoxicillin (Amox) combined with clavulanic acid (Aclav) is a widely used
antibiotic, but it is also known to induce oxidative stress that can affect liver and kidney
function. This study was conducted to evaluate the toxic effects of this combination in Albino
wistar rats. The experiment was conducted on two groups of rats: a control group and a group
treated with a dose of Amox/Aclav (30 mg/kg/day; ip) for 7 days.

Biochemical analyses of liver function revealed a highly significant increase in
transaminase (AST and ALT) and alkaline phosphatase (ALP) enzyme activities following
treatment with Amox/Aclav. In addition, bilirubin levels were elevated, reflecting hepatobiliary
impairment. A non-significant increase in blood glucose levels was observed. For kidney,
significant increases in creatinine and uric acid levels were noted, indicating possible
impairment of renal function. Blood urea nitrogen levels were also elevated, which could be
explained by insufficient renal elimination. Oxidative stress markers showed a significant
increase in malondialdehyde levels in the liver and kidney, indicating marked oxidative stress.
Similarly, a decrease in reduced gluthione levels was recorded in these two target organs of
Amox/Aclav-induced toxicity.

Our results indicate that Amox/Aclav is capable of inducing oxidative stress
responsible for hepto-renal damage in rats. This observation reinforces the need to evaluate the
hepato-renal safety profile of antibiotic combinations, particularly in the context of prolonged
or high-dose administration.

Keywords: Amoxicillin, Clavulanic acid, Oxidative stress, Liver, Kidney, Toxicity.
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Introduction

L’hépatotoxicité médicamenteuse idiosyncrasique (en anglais : drug-induced liver
injury ou DILI) est un probléme majeur de I’hépatologie moderne. Elle reste cependant sous-
diagnostiquée et relativement rare (Zoungrana et al 2018). L’atteinte hépatique
médicamenteuse est la cause la plus fréquente d’insuffisance hépatique aigué dans la plupart
des pays occidentaux (plus de 50 % des cas) qui peut étre associée a une surdose ou a une dose
thérapeutique et constituent l'une des raisons les plus fréquentes empéchant la
commercialisation de médicaments experimentaux ou le retrait de médicaments récemment
approuves apres leur commercialisation (Lionel and lee, 2010 ; Kumachev and Wu, 2021). Les
médicaments hépatotoxiques les plus fréquemment retrouvés dans la littérature sont, apres les
antibiotiques, le paracétamol, les anti- inflammatoire non stéroidien et les antiépileptiques
(Cheikh, 2023).

L'amoxicilline et I’acide clavulanique constituent l'une des associations les plus
fréquemment prescrites dans le monde. Ils possédent une large activité antibactérienne contre
les bactéries a Gram positif, a Gram négatif et les anaérobies, et sont utilisés pour traiter les
infections causées par un large éventail d'agents pathogenes mais les risques liés a la
prescription inappropriée de ces médicaments sont bien connus par la communauté médicale
(Narayanan et al., 2024). Ainsi, de nombreuses études urgences peuvent étre associées a des
problémes pharmaco-thérapeutiques, ¢’est-a-dire, tout risque ou événement indésirable subi par
le patient, qui a un lien ou pourrait avoir un lien avec la pharmacothérapie, qui entrave 1’atteinte

des objectifs thérapeutiques souhaités (Doffou et al., 2022).

Le foie est un des plus grands organes du corps humain et le principal site du
métabolisme intense et de I’excrétion. Il joue donc un réle surprenant dans la maintenance, la
performance et la régulation de I’homéostasie du corps. Il est impliqué dans presque toutes les
voies biochimiques de la croissance, de la lutte contre les maladies, de ’apport de nutriments,
de la fourniture d'énergie et de la reproduction (Bessaguet, 2021). Toutes les substances
introduites dans I’organisme et atteignant le torrent circulatoire, y transitent et y subissent des
transformations plus ou moins complexes de leurs structures avant d'étre excrétées (Guemair
et al., 2021). Le rein est un organe impressionnant apres le foie et qui joue un rdle majeur dans
le maintien le corps en bonne santé en eliminant et en excrétant les déchets et les substances

toxiques 75 % des médicaments sont principalement éliminés par les reins (Bacchettaa, 2020).
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Le foie et le rein sont ainsi exposés a diverses agressions, qui peuvent parfois avoir de
graves répercussions sur I’ensemble de 1’organisme (Guemair et al., 2021). La prévention de
I’hépatotoxicité et de la néphrotoxicité induites par les antibiotiques repose sur une évaluation
rigoureuse des fonctions hépatique et rénale avant ’instauration du traitement. Certains
antibiotiques, comme I’amoxicilline-acide clavulanique, sont associés a une hépatotoxicite,
tandis que d'autres, tels que les aminosides et la vancomycine, sont connus pour leur potentiel
néphrotoxique (Bjornsson, 2016 ; Perazella, 2019). L’ajustement des doses en fonction du
profil pharmacocinétique du patient, la limitation de la durée du traitement, une bonne
hydratation et la surveillance réguliere des enzymes hépatiques et de la fonction rénale
permettent de réduire considérablement le risque de toxicité. Il est également essentiel d’éviter
les associations médicamenteuses a potentiel toxique cumulé et d’informer les patients sur les

signes précoces a surveiller (Mallet et al., 2020).

L’objectif de cette étude a été orienté vers 1’évaluation de la toxicité hépatique et rénale
du amoxicilline en association avec I’acide clavulanique dans un modelé expérimental a travers
le dosage des parametres biochimiques ( les transaminases, la plosphatase alcaline, la bilirubine,
la glycémie, I’acide urique , la créatinine et I’urée) ainsi que des paramétres de stress oxydatif

hépatique et rénale (le MDA, la GSH ).
Ce mémoire comporte trois grandes parties :

La premiére partie est dédiée a la bibliographie qui renferme le chapitre I et |1 :
+ Chapitre | : Aspects anatomiques et physiologiques du foie
4+ Chapitre Il : Amoxiline- Acide Clavulanique et Toxicité
La deuxiéme partie décrite le matériel et les méthodes misent en place durant h
réalisation de ce travail expérimental.
La troisieme partie de ce manuscrit consiste en la présentation et la discussion ds

résultats obtenus.

Enfin, ce mémoire se clot par une conclusion soulignant les principaux résultats

obtenus ainsi que les perspectives qui en découlent.
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Chapitre I ... Aspects Anatomiques et Physiologiques du Foie

1. Anatomie du foie

Le foie occupe la partie haute de 1’hémi-abdomen, sous 1’hémi-thorax droit, et il s’étend
habituellement jusqu’a la ligne médiane. Le foie est I’un des plus grands organes du corps
humain puisqu’il pese entre 1,6 et 2 kg. Il remplit de trés nombreuses fonctions vitales et les
maladies qui I’affectent sont souvent préoccupantes. Il est situé dans la partie supérieure droite
de I'abdomen et est partiellement protégé par les cotes. Le foie est séparé des poumons et du
cceur par le diaphragme. Il est localisé a droite de 1'estomac, au-dessus du duodénum et de
I'angle colique droit. Le foie est positionné a droite, sous le diaphragme, et présente une couleur

brun-rouge (Figure 1).

La capsule de Glisson, fibreuse, I’entoure et le protege. Il est constitué¢ de deux lobes
distincts, séparés par le ligament falciforme, qui permet également de le relier a la paroi
abdominale antérieure. Le hile, qui se situe sur la face inférieure du foie, correspond a la zone
de passage des éléments vasculaires portaux et artériels et des conduits biliaires (Bessaguet and
Desmouliére, 2021). Le foie peut étre divisé fonctionnellement en deux entités : le foie droit,
vascularisé par la branche porte droite et le foie gauche, vascularisé par la branche porte gauche.
L’anatomie de surface du foie divise le foie en deux lobes, le lobe droit est a droite du ligament
falciforme et le lobe gauche a sa gauche. Cette anatomie de surface correspond a la vision du

chirurgien a I’ouverture de I’abdomen (Lafortune et al., 2007).

Interior vena cava

Anterior view
Falciform
== ligament

Left lobe
‘ Fissure for
teres ligament

Portal vein
Proper hepatic artery

\ Teres ligament

Common bile duct

Quadrate lobe
Gallbladder

Figure 1 : Aspect anatomique du foie (Abdel-Misih and Bloomston , 2010)
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1.1. Vascularisation hépatique

La vascularisation hépatique est particuliere du fait de la présence d’un double réseau
veinulaire : portal et cave. Le foie, qui recoit 25 & 30 % du débit cardiaque, fait partie des
organes les plus richement vascularisés. Le flux sanguin provient en majorité de la veine porte,
mais également de I’artére hépatique (Figure 2). Le sang de ces deux entités arrive au niveau
des sinusoides hépatiques qui sont des capillaires en contact étroit avec les hépatocytes,
constituant une importante zone d’échanges. Les sinusoides se jettent ensuite dans des veines
centro lobulaires pour former les veines hépatiques qui rejoignent la veine cave inférieure
(Abdel-Misih and Bloomston, 2010).

Veine hépatique

Artéere hépatique

Vésicule biliaire Veine porte

Canal biliaire

Figure 2: Vascularisation et voie biliaire au niveau du foie (Site 1).

1.2. Vascularisation lymphatique

Le drainage lymphatique, divisé en un réseau profond et un superficiel, se fait
inférieurement vers le pédicule hépatique, et supérieurement par les voies lymphatiques
accessoires dans les ganglions lymphatiques parasternaux, médiastinaux postérieurs et
antérieurs (Magnin et al., 2024 ; Castaing et al., 2022).
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1.3. Vésicule biliaire et voies biliaires

La vésicule biliaire est un organe situé sous le foie, qui est attaché a celui-ci par le biais du
lit vésiculaire. La vésicule biliaire est positionnée sur la scissure médiane du foie. Elle recoit
son approvisionnement sanguin par le biais de l'artere cystique, qui est une branche de I'artére
hépatique propre. Elle est connectée au cholédoque via le canal cystique, qui est mince et
sinueux. Le canal hépatique commun collecte la bile produite par le foie (Castaing et al ., 2022)
. En ce qui concerne le cholédoque, il provient de I'union du canal cystique et du canal hépatique
commun. Il se déverse dans le duodénum par I'ampoule de Vater. Habituellement, le
cholédogue se combine avec le canal pancreatique, permettant ainsi la libération des sécrétions
pancréatiques a cet endroit. Les voies biliaires sont I'ensemble des conduits qui acheminent la

bile du foie vers l'intestin (Bessaguet and Desmouliére, 2021).
1.4. Innervation

L’innervation du foie est assurée par le plexus hépatique dérivant du plexus ceeliaque, et

par une branche du nerf vague gauche (Bazira ., 2023).
2. Histologie du foie
2.1. Parenchyme hépatique « Lobule hépatique»

Le tissu hépatique, ou le parenchyme hépatique, est composé d’un ensemble d’unités
fonctionnelles hexagonales appelées lobules hépatiques. Le lobule hépatique est habituellement
décrit comme une structure polyédrique, généralement de forme hexagonale (Figure 3). De
diametre 1 mm hauteur 2 mm et chaque lobule comprend des hépatocytes, des sinusoides et
une veine centrale. Le lobule hépatique est une unité structurelle et fonctionnelle, est constitué
par une série de lames cellulaires a disposition radiaire et irriguées par un réseau de sinusoides
qui confluent dans la veine centrolobulaire. Les composants de la triade portale, constituée
d'une branche de la veine porte et de l'artéere hépatique et d'un canal biliaire, se disposent

habituellement aux angles de I'hexagone (Kierszenbaum et al., 2015).
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Figure 3: Structure du lobule hépatique (De Chiara et al., 2021)

2.2. Composants cellulaires du foie

Le foie est principalement constitué majoritairement de cellules parenchymateuses de
type hépatocytes. Il est également composé de cellules non parenchymateuses tel que cellules
endothéliales, cellules de Kupffer (macrophages), cellules de 1’épithélium biliaire
(cholangiocytes), cellules étoilées (ou de Ito), cellules dendritiques et lymphocytes
intrahépatiques (Lapierre and Alvarez ,2007). Les déférentes cellules du foie sont

représentées dans la Figure 4.
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Figure 4 : Différents types de cellules du foie ( Hyun-Ju et al.,2023)
2.2.1. Hépatocytes

Les hépatocytes représentent 60% des cellules du foie. Elles sont de cellules
volumineuse, de forme polyédrique, accolée a ses voisines en une file réguliére, constituant la
travée hépatique (ou travée de Remak), bordée par les sinusoides hépatiques. Elles sont
responsables de diverses fonctions cellulaires, notamment le métabolisme des glucides, des
lipides et des protéines, la détoxification et I'activation des cellules immunitaires pour maintenir
I'noméotasie hépatique. Des études récentes montrent que les hépatocytes jouent un réle
essentiel dans I'inflammation hépatique (Gong et al., 223).

Les hépatocytes ont généralement un diametre d'environ 20 a 30 um. lls possédent un
noyau rond au centre du cytoplasme. Le cytoplasme de la cellule hépatique varie et est influencé
par les depdts de graisse ou de glycogene. Un hépatocyte peut contenir jusqua 100
mitochondries. De plus, le nombre d'appareils de Golgi présents dans les hépatocytes s'éléve a
environ 50. Chaque appareil de Golgi est organisé en 3 a 5 citernes. Ces citernes sont situées a
proximité des canalicules biliaires, de petites structures semblables a des canaux qui collectent

la bile sécrétée par les hépatocytes (Dutta et al., 2021).
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2.2.2. Cholangiocytes

Elles sont les cellules épithéliales biliaires, représentent 1% du nombre total de cellules
hépatiques. La fonction principale des cholangiocytes consiste en régulation active de la
composition de la bile par la modification des composes biliaires secretes par les hépatocytes
via des mécanismes de sécrétion et de réabsorption. lls forment les canaux biliaires
intrahépatiques qui permettent le transport de la bile. En plus du réle de modification de la bile,
les cholangiocytes participent a la détoxification des xénobiotiques. Ils sont aussi la cible de
maladies touchant les voies biliaires intrahépatiques, appelées cholangiopathies (Dianat et al.,
2016).

2.2.3. Cellules endothéliales

Elles sont des cellules spécialisées qui séparent les hépatocytes et les cellules étoilées
hépatiques du sang. Ce sont des cellules aplaties d’environ 0,5 pm d’épaisseur, 100 um de
longeur et 10 um de largeur. Elles sont de forme losangique et leur juxtaposition forme un tapis
arrange en mosaique. Elles reposent sur une membrane basale riche en collagéne et en
glycoprotéines. D’emblée, on entrevoit le role complexe de ces cellules qui, d’un c6té doivent
favoriser la circulation du sang et de 1’autre, reposent sur un feuillage de collagéne, puissant
activateur des plaquettes et de la coagulation (Hammoutene and Rautou ., 2020). L’espace
entre les hépatocytes et les cellules endothéliales, appelé espace de Disse ou péri-sinusoidal,
contient également une matrice extracellulaire qui fait fonction de membrane basale et joue un

réle important dans le fonctionnement du tissu hépatique (Lapierre and Alvarez F., 2007).
2.2.4. Cellules de Kupffer

Le foie héberge une population de macrophages résidents, appelés cellules de Kupffer,
qui tapissent les sinusoides hépatiques et sont notamment impliqués dans la détoxification du
sang provenant de ’intestin via la veine porte et qui contient des sous-produits toxiques de la
digestion et parfois méme des agents pathogenes. Comme la plupart des macrophages résidents,
les cellules de Kupffer dérivent de précurseurs ayant colonisé le foie pendant le développement
embryonnaire (Blériot and Ginhoux ., 2022).

2.2.5. Cellules d’1to

Elles représentent environ 5% a 8% de toutes les cellules du foie, nommé aussi les
cellules étoilées localisent dans 1’espace I’espace de Disse (une petite zone située entre les

sinusoides et les hépatocytes). Dans le foie normal, la cellule étoilée représente environ 5 a
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8 % des cellules hépatiques, et stocke 1’essentiel de la vitamine A de I’organisme au sein de ses
gouttelettes lipidiques (Dutta, 2021). Elles ont un réle déterminant dans la fibrogenese. Sous
I'effet répété des agressions virales, auto immunes, biliaires, toxiques ou mécaniques, les
hépatocytes, les cellules endothéliales, les cellules de Kupffer vont sécréter un certain nombre
de cytokines. Ces cytokines vont entrainer la transformation des cellules d’ Ito du foie en
myofibloblastes. Ces cellules vont produire en grande quantité des collagenes et le
développement de la fibrose hépatique (Gilgenkrantz, 2023).

3. Physiologie

Grace a une organisation histologique particuliére, le foie permet 1’assimilation de
la plupart des nutriments et 1’¢limination des éléments toxiques ou pathogénes provenant
du tractus digestif. Par ailleurs, la synthése hépatique de la bile autorise 1’absorption des lipides.
Le foie joue aussi un role important dans de nombreuses fonctions physiologiques car c¢’est un
lieu de synthese et/ou de stockage majeur pour de nombreux éléments, notamment des

protéines, des glucides, des vitamines et des ions.
3.1. Excrétion de la bile

La bile est un fluide épais et amer, de teinte verte et avec un pH alcalin (7.6-8.6), qui
contient: Des sels biliaires, pigments biliaires (bilirubine), cholestérol et le bicarbonate
d'hydrogene. La bile, synthétisée par les hépatocytes, est collectée au niveau des canalicules
biliaires, puis des canaux biliaires et, enfin, des voies biliaires, droite et gauche, qui se
regroupent au niveau du hile pour former le canal hépatique commun. Elle est ensuite stockée
dans la vésicule biliaire, petit réservoir de 50 mL en forme de poire positionné sous le foie et
drainé par le conduit cystique. La jonction de ces deux canaux forme le conduit cholédoque qui

permet de déverser la bile dans le duodénum (Bessaguet and Desmouliere, 2021).

3.2.Fonctions métaboliques

Metabolisme des glucides

Le foie régule la glycémie en stockant et redistribuant d’importantes quantités de glucose.
La glycémie doit se situer entre 0,8 et 1,2 grammes par litre de sang. Aprés chaque repas, le
sang apporte le glucose au foie, qui le stockera ou le détruira. Ce glucose est issu de I’absorption

intestinale : les sucres (fructose, galactose, glucose...) sont transformés en
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glucose. Dans le foie, le glucose est stocké sous forme de glycogene par les hépatocytes (la
glycogénogéneése sous I’effet d I’insuline. Celle-ci va directement dans le foie, qui lui stockera
le glucose en excés (Foufelle and Ferré, 2001).

Métabolisme des lipides

Les lipides pénétrent dans le foie par des vaisseaux lymphatiques, principalement sous
la forme de triglycérides. Ces derniers sont hydrolyses en acides gras libres et en glycérol pour
produire de 1’énergie sous forme d’adénosine triphosphate (ATP) ou de lipoprotéines libérées
dans la circulation sanguine. Le foie fabrique également du cholestérol et des phospholipides,
éléments essentiels pour la synthése des sels biliaires, des hormones stéroidiennes et des

membranes cellulaires (Nguyen et al., 2008).
Métabolisme des protéines et la synthése d’albumine

Le foie est I’organe principale de la synthétise de 1’urée par la combinaison de deux
molécules d'ammoniac (NHz) avec une molécule de CO> dans le cycle de l'urée. L’urée, en tant
que déchet azoté, est issue de la dégradation des protéines, puis éliminee par les reins dans les
urines (Figure 5). Le taux d’urée dans le sang permet de vérifier 1’état de santé du patient,
notamment le fonctionnement des reins et son foie (Matsumoto et al., 2019). Le foie est
également intervient dans la synthése de principales protéines sécrétées dans la circulation
sanguine tels que l'a-feetoprotéine, I'albumine, la transferrine, le plasminogene, le fibrinogéne
et les facteurs de coagulation. Synthétisée uniquement par les hépatocytes, I'albumine sérique
est la protéine la plus sécrétée de toutes les cellules (Schulze et al., 2019). L'albumine, qui est
cruciale pour le transport de plusieurs molécules et médicaments, mais aussi la protéine qui
transporte le fer, celles chargées du cuivre et une multitude d’hormones. Le taux d'albumine
dans le plasma est établi en fonction du niveau de production par le foie, qui est normalement
en équilibre avec sa décomposition (Mevel ., 2014). Les protéines consommeées sont dégradées
en acides aminés qui, eux aussi, sont transportes au foie par la veine porte (Bessaguet and

Desmouliére, 2021).
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Figure 5 : Formation et élimination de I’urée par le foie (Matsumoto et al., 2019).

3.3. Fonction de stockage

Le foie a la capacité de stocker un grand nombre de substances : 20 a 30% du fer présent
dans l'organisme (stocké) est lié a I'apoferritine (ferritine), que I'on retrouve dans le cytoplasme
des hépatocytes et des cellules de Kupffer. A la naissance, il y a 57% de cuivre total, tandis qu'a
I'dge adulte, ce chiffre descend a 17%. Le foie, en association avec la rate, sert de réservoir a la
vitamine B12, qui y est associée a une globuline B. L'hépatocyte est également le site de
conversion de I'acide folique en folates actifs. Le foie sert de réserve pour des vitamines (A,
D, E, K) et du glycogéne (glucides). En d'autres termes, il emmagasine I'énergie en tant que

sucre, qu'il libere pour alimenter notre corps (Bessaguet and Desmouliére, 2021).

3.4.Syntheése de la bilirubine
La bilirubine, principal produit de dégradation des hémoprotéines, en particulier de
I'némoglobine (Figure 6 ), joue un rdle essentiel dans le diagnostic, le pronostic et le suivi des
maladies hépatiques (Qian et al., 2022). Dans les maladies hépatiques aigués, telles que
I'insuffisance hépatique aigué, les lésions hepatiques d'origine médicamenteuse et les hépatites
virales, la bilirubine sert de biomarqueur reflétant I'étendue de la perte hépatocytaire et des
Iésions hépatiques. La plupart de la bilirubine est métabolisée dans I'intestin gréle par des

bactéries et ensuite éliminée via les selles (Ramirez-Mejia et al., 2024).
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Figure 6 : Métabolisme hépatique de la bilirubine (Qian et al., 2022).

3.5. Fonction immunitaire

Outre ses roles métaboliques de détoxification, de synthése et de stockage, le foie
présente des caractéristiques immunologiques distinctes. Positionné entre le réseau veineux
splanchnique et la circulation systémique, il est constamment confronté a une variété
d'antigenes (nutritionnels, microbiaux et auto-antigénes) pour lesquels une réaction
immunitaire démesurée doit étre prévenue. Le foie a une importance cruciale dans I'équilibre
des lymphocytes T, en contr6lant leur apoptose et en débarrassant I'organisme de ce derniéres

(Lapierre and Alvarez, 2021).
3.6. Fonction de détoxification

Le foie est I’organe principal de détoxification de I’organisme. Les enzymes
responsables sont divisées en deux grandes classes. Les enzymes de phase | sont généralement
des nombreux isoformes de cytochromes P450 (CYP450). Ces enzymes ont principalement
pour fonction de greffer des groupements hydrophiles sur les éléments toxiques afin de les
rendre plus hydrosolubles (Bessaguet and Desmouliére, 2021). De nombreux médicaments et
molécules induisent ou inhibent la synthése des CYP450 et sont & 1’origine d’interactions

médicamenteuses parfois graves. Les enzymes de phase Il ont pour
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role d’ajouter (étape de conjugaison) des éléments fortement hydrophiles sur les groupements

greffés lors de la phase I, généralement des sucres, comme 1’acide glucuronique, ou des

peptides, tel le glutathion (Esteves et al., 2021).

Les enzymes sont de type glutathion S-transférase ou encore uridine 5’-diphospho-

glucuronyltransférase. L’augmentation de I’hydrophilie des molécules par les enzymes

hépatiques favorise in fine leur élimination dans les urines. Cette étape d’élimination des

éléments toxiques est parfois appelée phase 111 (Blondet et al., 2018 ; Panda et al.,2023). La

Figure 7 démontre le schéma global de la détoxification hépatique des xénobiotiques

(médicaments, alcool, cosmétique...etc) via les enzymes de la phase 1 (oxydation) et phase 2

(conjugaison).
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Figure 7 : Voies de la détoxification hépatique de xénobiotiques (Esteves et al., 2021).
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1. Définition des antibiotiques

Les antibiotiques (du grec anti : contre, et biotikos : qui concerne la vie) sont des substances
chimiques, naturelles ou synthétiques, qui ont une action spécifique sur les micro- organismes
: bactéries ou protozoaires. Ils peuvent freiner leur croissance, on les appelle alors
« bactériostatiques », ou bien les annihiler totalement : on les qualifie alors de « bactéricides
». Actuellement, on a identifié plus de dix mille molécules antibiotiques, dont une centaine sont

employées dans le domaine médical (Demirdjian , 2006). Selon Waksman (1943) :

" Toutes les substances chimiques produites par des micro-organismes capables d'inhiber

le développement et de détruire les bactéries et d'autres micro-organismes”
2. Histoire de la découverte des antibiotiques

Les antibiotiques sont largement associés a la révolution médicale du XXe siecle. Les premiers
antibiotiques sont des substances naturelles tandis que d’autres antibiotiques ont été obtenus
par semi-synthése ou synthése compléte. Au XIXe siécle, plusieurs scientifiques (Pasteur,
Joubert, Vuillemin) avaient déja remarqué que certains micro-organismes étaient capables d’en
inhiber d’autres. La chronologie de la découverte des antibiotiques est décrite comme suit

(Aminov , 2010 ; Katz and Baltz , 2016 ; Durand et al., 2019)

A partir de 1900, les scientifiques s’attaquent au probléme majeur des maladies
infectieuses (la syphilis, la tuberculose et la typhoide). La microbiologie, la médecine et la

chimie organique font d’immenses progres, ce qui permet d’enchainer les découvertes.

En 1910, Paul Ehrlich, un médecin allemand qui travaille sur les sels d’arsenic, met @
point une molécule efficace, le Salvarsan®, qui devient le traitement anti-syphilitique de

référence jusqu’a I’avénement de la pénicilline.

En 1927, Alexander Fleming, un bactériologiste britannique qui, en rentrant @
vacances, observe qu’un champignon (Penicillium notatum) s’est développé par hasard dans

une culture de staphylocoques et qu’il en a bloqué la croissance.

En 1935, Gerhard Domagk démontre en 1’efficacité antibactérienne du Prontosil®,
dont le principe actif est la sulfanilamide. Plusieurs centaines de molécules sont alors

développées, a la suite des travaux d’Ernest Fourneau a 1’Institut Pasteur.

En 1939, le biologiste francais René Dubos isole la gramicidine, une substance

naturelle capable d’inhiber les bactéries a Gram positif.
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En 1940, Howard Florey et Ernst Boris Chain réussissent a isoler la substance
responsable, la pénicilline. En 1945, Fleming, Florey et Chain se partagent le prix Nobel de

physiologie ou médecine pour leurs travaux sur la pénicilline et son application thérapeutique.

Les années 1940 a 1960 sont souvent appelées « I'age d'or des antibiotiques », car elles
ont vu une explosion de découvertes d’antibiotiques (la streptomycine, le premier antibiotique
efficace contre la tuberculose, et la tétracyclines). Cet &ge d’or d’une innovation
pharmaceutique s’est poursuivi jusqu’au début des années 2000. L’investissement industriel
sur les antibiotiques s’est ensuite ralenti, au profit du développement de molécules plus
rentables, notamment pour le traitement de maladies chroniques antibiotiques (Hutchings et

al., 2019). La Figure 8 démontre la chronologie de la découverte des antibiotiques.
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Figure 8 : Historique de la découverte et développement des antibiotiques

(Hutchings et al., 2019).
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3. Classes d’antibiotiques

Selon les données de la littérature, les agents antibactériens peuvent étre classés en
plusieurs grands groupes, sur la base des criteres suivants : source, structure chimique, méca-

nisme d'action, type d'action et spectre d'activité (Figure 9).

3.1 . Classification des antibiotiques selon la nature de la source

Selon la nature de leur source, les antibiotiques peuvent étre classés comme suit : (i)
composés naturels obtenus a partir de micro-organismes ; (ii) composés semi-synthétiques, dont
la structure est modifiée ; et (iii) produits synthétiques. Les antibiotiques naturels (ben-
zylpénicilline, céphalosporines et gentamicine) présentent un inconvénient majeur : une forte
toxicité, tandis que les antibiotiques semi-synthétiques (ampicilline et amikacine) et synthé-
tiques (moxifloxacine et norfloxacine) présentent un effet thérapeutique accru et une toxicité

moindre que les antibiotiques naturels (Kaur Sodhi and Singh, 2022).

3.2.. Classification des antibiotiques selon leur structure chimique

La famille des antibiotiques comprend divers membres présentant des structures
chimiques différentes ainsi qu'un comportement thérapeutique unique lié a leur structure. La
structure chimique est donc considérée comme un critére fiable pour la classification des anti-

biotiques. Sur cette base, les antibiotiques ont été classés dans les classes suivantes :

Les p-lactamines sont lI'une des classes d'antibiotiques les plus populaires, ayant ue
signature spécifique de la présence d'un cycle B-lactamine, les différences entre les membres de
la classe étant faites par la chaine latérale attachée ou par des cycles supplémentaires. La classe
de B-lactamines comprend les pénicillines qui sont les antibiotiques les plus anciens, et les
céphalosporines. Ils sont utilisés pour traiter les infections des poumons, des bronches, de la

gorge, du nez, des oreilles, de I'appareil urinaire, etc (James et al., 2001).

Les sulfamides sont un groupe de composeés synthétiques d'une grande importance
médicinale, dont la structure contient le groupement sulfamide. Les tétracyclines sont des
composés possédant un noyau tétracyclique linéairement fusionné auquel sont rattachés divers
groupes chimiques. Le premier groupe de molécules de cette classe a été obtenu respective-

ment a partir de Streptomyces aureofaciens et de Streptomyces rimosus (EImongy et al., 2024).
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Les macrolides ont été initialement isolés des especes de Streptomyces. Les macro-
lides sont des antibiotiques constitués d'un cycle lactone macrocyclique, généralement des
composés cycliques a 14, 15 ou 16 chainons auxquels divers sucres aminés sont attachés (Pancu
et al., 2021). Les macrolides sont utilisés dans le traitement de certaines bactéries a grammes
positifs, et pour le traitement des infections du nez, de la gorge, des oreilles, lorsque les
pénicillines ne peuvent pas étre utilisées. Ces antibiotiques agissent en inhibant la crois- sance
des bactéries (Svetlov et al., 2021).

Les quinolones sont de puissants agents antibactériens synthétiques, des molécules
structurellement dérivées du composé aromatique héterobicyclique quinoléine. La substitution
de certaines parties du noyau quinolone peut augmenter la puissance des molécules. Les qui-
nolones qui sont utilisées pour le traitement de diverses maladies infectieuses comme des in-

fections génitales, urinaires, intestinales, du nez, de la gorge, etc (Millanao et al.,2021).
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Figure 9: Principales classes d'antibiotiques et leur structure chimigque générale
(Pancu et al.,2021).
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3.3. Mécanismes d'action et spectre d’activité

Les antibiotiques agissent principalement en ciblant des processus vitaux spéecifiques

des bactéries (Tableau 1). L’antibiotique acte selon les types d’inhibition suivants :

line et les céphalosporines empéchent la formation de la paroi cellulaire bactérienne, ce qui

Inhibition de la synthese de la paroi cellulaire : les antibiotiques comme la pénicil-

conduit a la lyse cellulaire et a la mort des bactéries (Mahuli et al., 2020).

les macrolides et les aminoglycosides se lient aux ribosomes bactériens, empéchant ainsi la

Inhibition de la synthese des protéines : les antibiotiques tels que les tétracyclines,

synthese des protéines nécessaires a la croissance et a la multiplication des bactéries (Dzidi¢
et al., 2008).

ciblent les enzymes responsables de la réplication de I'ADN et de la transcription de I'ARN,

Inhibition de la synthése de I'"ADN ou de I'ARN : les quinolones et les rifamycines

empéchant ainsi la multiplication des bactéries (Halawa et al. ,2024). La Figure 10 dé-
montre I’inhibition de la réplication de I’ADN bactérien par 1’antibiotique ““fluoroquino-
lones”.
enzymes spécifiques des voies métaboliques essentielles a la survie bactérienne (Kohanski et
al., 2010).

Inhibition des voies métaboliques : les sulfamides et le triméthoprime inhibent ds

Tableau 1: Mécanismes d’action possible de certains antibiotiques (Mahuli et al., 2020).

Example
Penicillin and cephalosporin

Mechanism of action

Inhibition of synthesis of
bacterial cell walls

Affecting permeability by
interference with the cell mem-
brane of the microorganism

Antifungal agents

Inhibition of protein synthesis by
affecting the function of the 30S
or 50S ribosomal subunits

Blocking of important metabolic
steps

Interference with nucleic acid
synthesis

Tetracycline, macrolides, and
clindamycin

Sulfonamides and trimethoprim

Metronidazole and quinolones
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Figure 10: Mécanismes d’inhibition de la réplication de I’ADN par I’antibiotique
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4. Amoxicilline et acide clavulanique

L'amoxicilline : un antimicrobien p-lactamine largement utilisé, approuvé par la Food
and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis pour une utilisation en soins primaires.
L'amoxicilline est une aminopénicilline obtenue par I'ajout d'un groupe amino a la pénicilline
pour lutter contre la résistance aux antibiotiques. Ce médicament est efficace contre un large
éventail de bactéries Gram positives, offrant une protection supplémentaire contre certains
organismes Gram négatifs par rapport a la pénicilline. Son spectre d'activité couvre notam- ment
les especes de Streptococcus, avec une efficacité accrue contre Listeria monocytogenes et
Enterococcus spp. De plus, I'amoxicilline est également efficace contre Haemophilus in-
fluenzae, certaines souches d'Escherichia coli, Actinomyces spp., Clostridium spp., Salmonel-
la spp., Shigella spp. et Corynebacteria (Akhavan et al., 2025).

L’acide clavulanique : en 1971, un programme de criblage visant a découvrir des B
lactamines prsentant une résistance accrue aux [-lactamases (enzymes limitant I'effet
antibactérien des B-lactamines) a conduit a I'étude de Streptomyces clavuligerus pour sa

capacité a synthétiser la céphamycine C. En étudiant cette bactérie, les chercheurs ont
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identifi¢ ’acide clavulanique (une autre B-lactamine) présentant un effet antibiotique plus
faible,mais une activité inhibitrice prononcée des B-lactamases (Balcazar Ochoa et al.,2023).

Figure 11 démontre la structure de 1’acide clavulanique et 1’amoxilline.

Clavulanic acid Penicillin
(CLAYV)
/——6\ R \ll ,—"'\7\
LY X . S
/ | CHOH )( N \on.

I
)
"

'\N £/ CH,
”/ ~ =X
/ ‘O0H / 0on
Secondary ring Secondary nng
(Oxazohidine ing) (Thinzohdine nng)

Figure 11 : Structure de I’acide clavulanique et I’amoxilline (Balcazar Ochoa et al., 2023).

L'association amoxicilline-clavulanate

Certaines bactéries produisent des enzymes pouvant inactiver les B-lactamines. Pour les
infections provoquées par ces bactéries, les pénicillines sont administrées avec un médi- cament
pouvant inhiber ces enzymes, comme 1’acide clavulanique ou le sulbactam. Associa- tions les
plus fréquentes : ampicilline/sulbactam, amoxicilline/acide clavulanique et pipéracil-
line/tazobactam (Werth, 2025). L'amoxicilline et le clavulanate sont une association
d'amoxicilline et de clavulanate de potsium. Elle est généralement classée comme antimicro-
bien. L'amoxicilline inhibe la croissance bactrienne, tandis que le clavulanate de potassium
inactive les enzymes bactériennes (des B-lactamases) qui détruisent I'amoxicilline (Bruyére et
al ., 2016). L'association amoxicilline-clavulanate est I'une des associations antimicro- biennes
les plus fréquemment prescrites aux urgences et en médecine générale a travers le monde.
L'amoxicilline est un dérivé de la pénicilline et possede une activité similaire contre les
bactéries Gram-positives et Gram-négatives, notamment Listeria monocytogenes, Hae-
mophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Corynebacterium diphtheria, Escherichia coli et
Klebsiella pneumoniae, ainsi que contre diverses espéces de Streptococcus, Enterococcus,
Salmonella, Shigella et Borrelia. Gréace a I'ajout d'acide clavulanique, la couverture s'étend a
toutes les souches productrices de B-lactamases de ces organismes, ainsi qu'a Staphylococcus
aureus sensible a la méthicilline (MSSA), Neisseria sp., Proteus sp., Pasteurella multocida et

Capnocytophaga canimorsus, entre autres (Evans et al., 2024 ; Zhang et al., 2024).
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4.1. Posologie

Ce médicament contient un antibiotique qui appartient & la famille des pénicillines a
spectre élargi, c'est-a-dire actives sur un plus grand nombre de germes que la pénicilline simple.
L'adjonction d'acide clavulanique permet d'empécher la destruction de I'amoxicilline par
certaines bactéries. A titre indicatif et pour des infections courantes : Adulte et enfant de plus
de 40 kg : 1 g d'amoxicilline (soit 2 comprimés a 500 mg/62,5 mg ou 1 sachet a 1 g/125 mg), 2
ou 3 fois par jour. Nourrisson et enfant de moins de 40 kg : 80 mg d'amoxicilline par kg et par

jour, répartis en 3 prises (Vidal, 2025)

4.2. Propriétés pharmacocinétiques

Absorption : Aucune différence significative n’a été observée entre les patients pre-
nant de I’amoxicilline & jeun ou au cours des repas. Cependant, 1’absorption du clavulanate de
potassium est augmentée en cas de prise alimentaire (Evans et al., 2025).

Distribution : L’amoxicilline est liée aux protéines sériques a environ 18 %, et
I’acide clavulanique a environ 25 %. De plus, I’amoxicilline est transportée par les transpor-
teurs d’anion organique 1 et 3. L’amoxicilline diffuse facilement dans la plupart des tissus et
liquides organiques, a I’exception du cerveau et du liquide céphalorachidien. De I’amoxicilline
et de I’acide clavulanique ont été détectés dans des épanchements de 1’oreille moyenne (Salvo
etal., 2009).

Métabolisme et élimination : Le métabolisme de 1’amoxicilline implique divers
processus, notamment 1’oxydation, I’hydroxylation et la désamination. Alors que I'amoxicil-
line est principalement excrétée sous forme inchangée dans I'urine dans les 6 heures (50 a 80
%), lI'acide clavulanique subit un métabolisme hépatique important, avec seulement 20 a 60 %
excrétés sous forme inchangée dans I'urine dans le méme laps de temps, par hydrolyse suivie

d'une décarboxylation (Jena et al., 2014).

4.3. Mode d’action thérapeutique

Le mécanisme d'action de l'amoxicilline, un antibiotique p-lactamine, consiste a
interférer avec la synthese de la paroi bactérienne, entrainant a terme la mort cellulaire. Ce
mécanisme est spécifique aux bactéries et n'affecte pas les cellules de mammiferes (Kushwaha

et al.,, 2023). La plupart des bactéries sont entourées d’une couche de
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peptidoglycane qui est le composant principal de la paroi bactérienne. Cette macromolécule de
structure chimique complexe possede de multiples réles et elle est essentielle a la survie des
bactéries (Rousseau, 2021). L'amoxicilline exerce son action en se liant aux protéines de
liaison a la pénicilline (PLP), enzymes impliquées dans les étapes finales de la synthése du
peptidoglycane, les protéines de liaison a la pénicilline (PLP) (ou PBP : penicillin-binding
protein en anglais) agissent comme des transpeptidases, qui catalysent la réticulation du
peptidoglycane (PG) bactérien lors de la synthese de la paroi cellulaire (Lupoli et al .,2011).
En inhibant l'activité des PLP, I'amoxicilline empéche la réticulation correcte des brins de
peptidoglycane, compromettant ainsi l'intégrité de la paroi cellulaire bactérienne (Figure 12).
L'amoxicilline présente une forte affinité pour les PLP, en particulier celles impliquées dans la
synthese de la paroi cellulaire pendant les phases de croissance active. Une fois liée aux PLP,
I'amoxicilline inhibe irréversiblement leur activité transpeptidase, empéchant la formation d'une
paroi cellulaire structurellement intacte. Cette perturbation entraine une instabilité osmotique

et, a terme, une lyse cellulaire, entrainant la mort des bactéries (Salvo et al.,2009).

Différentes especes bactériennes ont progressivement développé une résistance aux
antimicrobiens B-lactamines classiques en produisant des enzymes appelées p-lactamases. Ces
enzymes ciblent et hydrolysent le cycle B-lactamine, un composant clé de la pénicilline et des
antimicrobiens similaires (Bardin, 2021). L'acide clavulanique est un inhibiteur des f-
lactamases, souvent associé a I'amoxicilline pour étendre sa couverture et réduire la résis- tance.
Le clavulanate a une activité antimicrobienne minimale, mais prévient la dégradation
bactérienne des B-lactamines en se liant aux B-lactamases et en les désactivant, préservant ainsi
le mécanisme antimicrobien de I'amoxicilline (Evans et al., 2024). L’interaction entre
l'amoxicilline et le clavulanate potentialise 1’action antibactérienne de l'amoxicilline (Figure

13).
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Figure 12: Inhibition de la synthése du peptidoglycane de la paroi cellulaire par I'amoxicilline
et le clavulanate (Jena et al.,2024)
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Figure 13 : potentialisation de I’action de I'amoxicilline par le clavulanate (Balcazar Ochoa
et al., 2023).
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4.4. Toxicité par I'amoxicilline-acide clavulanique

Hépatotoxicité

L'amoxicilline-clavulanate est un excellent antimicrobien, mais il est I'une des causes
les plus fréquentes d'atteinte hépatique idiosyncrasique d'origine médicamenteuse. Les hommes
et les patients de plus de 50 ans présentent un risque accru par rapport aux femmes. D'autres
facteurs contribuant potentiellement & la maladie hépatique incluent les polymor- phismes
génétiques, le traitement antirétroviral et l'utilisation concomitante de médicaments agissant sur
la voie du cytochrome P450 (Chalasani et al., 2014) . Les symptbmes apparais- sent
généralement 2 a 3 semaines apres le début du traitement, mais peuvent survenir plus tét ou étre
retardés jusqu'a 12 semaines. Le traitement consiste a arréter immédiatement I'agent
responsable et a limiter l'utilisation d'autres médicaments hépatotoxiques. La N-acétylcystéine
et les corticostéroides peuvent également étre envisagés. Cependant, les bénéfices de ces mé-
dicaments sont probablement marginaux (Di Filippo et al., 2024). L'administration d'un ché-
lateur des acides biliaires, comme la cholestyramine, peut soulager les symptomes du prurit. La
majorité des patients obtiennent une guérison complete, quoique prolongée. De plus, quelques-
uns peuvent développer une insuffisance hépatique et nécessiter une greffe pour survivre
(Evans, 2025).

Néphrotoxicité

Des doses excessives d'amoxicilline et de clavulanate de potassium peuvent provo-
quer une néphrite interstitielle et une insuffisance rénale oligurique. Une cristallurie, pouvant
évoluer vers une insuffisance rénale, a également été rapportée (Mousseaux et al., 2021). Des
doses plus élevées d'amoxicilline intraveineuse peuvent entrainer une insuffisance rénale ai-
gué (Uto et al., 2025). L'arrét immédiat du traitement par amoxicilline-clavulanate est crucial
en cas de suspicion de surdosage. Un traitement symptomatique et des soins de soutien doi-
vent étre prodigués si nécessaire. Maintenir un apport hydrique adéquat et favoriser la diurése
sont essentiel pour réduire le risque de cristallurie. L'hémodialyse peut étre envisagée pour
améliorer la clairance, en particulier chez les patients présentant un surdosage grave ou une

insuffisance rénale (Demotier et al., 2022).
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Eruptions cutanées

L'amoxicilline est un antibiotique béta-lactamine bactéricide a large spectre, cou-
ramment utilisé pour lutter contre diverses infections. Les médicaments du groupe des pénicil-
lines sont connus pour provoquer des éruptions cutanées médicamenteuses, notamment chez
les enfants. La plupart du temps, ces éruptions sont bénignes, mais elles constituent parfois la
manifestation précoce de réactions cutanées rares et graves d'origine médicamenteuse, telles
que le syndrome de Stevens-Johnson (SSJ) et la nécrolyse épidermique toxique (NET). La
nécrolyse épidermique toxique (NET) est une affection dermatologique rare et potentielle- ment
mortelle, généralement induite par des médicaments (Thong et al., 2014 ; Salvo et al., 2017).
Soixante-dix pour cent des cas de NET sont d'origine médicamenteuse, les médica- ments les
plus fréqguemment impliqués étant les anticonvulsivants, les antibiotiques et les anti-
inflammatoires non stéroidiens. Un cas de nécrolyse épidermique toxique induite par I'amoxi-
cilline (500 mg/kg x 3jours) a été reporté chez une patiente de 16 ans (Figure 14). Deux jours
plus tard, la patiente a développé des lésions cutanées bilatérales douloureuses, non rompues et
remplies de liquide. Ces lésions sont d'abord apparues sur les deux avant-bras, puis ont
progressivement progressé pour atteindre le visage, le tronc, les extrémites, les yeux, les parties
génitales et les bras (Patel et al., 2015). L'amoxicilline étant un agent antimicro- bien
bactéricide a large spectre et le médicament le plus couramment utilisé contre les infec- tions
microbiennes, un probleme fréquent dans un pays en développement comme I'Inde, ou la
pauvreté et les mauvaises conditions d'hygiene sont les principales causes d'infections, la

survenue de tels événements doit étre gérée avec prudence (Thompson et al.,2017).

Figure 14: Patiente de 16 ans présentant des signes de nécrolyse épidermique toxique apres
administration d'amoxicilline (Patel et al., 2015).
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1. Animaux et traitements

Cette recherche expérimentale a été réalisée sur des rats males Wistar Albinos adultes,
dont le poids varie de 190+ 10g, qui ont été élevés dans I'animalerie de I'Université Mentouri
de Constantine. Les rats ont été élevés dans un environnement standardisé, avec une
température de 22 £1°C, une humidité relative de 55 * 10%, et un cycle jour/nuit de 12h/12h.
IIs étaient nourris avec une alimentation standard sous forme de granulés et avaient acces a I'eau
sans restriction. Les animaux ont eu la possibilité d'accéder librement a I'eau et & la nourriture.
Suite a une phase d'adaptation, les rats ont été répartis en deux groupes homogenes (5

rats/groupe) :
Groupe Témoin : les rats normaux (témoin)

Groupe Amox/Aclv : les rats traités par I’amoxicilline/acide clavulanique (Amox/Aclv

: 30mg/kg) pendant 7 jours (El-Hosseiny et al., 2016).

Amoxicilline/acide clavulanique utilisé est une poudre pour suspension buvable contenu
dans des sachets porte le nom pharmaceutique Augmentin®. L’ Amox/Aclv est préparé dans
I’eau distillée et administré par voie orale a I’aide d’une sonde de gavage. Les animaux sont

pesés quotidiennement a I’aide d’une balance avant 1’administration de I’Amox/Aclv.
2. Prélévement sanguin

Vingt-quatre heures aprés I’administration de la derniére dose de 1I’Amox/Aclv, les ani-
maux ont été mis a jeun toute la nuit, tout en permettant un libre acces a I'eau. lls ont ensuite été
anesthésiés au moyen de chloroforme et le sang a été prélevé de la veine porte dans des tubes
contenant de I'néparine. Aprés une centrifugation du sang a 3500 tours/min pendant une durée
de 15 minutes. Le sérum collecté sert a effectuer des dosages biochimiques de transaminases
(ALT et AST), la phosphatase alcaline (ALP), la bilirubine totale, créatinine, acide urique et
I’urée. Suite a la collecte sanguine, le foie et le rein ont été extraits, rincés avec une solution

saline (0,9%) et pesés en vue de procéder a I’analyse de parameétres du stress oxydatif.
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3. Dosages biochimiques

Le dosage biochimique de différents parameétres réalisé par une méthode colorimétrique
utilisant des kits (Sprinreact, Espagne) sur un spectrophotometer (Shimadzu Uv-Vis1200
spectrophotometer). Les détails techniques pour le dosage de différents parameétres biochi-

miques sont détaillés dans I’annexe.

3.1. Alanine aminotransferase (ALAT/GPT)

Il catalyse le transfert du groupement amine de 1’alanine a I’oxoglutarate avec formation
du glutamate et du pyruvate. Ce dernier est réduit en lactate par le lactate déshydrogénase

(LDH) en présence du nicotinamide adénine di nucléotide (NADH) reduite :

Alanine + o-Cétoglutarate L Glutamate + Pyruvate

ruvate + NADH + H* ﬂ; Lactate + NAD*
Fh}r

La réaction mesurée cinétiquement a 340 nm par la diminution de 1’absorbance résultant
de I’oxydation de la NADH en NAD™ est proportionnelle a I’activité enzymatique d’ALAT

présente dans 1’échantillon.

3.2. Asparate aminotransferase (ASAT/GOT)

Il catalyse le transfert réversible d’un groupe animique de 1’aspartate vers 1’alpha-
cétoglutarate a formation de glutamate et d’oxalacétate. L’oxalacétate produit est réduit en

malate en présence de déshydrogénées (MDH) et NADH:

Aspartate+ o-Cétoglutarate ﬂ} Glutamate + Oxalacétate

Oxalacétate + NADH + H —"2H . Malate + NAD*

La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre, déterminée photo

numériquement, est proportionnelle a la concentration catalytique d’AST dans I’échantillon.
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3.3. Phosphatase alcaline (ALP)

Il catalyse I'nydrolyse du p-nitrophénylphosphate (p-NPP) avec formation de p-
nitrophénol libre et de phosphate inorganique, agissant comme tampon alcalin comme

accepteur de groupe phosphate :

p-Mitrophenyl-P + H;O _ALP p-Nitrophenol + Phosphate

La réaction est surveillée cinétiqguement a 405 nm par la vitesse de formation du p-

nitrophénol, proportionnelle a I'activité de I'ALP présente dans I'échantillon.
3.4. Bilirubine totale

Il transformée par 1’acide sulfanilique di azoté en azobilirubine, composée colorée qui peut
étre mesurée par photomeétrie. Des deux fractions de la bilirubine dans le sérum, la bilirubine-
glucuronide et la bilirubine libre qui est fixée a I'aloumine, seulement la premiere réagit
directement, tandis que la bilirubine libre réagit apres avoir été déplacée de la protéine par un

accélérateur.
3.5. Acide urique

Il est oxydé par I'uricase en allantoine avec formation du peroxyde d'hydrogene. En présence
de la peroxydase (POD), un mélange de sulfonates de dichlorophenol (DCBS) et de 4-
aminoantipyrine (4-AA) est oxydé par le peroxyde d’hydrogene pour former une teinture du

quinoneimine proportionnelle a la concentration d'acide urique dans I'échantillon.

Liricas

Acide urique + 2H.0 + 0, ——————> Allantoine + CO_+2H 0,

2H,0, +4-AF + DCPS POO_, Quinonaimine + 4H.0

3.6. Créatinine

Son dosage repose sur une modification de la réaction picrate originale. En milieu alcalin,
la créatinine réagit avec les ions picrate pour former un complexe rougeatre mesurable a 490
nm. La vitesse de formation du complexe, mesuree par l'augmentation de I'absorbance dans un
intervalle de temps prédéfini, est proportionnelle a la concentration de créatinine dans

I'échantillon.

Créatinine + acide picrique >Complexe d'addition rouge
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3.7.Urée

Il hydrolysée par ’'uréase en ammoniaque et dioxyde de carbone. L’ammoniaque ainsi
produite s est changée en glutamate par le glutamate déshydrogénase (GIDH) en présence de
la NADH et de I’oxoglutarate :

Lireaze

Urée ———=e3 (NH;7): + CO:

Nitroprusite

MNH:" + Salicylate + ClONa —————————3 Indophénaol

La diminution d’absorbance de la réaction mesurée a 340 nm résultant de I’oxydation
de la NADH to NAD®, est proportionnelle a la concentration de I'urée présente dans

I’échantillon.

4. Parametres du stress oxydatif hépatique et rénal

Un fragment de tissu hépatique ou rénal dans 3ml du milieu d’homogénéisation (KCI
1,15%) est broyé a 1’aide Ultra- Turrax. L’homogénat obtenu est repartie en deux aliquotes. Le
premier aliquote d’homogénat obtenus est utilisé pour le dosage de lamalondialdehyde. Le

deuxieme aliquote est utilisé pour le dosage de glutathion.

4.1. Peroxydation lipidique

L'évaluation du niveau de peroxydation lipidique, un indicateur essentiel du stress
oxydatif, peut étre effectuée en mesurant le malondialdéhyde (MDA) a l'aide de l'acide
thiobarbiturique (TBA), selon la méthode établie par Ohkawa et al. (1979). Dans un
environnement acide (pH 2-3) et a une température élevée (95-100 °C), le MDA interagit avec
deux molécules de TBA pour générer un complexe coloré qui peut étre quantifié a 532 nm. Un

adduit MDA-TBA de teinte rose est produit par la réaction.

+2Y \I/ Y+2H20
N A Y

OH

MDA TBA MDA-TBA, adduct
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Pour cette analyse, on incube 1 ml de tissu homogénéisé avec 1 ml de TBA (0,37 %) et
0,5 ml d'acide trichloracétique (TCA, 15 %) pendant une heure & une température de 95 °C.
Suite a un refroidissement, on centrifuge le mélange et l'absorbance du surnageant est
déterminée a une longueur d'onde de 532 nm. Le coefficient d'extinction molaire de I'adduit
MDA-TBA (g = 1,56 x 10> M7t cm™) est utilisé pour déterminer la concentration en MDA.

Les résultats sont présentés en nmol/g de tissu.
4.2. Glutathion réduit

L'évaluation du glutathion réduit (GSH) se base sur la technique colorimétrique élaborée
par Ellman (1959), qui fait appel au composé DTNB (5,5'-dithiobis-2- nitrobenzoique). I
interagit spécifiquement avec les groupes thiol du GSH pour libérer un composé jaune, I'acide

2-nitro-5-thiobenzoique (TNB), qui peut étre mesuré a 412 nm.

GSH DINB
M

GSH-DTNB

Pour ce dosage, 0,8 ml d'homogénat de tissu est précipité avec 0,2 ml d'acide trichlo-
roacétique (TCA a 10%) pendant une durée de 10 minutes. Suite a la centrifugation, 0,5 ml du
surnageant est incubé avec 0,5 ml de DTNB (0,1 M) dans une solution tampon Tris-EDTA
(0,02 M, pH 8,0). L'absorbance du mélange est évaluée a 412 nm contre un blanc préparé dans
les mémes conditions. Le calcul de la concentration de GSH se fait ensuite en utilisant le
coefficient d'extinction molaire du TNB (g = 13,6 x 10* M™1cm™), et les résultats sont expri-

més en uM/mg de tissu.

5. Analyse statistique
Les résultats ont ét¢ exprimés en moyenne + SEM. L’analyse statistique a été effec- tuee
par Excel. La différence entre le groupe témoins et le groupe Amox/Aclv est déterminée par le
test t-de Student. Toutes les différences observées ont été considérées comme significa- tives

pour le seuil de probabilité de 5% (p<0,05).
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Résultats

1. Effet de traitement sur le bilan biochimique
1.1.Effet de traitement sur le taux des transaminases (AST et ALT) et de la
phosphatase alcaline(ALP)

La Figure 15 montre les variations des niveaux des enzymes hépatiques AST (aspartate
aminotransférase), ALT (alanine aminotransférase) et ALP (phosphatase alcaline) exprimés en
U/L suite au traitement oral des rats par I’amoxicilline/acide clavulanique (30mg/kg) pendant
7 jours. On enregistre une augmentation trés significative de I’activité enzymatique de | > ALT
(139,3 U/L versus 99,75 U/L, p <0,001), de I’AST (161,7U/L versus 78,4 U/L, p
< 0,001) et de I’ALP (120,6 U/L versus 143 U/L, p < 0,001) chez les rats intoxiqués par 1’
I’amoxicilline/acide clavulanique par rapport aux témoins. Cette augmentation en ALP, AST

et ALP suggere une hépato-toxicité potentielle ou une perturbation de la fonction hépatique.
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Figure 15 : Variations du taux des transaminases (AST et ALT) et de la phosphatase alcaline
(ALP).

AST (Aspartate anino transferase, ALT (Alanine aminotransferase) et ALP
(Phosphatase alkaline). Les valeurs sont données en moyenne +SEM (n=5), Test t-
student, *** p < 0,001 comparée au groupe témoin.
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1.2. Effet de traitement sur le taux de la bilirubine totale

La Figure 16 met en évidence une variation significative des niveaux de bilirubine totale
suite au traitement oral des rats par I’amoxicilline/acide clavulanique (30mg/kg) pendant 7
jours. Le groupe traité avec l’association amoxicilline/acide clavulanique (Amox/Aclv)
présente une augmentation tres significative (p < 0,001) de la bilirubine totale, atteignant
environ 1,11 mg/dL, comparativement au groupe témoin dont la valeur moyenne est d’environ
0,95 mg/dL. La hausse observée reflete une perturbation potentielle de la fonction hépatique,
possiblement induite par une hépato- toxicité du traitement.
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Figure 16 : Variations de taux de la bilirubine totale
Les valeurs sont données en moyenne £SEM (n=5), Test t- student, *** p < 0,001

comparée au groupe témoin.
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1.3. Effet de traitement sur le taux de la glycémie
L’effet de traitement par 1’amoxicilline/acide clavulanique (30 mg/kg) pendant 7 jours sur
le taux de la glycémie est présenté dans la Figure 17. Les résultats montrent une augmentation

non significative du taux de glycémie dans le groupe des rats traités par I’Amox/Aclv par
rapport au groupe témoin.
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Figure 17 : Variations de taux de la glycémie

Les valeurs sont données en moyenne £SEM (n=5), Test t- student, *** p < 0,001

comparée au groupe témoin. ns (non significatif).
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1.4. Effet de traitement sur le taux de la créatinine te I’acide urique

La Figure 18 illustre I’effet de 1’administration d’amoxicilline/acide clavulanique (30
mg/kg) pendant 7 jours sur deux biomarqueurs de la fonction rénale (la créatinine et I’acide
urique). On observe une élévation significative des concentrations de ces deux parametres dans
le groupe Amox/Aclv par rapport au groupe témoin. La créatinine passe d’environ 0,45 mg/dL
dans le groupe témoin a environ 0,6 mg/dL (p< 0,05) dans le groupe traité. L’augmentation
est encore plus marquée pour ’acide urique, dont on a enregistré un taux de 1,03 mg/dL (p <

0,01) chez le groupe Amox/Aclv par rapport au témoin (0,69 mg/dL).

Ces changements peuvent traduire une altération de la fonction rénale, suggérant une

possible néphrotoxicité induite par 1’amox/Aclv a 30mg/kg/7jours.
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Figure 18 : Variations de taux de la créatinine et acide urique.

Les valeurs sont données en moyenne +SEM (n=5), Test t- student,

*p <0,05,** p<0,01 comparée au groupe témoin.
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1.5. Effet de traitement sur le taux de ’urée

La Figure 19 illustre les variations du taux d’urée suite a 1’administration
d’amoxicilline/acide clavulanique (30 mg/kg) pendant 7 jours. Les résultats obtenus démontre
une augmentation significative du taux d’urée chez les animaux traités Amox/Aclv par rapport
aux animaux témoins (34,40 mg/dL versus 17,52 mg/dL ; p < 0,001). Cette élévation de I’urée
dans le sang des animaux du groupe Amox/Aclv peut traduire une altération de la fonction

rénale lie au traitement par cet antibiotique. Cette accumulation d’urée pourrait résulter d’une
élimination rénale diminuee
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Figure 19: Variations de taux de la créatinine et acide urique.

Les valeurs sont données en moyenne £SEM (n=5), Test t- student,

* **n < 0,001 comparée au groupe témoin.
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2. Effets de traitement sur les parametres du stress oxydative

Le malondialdehyde (MDA) et le glutathion réduit (GSH) sont estimés dans le foie et
le rein afin d’évaluer le degré du stress oxydative dans ces deux organes cibles. Le MDA est
un indicateur de la peroxydation lipidique tandis que le GSH est la molécule clé dans la défense

antioxydante.
2.1. Effet de traitement sur les marqueurs du stress oxydatifs (MDA et GSH) dans le foie

La Figure 20 montre I'effet du traitement Amox/Aclv (30 mg/kg pendant 7 jours) sur les
marqueurs du stress oxydatif (MDA et GSH) dans le foie. Les résultats montrent une
augmentation significative du taux de MDA hépatique (7,27 nM/g de foie versus 4,32 nM/g de
foie ; p <0,001) et une réduction du taux de GSH (6,00uM/ g du foie versus 7,76 uM/g du
foie ; p <0,01) dans le groupe des rats traités par I’Amox/Aclv (30mg/kg) par rapport au groupe
témoin. 1l semble que le traitement par I’Amox/Aclv (30 mg/kg pendant 7 jours) est capable

d’induire un stress oxydatif hépatique marque.
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Figure 20 : Variations de taux des marqueurs du stress oxydatifs (MDA et GSH) dans le foie.

MDA( malondialdehyde), GSH (glutathion réduit)
Les valeurs sont données en moyenne £SEM (n=5), Test t- student,
**p<0,01,***p<0,001 comparée au groupe témoin.
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2.2. Effet de traitement sur les marqueurs du stress oxydatifs (MDA et GSH) dans le rein

La Figure 21 montre les variations des niveaux de la MDA et la GSH dans le rein suite
au traitement oral des rats par ’amoxicilline/acide clavulanique (30mg/kg) pendant 7 jours.
Nous constatons qu’il y a une augmentation tres significative de la MDA rénale (4,02 nM/g de
rein versus 3,37 uM/g de rein ; p < 0,01) et une réduction de taux de la GSH rénale (4,70 nM/g
de rein versus 5,54 nM/g de rein ; p < 0,05) chez les animaux traités par I’Amox/Aclv (30
mg/kg pendant 7 jours) par rapport aux animaux témoins. Ces altérations biochimiques
suggerent un déséquilibre entre production de radicaux libres et systemes de défense dans le

rein suite a I’administration de I’amoxicilline/acide clavulanique (30mg/kg).
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Figure 21 : Variations de taux des marqueurs du stress oxydatifs (MDA et GSH) dans le rein.

MDA( malondialdehyde), GSH (glutathion réduit)
Les valeurs sont données en moyenne £SEM (n=5), Test t- student,
*p<0,05,**p<0,01 comparée au groupe témoin.
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Discussion

L’hépatotoxicité médicamenteuse idiosyncrasique (en anglais : drug-induced liver
injury ou DILI) est un probléme majeur de 1’hépatologie moderne. Elle reste cependant sous-
diagnostiquée et relativement rare. Les antibiotiques sont les substances les plus fréqguemment
impliquées (Zoungrana et al., 2018). Plusieurs types d'antibiotiques ont été incriminés dans la
toxicité médicamenteuse, parmi lesquels I'amoxicilline/acide clavulanique (Amox/Aclv).
Amox/Aclv est un antibiotique semi-synthétique de type pénicilline/acide clavulanique,
couramment utilisé par voie orale pour le traitement des infections cutanées et respiratoires.
C'est un antibiotique facile a prendre. Cependant, I’Amox/Aclv peut entrainer divers effets
secondaires, notamment des troubles gastro-intestinaux, cutanés, hématologiques,

hépatorénales (Heaven et al., 2022).

Dans cette étude, nous avons exploré I'effet toxique d’Amox/Aclv (30mg/kg/J) pendant
7 jours sur la fonction hépatique et rénale chez le rats Albino wistar. Pour ce faire, nous avons
évalue les paramétres biochimiques afin d'obtenir des informations sur I'état fonctionnel de ces
deux organes cibles. On a choisi de mesurer plusieurs paramétres biochimiques pour évaluer
les fonctions hépatique et rénale. Les paramétres hépatiques incluent les transaminases (ASAT
et ALAT), la phosphatase alcaline, et la glycémie. Les parametres rénaux comprennent l'acide
urique, la créatinine, et I'urée. De plus, de marqueurs du stress oxydatif ont été évalués dans

ces deux organes cibles a la toxicité de I’Amox/Aclv.

L'exploration et I'évaluation biologique de la fonction hépatique repose toujours sur le
dosage de certains marqueurs sanguins tels les transaminases (AST et ALT) et la phosphatase
alcaline (ALP) qui reflete Dactivit¢ fonctionnelle du foie. L’AST est une enzyme
principalement présente dans le foie, le ceeur, les muscles et les reins. Un test d'/AST mesure la
quantité d'AST dans le sang et est couramment utilisé pour évaluer la santé hépatique, mais peut
également fournir des informations sur d'autres affections (Yiman Cui et al.,2024). L’ ALT est
une enzyme principalement présente dans le foie, mais également dans d'autres tissus comme
les reins, le cceur et les muscles. Un dosage sanguin d'ALAT permet d'évaluer la santé hépatique
et de détecter des lésions ou maladies hépatiques, souvent incluses dans un bilan hépatique ou

métabolique complet. Un taux élevé d'ALAT dans le sang peut indiquer
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une atteinte ou une maladie hépatique. L’AST et I’ALT jouent un rdle essentiel dans le
métabolisme des protéines et leur concentration dans le sang est normalement faible (Raya-
Cano et al., 2022). L’ ALP est une enzyme hépatique et osseuse. Les tests de PAL mesurent la
quantité de PAL dans le sang, ce qui peut aider a identifier d'éventuels problemes hépatiques,

0sseux ou autres problemes de santé (Lowe et al., 2022).

Les AST, ALT et ALP sont des enzymes ayant une activité métabolique importante a
I’intérieur des cellules. Elles interviennent dans certaines réactions énergétiques. En cas d'une
altération hépatocellulaire au cours d’exposition aux xénobiotiques (alcool, médicaments,
pesticides, toxines, le tabac...etc), ces enzymes augmente de facon significative au niveau
sanguin, indiquant une dégénérescence ou bien une nécrose des cellules hépatiques (lvashkin
etal., 2019). Dans notre expérimentation on a enregistré une augmentation significative de taux
de ces enzymes (AST, ALT et ALP) dans le sang de rats traités par 1’Amox/Aclv (30mg/kg/J)
pendant 7 jours. Cette élévation est le reflet d’une Iésion hépatique et s’explique par la fuite des
enzymes du foie vers le plasma due a I’altération de la perméabilit¢ membranaire. Cette
perturbation des parameétres biochimiques reflete une altération fonctionnelle des hépatocytes,
traduisant une cytolyse hépatique et un possible atteint des voies biliaires. Ce résultat est
corroboré par les travaux de (Abdel Sattar Mohammed et al.,2024) qui rapportent une toxicité
hépatique significative induite par 1’association 1’Amox/Aclv caractérisée par des lésions
histologiques typiques d’une hépatite médicamenteuse et une €¢€lévation marquée des
transaminases (ASAT, ALAT) et de facteur d’inflammation témoigne d’une atteinte hépatique

aigue.

L’augmentation concomitante des bio marqueurs de lésions hépatobiliaires notamment
I’ALP et la bilirubine dans le sang de rats traités par 1’Amox/Aclv (30mg/kg/J) pendant 7
jours signifie que I’Amox/Aclv est un hépatotoxique, produisant des lésions de type mixte
(hepato-bilaire). L'hépatite cholestatique associée a une géne a I'élimination de la bile qui se
traduit par une augmentation de la bilirubine provenant de la dégradation de I’hemoglobine
(Roman-Saguillo et al., 2024). Par ailleurs, I’atteinte des hépatocytes peut également diminuer
la conjugaison de la bilirubine, contribuant a son accumulation dans le plasma et a I’apparition
d’une hyperbilirubinémie. Ce résultat est en accord avec les travaux de Devarbhavi(2012)
soulignent que I’Amox/Aclv est particulierement impliquée dans les formes mixtes ou

cholestatiques d’hépatite, ou 1’élévation de la bilirubine sérique est un
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marqueur essentiel de la sévérité de 1’atteinte hépatique. De méme, Chalasani et al (2008) ont
identifi¢ cette association comme 1’'une des causes les plus fréquentes de 1ésion hépatique

médicamenteuse aux Etats-Unis.

Les travaux de Zoungrana et al(2018) démontrent que, chez certains patients,
I'administration de doses thérapeutiques d’Amox/Aclv provoque une DILI avec un profil de
Iésion cholestatique, associé a une accumulation d'acide biliaire conjugué primaire dans le sang.
Le mécanisme sous-jacent, étudié sur des cultures d'hépatocytes humains, révele que la
cholestase est probablement la conséquence d'une régulation négative de la transcription des
principaux transporteurs biliaires plutét que d'une inhibition directe de ces transporteurs. Ces
effets sont en grande partie dus a I’Aclv, mais pas a I’Amox ; par conséquent, 1’ Aclav apparait
comme le responsable de la cholestase chez certains patients traités par d’Amox/Aclv (Petrov
etal., 2021).

Le foie joue un role central dans le maintien de I'noméostasie du glucose via les
hormones. Il stocke le glucose sous forme de glycogene aprés un repas, et le libére lorsque les
niveaux de glucose dans le sang sont bas. Les hormones, comme l'insuline et le glucagon,
régulent ces processus de stockage et de libération (Ramatchandirin et al., 2023). Nos résultats
montrent que le traitement de rats par I’Amox/Aclv (30 mg/kg pendant 7 jours) n’entraine
aucune variation significative du taux de glycémie par rapport aux rats témoins. Cependant,
d'autres études ont rapporté des résultats divergents. Une étude de Girish et al.,(2009) a montré
que I’administration répétée d’ Amox pouvait induire un stress oxydatif hépatique, associé a une
élévation significative du glucose chez les rats, attribuée a une altération de la fonction
hépatique et de la régulation hormonale du glucose. Selon Tulkens (2009), I’Aclv peut
potentialiser la toxicité hépatique de I’Amox, notamment chez les sujets prédisposés, en
perturbant les voies enzymatiques hépatiques, ce qui peut indirectement affecter la
glycogénolyse et la néoglucogenése. Aussi une étude clinique chez I’humain : Bien que rares,
des cas de dysrégulation glycémique ont été rapportés chez des patients sous antibiotiques [3-
lactamines, notamment dans des contextes de comorbidités métaboliques ou hépatiques
(Devarbhavi, 2012). Comparée a ces travaux, la présente étude montre un effet neutre de

I’ Amox/Aclv sur la glycémie, suggérant que 1’effet dépend de la dose et durée de traitement.
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Le rein est particulierement vulnérable aux Iésions meédicamenteuses pour les raisons
suivantes : 1) il recoit 20 & 25 % du débit cardiaque au repos, ce qui I’expose a une quantité de
médicament circulant plus importante que les autres organes ; 2) les tubules concentrent le filtrat
et sont ainsi exposés a des concentrations plus élevées de médicaments ; et 3) les tubules ont
des besoins énergétiques élevés, ce qui les rend vulnérables aux lésions néphrotoxiques. Les
Iésions rénales d’origine médicamenteuse sont donc fréquentes lors du développement de
médicaments (Griffin et al ., 2019). La créatinine, I'urée et I'acide urique sont des marqueurs
biochimiques importants pour évaluer la fonction rénale et détecter une toxicité rénale. Une
augmentation de ces marqueurs dans le sang peut indiquer une insuffisance rénale ou une

altération de la fonction rénale (Dussol , 2019).

La créatinine est un déchet produit par le métabolisme de la créatine dans les muscles.
Elle est excrétée uniquement par les reins, par filtration glomérulaire. Un taux élevé de
créatinine dans le sang est un indicateur direct d’une baisse de la fonction rénale, car cela refléte
une incapacité du rein a éliminer correctement ce déchet. L’acide urique est le produit final du
métabolisme des purines. Il est aussi éliminé majoritairement par les reins. Une accumulation
d’acide urique dans le sang (hyperuricémie) peut résulter d’un défaut d’excrétion rénale, ou
provoquer une néphropathie uratique, par cristallisation dans les tubules rénaux, entrainant des
Iésions. Dans cette etude, une élévation du taux sérique de la créatinine et de 1’acide urique a
été détectee dans le sang de rats traités par 1’Amox/Aclv (30 mg/kg pendant 7 jours). Une telle
augmentation refléte une réduction du taux de filtration glomérulaire, traduisant un déficit de la
capacité excrétrice des néphrons. Ces données corroborent avec 1’étude de Demotier et
al.(2022), qui ont démontrés que les patients recevant de fortes doses d'amoxicilline par voie
intraveineuse développe une cristallurie d'amoxicilline, c'est-a-dire la formation de cristaux
d'amoxicilline dans les urines, peut altérer la fonction rénale et méme entrainer une insuffisance

rénale aigu.

L'urée, un déchet du metabolisme des protéines, est principalement métabolisée par
le foie et excrétée essentiellement par voie rénale via la filtration glomérulaire. Une élévation
du taux d’urée peut refléter soit une réduction du débit de filtration glomérulaire (insuffisance
rénale), soit une perturbation des processus tubulaires de réabsorption ou de sécrétion. Un taux
élevé d'urée peut également étre associé a une maladie du foie. Dans le contexte de notre
protocole expérimental, ’hypothese d’une atteinte rénale fonctionnelle semble la plus plausible,

en raison de la nature du traitement et de la concomitance avec 1’élévation de ’urée
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observée dans le sang de rats traités par I’Amox/Aclv (30 mg/kg pendant 7 jours). Ces résultats
rejoignent ceux de Choudhury et Ahmed (2006), qui soulignent 1’implication de certaines
associations antibiotiques dans la survenue de lésions tubulaires aigués responsables de
perturbations majeures de I’homéostasie azotée (urée). Par ailleurs, une étude de Holt et al.,
(1994) a démontré que I’amoxicilline, particuliérement lorsqu’elle est combinée a I’acide
clavulanique, peut induire des néphropathies interstitielles immuno-allergiques, bien que ces
cas soient rares chez I’humain. L’augmentation significative de I’urée dans le groupe traité par
I’Amox/Aclv (30 mg/kg) confirme donc les signes biologiques d'une néphrotoxicite,
probablement via une réduction de l'excrétion rénale de 1’urée. Cette observation renforce la
nécessité d’évaluer le profil de sécurité rénale des associations antibiotiques, en particulier dans

le cadre d’administrations prolongées ou a fortes doses.

Toxicité et stress oxydatif sont étroitement liés. De nombreuses substances toxiques,
qu'il s'agisse de medicaments, de polluants environnementaux ou de métaux lourds, peuvent
induire un stress oxydatif en générant des ROS toxiques et en perturbant les défenses
antioxydantes de I'organisme (Forman et al., 2021). Ce déséquilibre connus par le non du
“stress oxidatif” peut entrainer des lésions cellulaires, un dysfonctionnement tissulaire et divers
problemes de santé. Le stress oxydatif est un déséquilibre dans I'organisme entre la production
de ROS et la capacité des antioxydants a les neutraliser (Griffin et al., 2019). Le
malondialdéhyde (MDA) est un produit de la peroxydation lipidique, qui est un processus initié
par les ROS et qui endommage toutes les macromolécules cellulaires. Les antioxydants sont
des molécules qui peuvent neutraliser les ROS et protéger les cellules contre les dommages du
stress oxydatif. Le GSH est un puissant antioxydant cellulaire jouant un réle crucial dans la

protection contre le stress oxydatif (Remigante and Morabito, 2024).

Le MDA est un bio-marqueur couramment utilisée pour estimer la peroxydation
lipidique de membrane cellulaire (Chellouai et al., 2019). Dans ce contexte, il est bien établit
que I’association amoxicilline/acide clavulanique induit un stress oxydatif et des Iésions rénales
et hépatiques (Tunde, 2012). D’aprés nos résultats, I'exposition au co- amoxiclav a non
seulement provoqué des perturbations de bilan biochimique relatif a la fonction rénale et
hépatique, mais également induit un stress oxydatif dans ces deux tissus cibles. Cette situation
de stress se manifestant par une augmentation significative du MDA, ainsi que par une
diminution significative des antioxydants notamment le glutathion réduit (GSH) dans le foie et

le rein suite au traitement de rats par I’Amox/Aclv (30 mg/kg pendant 7
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jours). Cette élévation de MDA traduit une intensification de la peroxydation lipidique au sein
des membranes cellulaires hépatiques. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par
Alzoubi et al (2019), qui ont montré une augmentation du MDA hépatique chez des rats
exposés a I’amoxicilline, suggérant un stress oxydatif hépatique induit par le métabolisme du
médicament et une réponse inflammatoire associée. Au niveau du rein, nos observations sont
cohérentes avec celles de EI-Shenawy et al (2014), qui ont signalé une peroxydation lipidique
accrue dans le rein suite a I’administration des antibiotiques de type -lactamines, traduisant

une atteinte oxydative directe des tissus rénaux.

La réduction de niveaux de GSH dans le foie et le rein, traduisant une altération des
défenses antioxydantes endogénes et une induction de stress oxydatif hépatique et rénale en
raison de la production accrue des ROS toxique lors de la biotransformation de médicament.
Ce stress oxydatif dépasse parfois la capacité antioxydante des cellules hépatiques et rénales,
entrainant une consommation excessive de GSH. Par ailleurs, 1’acide clavulanique peut
perturber les mécanismes enzymatiques impliqués dans la régénération du GSH, contribuant
ainsi & une diminution de son taux intracellulaire. Cette baisse du GSH réduit la défense contre
les dommages oxydatifs, ce qui favoriser la survenue d’effets indésirables hépatiques comme
I’hépatotoxicité ( EI-Haroun et al., 2020). De plus, I’augmentation de la production de ROS et
I’épuisement du GSH peuvent aggraver le DILI déclenché par le traitement avec la combinaison
d’Amox et d’AClav (Petrov et al., 2021). Ainsi, nos résultats confirment que I’Amox associée
a I’Aclav exerce un effet délétére sur le statut redox des cellules hépatiques et rénales, en

altérant de maniére significative les niveaux de GSH, molécule clé de la réponse antioxydante.
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Conclusion et Perspective

L’amoxicilline associée a I’acide clavulanique (Amox/Aclav) est I’un des antibiotiques
les plus prescrits dans le traitement des infections bactériennes. Cependant, cette association
n’est pas exempte d’effets indésirables, notamment au niveau hépatique. Dans le cadre de cette
étude, nous avons mis en évidence une hépat-nephrotoxicité significative induite par une

administration de I’Amox/Aclav (30 mg/kg/j ; ip) pendant 7 jours chez les rats Albinos wistar.

Les résultats obtenus ont révélé une élévation marquée des enzymes hépatiques (ALT,
AST et ALP), traduisant une souffrance hépatocellulaire manifeste. De méme, 1’augmentation
du taux de bilirubine suggere une altération de la fonction hépatique. Cette toxicité est renforcée
par les perturbations observées au niveau du stress oxydatif, caractérisées par une peroxydation
lipidique (MDA) accrue et une réduction notable des défenses antioxydantes telles que le GSH.
Ces déséquilibres indiquent que 1’ Amox/Aclav est capable de générer un stress oxydatif
important, susceptible d'endommager les tissus hépatiques. Le rein est un autre organe vital
est affecté par I’Amox/Aclav (30 mg/kg/j ; ip) pendant 7 jours. Le bilan biochimique relatif a
la santé du rein démontre des élévations significatives des taux de créatinine et d’acide urique,
traduisant une altération possible de la fonction rénale. De méme, le taux d’urée sanguine était
¢galement augmenté, ce qui pourrait s’expliquer par une élimination rénale insuffisante. Les
marqueurs de stress oxydatif ont montré une augmentation significative de niveau la
malondialdehyde dans le rein, indiquant un stress oxydatif marqué responsable des

perturbations de parameétres de bilan biochimique.

A la lumiére de ces résultats, il est clair que 1’amoxicilline-acide clavulanique peut
entrainer une atteinte hépatique et rénale considérable, méme en 1’absence d’autres facteurs de

risque.

En perspective, une étude plus approfondie des mécanismes moléculaires de cette
toxicité serait pertinente, notamment en explorant d'autres biomarqueurs du stress oxydatif. Par
ailleurs, si les moyens techniques sont disponibles, la réalisation de coupes histologiques
hépatiques permettrait d’apporter une confirmation morphologique des lésions observées et de

compléter I’analyse biochimique par des observations microscopiques précises.
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Annexes



Annexe 1: Protocole détermination quantitative d’aspartate amino transférase GOT
(AST)/ (méthode NADH. Cinétique UV.) 3

v' Réactifs de Kit

Réactif 1 Solution | Tampon Tris pH 7,8 a 30°C | 80 mmol/l

tampon L- aspartate 200 mmol/l
NADH 0,18 mmol/I
Lactate déshydrogéné (LDH) | 800 Ul/I

Reactif 2 Substrat Malate 600 UI/I
déshydrogenisé(MDH) 12 mmol/l
Oxoglutarate

v Préparation des réactifs
Reprendre le substrat par 3 ml REF Pour REF (10018) et REF (10032) ou 10 ml REF
(10049) reconstituer chaque R2 par un flacon R1.

-Stabilité: 21 jours & 2-8°C ou 72 heures a température ambiante (15-25°C).

v" Mode opératoire
*Conditions de test:
Longueur d’onde : 340 nm.
Température : 25— 30 ou 37°C.
Cuve : 1 cm d’épaisseur.

1. Ajuster le zéro du spectrophotométre sur I’air ou I’eau distillée.

2. Pipeter dans une cuvette:

Solution de travail | iml | 3ml
Préincuber a la température choisie (25, 30 ou 37°C)
Echantillon \ 100 pl | 300 pl

3. Mélanger et incuber 1 minute.

4. Mesurer la diminution de la densité optique par minute

pendant 1 a 3 minutes.

5. Calculer la moyenne de 1I’augmentation d’absorbation par minute (Abs/min).

CALCUL =A DO/ min x 1750 = Ul/I.



Annexe 2: Protocole de détermination quantitative d’alanine amino transférase GPT
(ALT)/ (méthode NADH. Cinétique UV.)

v" Réactifs de Kit

Réactif 1 Tampon Tris pH 7,5 a 30°C | 100 mmol/l
Solution tampon | Alanine 500 mmol/l
Réactif 2 NADH 0,18 mmol/I
Substrat Lactate déshydrogéné LDH 1200 U/I
Oxoglutarate 15 mmol/l

v Préparation des réactifs
*Solution de travail : Reprendre le substrat par 3 ml REF (11015) et REF (11039) ou
10 ml REF Pour REF (11046) reconstituer chaque R2 par un flacon R1.

- Stabilité: 21 jours a 2-8°C ou 72 heures a température ambiante (15-25°C).

v" Mode opératoire
* Conditions de test:

Longueur d’onde : 340 nm.
Température : 25— 30 ou 37°C.
Cuve : 1 cm d’épaisseur.
1. Ajuster le zéro du spectrophotomeétre sur I’air ou 1’eau distillée.

2. Pipeter dans une cuvette:

Solution de travail | 1ml | 3ml
Préincuber a la température choisie (25, 30 ou 37°C)
Echantillon \ 100yl | 300pl

3. Mélanger et incuber 1 minute.

4. Mesurer la diminution de la densité optique par minute pendant 1 a 3 minutes.

5. Calculer la moyenne de I’augmentation d’absorbation par minute (Abs/min).
A la longueur d’onde 340 nm.

CALCUL =A DO/ min x 1750 = Ul/I.



Annexe 3: Protocole de détermination quantitative de glucose

TRISpH 7,4 92 mmol/L
Phénol 0,3 mmol/L
R Glucose oxydase (GOD) 15000 U/L
Peroxydase (POD) 1000 U/L
4 — Aminophénazone (4-AF) 2,6 mmol/L
GLUCOSE CAL Etalon primaire aqueux de Glucose 100 mg/DlI

v Préparation des réactifs
Le réactif et le calibrateurs sont préts pour I’emploi.

-Stahilité: 2-8°C, a I’abri de la lumiére et des sources de contamination.

v" Mode opératoire
*Conditions de test:

Longueur d’ondes: 505 nm (490-550).
Cuvette: 1 cm d’éclairage.
Température : 37°C / 15-25°C.
1. Régler le spectrophotometre sur zéro en fonction de 1’eau distillée.

2. Pipeter dans une cuvette:

blanc Etalon Echantillon
R (ml) 1,0 1,0 1,0
Etalon -- 10 --
Echantillon (ul) - - 10

3. Mélanger et incuber pendant 10 minutes a 37°C ou 20 minutes a température ambiante

(15-25°C).

4. Lire I’absorbance (A) de I’Etalon et I’échantillon contre le Blanc du réactif. La couleur

est stable au moins 30 minutes.

CALCULS
(A) Echantillon . mg ) .
%X 100(Conc. Etalon) = " de glucose dans I’échantillon.
(A)Etalon dL

Facteur de conversion : mg/dl x 0,0555= mmol/L.




Annexe 4 : Bilirubine totale
Réactif pour le dosage quantitatif de la bilirubine

v' Réactifs de Kit

Reéactif 1 Acide sulfanilique 30 mmol/I
Acide Chlorhydrique 150 mmol/I
Diméthylsulfoxyde 7 mmol/

Reéactif 3 Nitrite de sodium 20 mmol/I

Réactif 4 Standard Voir Mode opératoire
(préparation du standard R4)

Mode opératoire
* Préparation du standard (R4)

Reconstituer le lyophilisat R4 avec exactement 3 ml d’eau distillée. Attendre 15 minutes. Compléter
la dissolution du lyophilisat par retournements successifs du flacon. Les concentrations exactes sont
indiquées sur chaque flacon. La stabilité a I’obscurité apres reconstitution est :

2 jours a 20° - 25°C ; 4 jours a 2 - 8°C ;6 semaines a - 20°C.
Il est indispensable d’établir un facteur de calibration dans les conditions du laboratoire des la
reconstitution du R4.

Lecture
- Longueur d’onde : 555 nm (546 Hg) ;
- Température : 37°C;
- Cuve : 1 cmd’¢épaisseur ;
- Zéro de I’appareil : Blanc Standard ou blanc échantillon.

Solution de travail
Mélanger 20 Volumes R1 avec 1 volume R3.

Standard Echantillon

Blanc Dosage Blanc Dosage
Standard R4 50l 50 - -
Echantillon -- -- S0 pl S0 pl
Reéactif R1 1ml -- imi --
Solution de travail (B.T) -- 1ml -- 1ml
Mélanger et incuber exactement 5 minutes & 37°C ]
lire Fabsorbance (A) du standard et les échantillons contre leurs blancs.

Calcul :
[BilirunineTotale en mg/dL] = (Abs (A) échtantillon/Abs (A) Standard) x [Conc. standard]
abs (absorbtion)



Annexe 5: Protocole de détermination quantitative de I’acide urique (Méthode
colorimétrique Uricase)

v' Réactifs de Kit

Réactif 1 Tampon phosphate ; pH 7.4 50 mmol/I
Solution Tampon Dichloro2-4 Phénolsulfonate | 4 mmol/I
Réactif 2 Uricase 70 Ul
Enzymes Peroxydase 660 U/l
Amino-4-Antipyrine 1 mmol/l
6 mg/dl
Réactif 3 Standard Acide urique 60 mg/I
Standard 357 pumol/l

v’ Préparation des réactifs
1. Dissoudre le lyophilisat R2 avec le contenu d’un flacon Tampon R1.

2. Agiter doucement jusqu’a dissolution compléte avant d’utiliser le réactif (environ 5
minutes).

-Stabilité: 3 semaines a 2-8°C ou 7jours a température ambiante (20-25°C).

v" Mode opératoire
* Conditions de test:
Longueur d’onde : 510 nm (490-550).

Température : 20 - 25°C.
Cuve : 1 cm d’épaisseur.

1. Ajuster le zéro du spectrophotometre par le Blanc Réactif pour le standard et les
échantillons

Blanc Standard Echantillon
Standard -- 20ul --
Echantillon - - 20ul
Solution de travail Iml Iml 1ml

2. Melanger, lire les absorbances aprés une incubation de 5 minutes a 37°C ou de 10 minutes
a 20 - 25°C. La coloration est stable 30 minutes.

DO échtantill
CALCUL ; —=11T% x n.
DO Standard

n = Valeur du standard (n =6 mg/dl. n =60 mg/l. n =357 pmol/).



Annexe 6 : Protocole de détermination quantitative de ’urée (Méthode colorimétrique
Berthelot modifiée)

v" Réactifs de Kit

Reéactif 1 Solution tampon

Reéactif 2 EDTA 2 mmol/l
Salicylate de sodium 60 mmol/I
Nitroprussiate de sodium 32 mmol/l
Uréase 30000 U/I
Phosphate pH 6,7 60 mmol/I

Réactif 3 0,50/

Standard Standard Urée 50 mg/dl

8 ,325mmol/I
Réactif 4 Hypochlorite de sodium 40 mmol/l
(10xconcentré) | Hydroxyde de sodium 150 mmol/l

v" Préparation des réactifs

*Solution de travail : Dissoudre le flacon R2 dans le tampon R1.
Le réactif 4 est a compléter avec :
-90 ml d’eau distillée : REF 30030 et REF 30047.
- 450 ml d’eau distillée: REF 30016 et REF 30023.
-Stabilité: 6 mois a 2-8°C ou 14 jours a température ambiante (20-25°C).
v" Mode opératoire
* Conditions de test:
Longueur d’onde: 590 nm (578 Hg).
Température : 25-30-37°C.
Cuve: 1 cm d’épaisseur.
1. Ajuster le zéro du spectrophotomeétre par le blanc réactif.
2. Pipeter dans une cuvette:

Blanc Standard | Echantillon

Standard - 10ul -
Echantillon - - 10ul
Solution de travail Iml Iml Iml

3. Mélanger, incuber 5 min. a 37° C ou 10 min. a 20-25°C. Ajouter ensulite :

| RéactifR4 | 1ml | 1ml | 1ml |
4. Melanger et lire les absorbances aprés une incubation de 5 min, a 37°C ou 10 min & 20° -
25°C.

La stabilité de la coloration est de 2 heures a 1’abri de la lumieére

CALCUL

p DO échtantillon
Uree = ——M
DO Standard



Standard | Echantillon

Annexe 7: Protocole de détermination quantitative de créatinine (Méthode cinétique
colorimétrique sans déeprotéinisation)

v' Réactifs de Kit

Reactif 1 Hydroxyde de sodium 1,6 mmol/l
Reéactif 2 Acide picrique 17,5 mmol/I
Réactif 3 Standard Créatinine 2 mg/dl
Standard 20 mg/l
176,8 pmol/I

v Préparation des réactifs
* Solution de travail : Mélanger a parts égales R1 et R2.
-Stabilité: 1 mois a température ambiante (20-25°C).

v" Mode opératoire

* Conditions de test:
Longueur d’onde: 492 nm (490 - 510).
Température: 25 - 30 ou 37 °.
Cuve: 1 cm d’épaisseur.

1. Ajuster le zéro du spectrophotometre par 1’air ou 1’eau distillée.

Standard Echantillon
Standard 100pl -
Echantillon -- 100pl
Solution de travail 1ml 1ml

2. Mélanger et lire les absorbances DO1 apres 30 secondes.

3. Lire ensuite DO2 exactement 1 minute apres.

CALCUL

Calculer A DO =DO2 - DO1 pour le standard et les échantillons.

n = Valeur du standard. Créatinine =_ADO &chtantillon % 1
A DO Standard

n=2mg/dl.

n =20 mg/l.

n=176,8 umol/l.
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Nos résultats indiquant que 1’Amox/Aclav est capable d’induire un stress oxydatif
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le profil de sécurité hépato-rénale des associations antibiotiques, en particulier dans le cadre
d’administrations prolongées ou a fortes doses.
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