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oméga-3 : ®-3.
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P/L : rapport poids sur la langueur.
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Th : lymphocytes T auxiliaires.
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Introduction

Les plantes ont été de tout temps les alliées de I’homme, d’abord pour se nourrir et
aussi pour soulager ses maux. On sait que les plantes constituaient la base de la pharmacopée
et de la thérapeutique des civilisations antiques (Bouguerra, 2011). Selon I’organisation
mondiale de la santé (OMS), 75 a 95% des populations rurales (particulierement dans les pays
en développement) font recours a la médecine traditionnelle faite en grande partie a base de
plantes .Ces derniéres peuvent représenter un trésor pour la découverte de nouveaux
composés actifs et pour le développement de nouveaux médicaments et des agents

thérapeutiques potentiellement utiles (Romano et al., 2015).

Le lin, est considérablement employé dans le quotidien de la santé publique et
énormément introduit en nutrition animale. Ce n'est pas un nouvel aliment, il est un des plus
anciens et peut-étre, un des aliments originaux et précieux en raison de ses propriétés de
guérison qui ont fait de lui une plante millénaire aux vertus médicinales. Elle représente la
plus riche source végétale d’acide a-linolénique (oméga 3) (Tzang et al., 2009). Les
observations épidémiologiques ainsi que les études nutritionnelles menées sur I’animal et sur
I’homme ont montré que les huiles végétales alimentaires disposent de nombreux composants

doués d’activités biologiques et thérapeutiques (Belluzzi, 2002).

Le microbiote intestinal constitue un écosystéme complexe dont I’impact sur la santé
de ’homme est aujourd’hui reconnu. Il contribue a la fermentation des sucres et des protéines
et au métabolisme de nombreuses molécules telles que les acides biliaires et les xénobiotiques
(Quévrain et al., 2011).

Ces derniéres années, I’importance d’un microbiote intestinal bien équilibré (eubiose)
est devenue de plus en plus évidente pour la bonne santé de I’homme. L’existence d’une
dysbiose est ainsi une caractéristique des patients atteints de maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin (MICI) (Rahmouni et al., 2016). lls se regroupent en deux principales
entités : la maladie de Crohn (MC) ainsi que la rectocolite ulcéro-hémorragique (RCUH)
(Pittet et al., 2009) se caractérisant par des périodes de rémission et de récidive (Chermesh et
Shamir, 2009).

Actuellement, il existe tout un arsenal thérapeutique destiné aux MICI comprenant
des anti-inflammatoires, des immunomodulateurs et des anticorps anti-TNF. En raison du
role établi du microbiote intestinal et d’agents pathogénes entériques dans les MICI, la
manipulation de la microflore, principalement par une supplémentassion en probiotiques, et

I’antibiothérapie ont fait I’objet d’études intensives tant dans la RCUH que dans la MC (Irit

-



Introduction

Chermesh et Raanan Shamir, 2009). Cependant, toutes ces options thérapeutiques peuvent
présenter d'éventuels effets indésirables ou méme une efficacité relativement significative.
Malgré le fait est que de nombreux travaux ont été publi€s en ce qui concerne I’activité
anti-inflammatoire d’une grande variété de plantes médicinales, la recherche bibliographique
n’a identifié que trés peu d’articles sur la plante Linum usitassimum. Ainsi, ce travail a pour
objectif principal 1’étude de ’activité anti-inflammatoire in vivo d’extraits I’huile fixe de
cette plante et en second lieu I'é¢tude de l'activité antibactérienne in vitro. A cet effet, nous

avons suivi la méthodologie suivante:

e Induction de [linflammation colique par lacide acétique et étude
microbiologique de I’activité anti-inflammatoire intestinale de I'huile fixe de la
graine de lin sur un modele murin.

e Etudier I’activit¢ antibactérienne de I'huile fixe de la graine de lin vis-a-vis
d’especes bactériennes de référence (Gram positif et Gram négatif) en milieu

gélosé (test des disques) et en milieu liquide (détermination des CMI).

v
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Chapitre I : Partie Bibliographique

Partie I: Microbiote intestinal et maladie inflammatoire

chronique de ’intestin

I. Microbiote intestinal
1.1. Définition

Le microbiote définit I’ensemble des espéces bactériennes chez I’Homme qui colonisent
toutes les surfaces du corps humain exposées a I’environnement extérieur. L’organe le plus
colonisé est le tractus intestinal ou le cdlon a lui seul contient plus de 70% de tous les micro-
organismes du corps humain (Ley et al., 2006). Les micro-organismes sont dix fois plus
nombreux que nos cellules (10** bactéries contre 10* cellules (Lyra et al., 2012). Véritable
forme de commensalisme, les bactéries présentes dans notre tractus digestif perdurent par la
consommation de produits alimentaires ou issus de la desquamation de nos tissus et par cela
méme, nous permettent d’exercer les mécanismes physiologiques nécessaires pour assurer
notre bonne santé. C’est pourquoi le microbiote est aujourd’hui considéré comme un organe a

part entiére (Konturek et al., 2015).

1.2. Composition du microbiote intestinal
1.2.1. L’écosystéme digestif

Le tractus digestif présente des environnements différents de la bouche a I’anus. C’est
pourquoi les micro-organismes qui le colonisent vont varier en fonction du pH, du potentiel
d’oxydoréduction, des substrats et des sites d’adhésion qui caractérisent 1’organe cible ou la
niche écologique. Les micro-organismes se concentrent majoritairement dans la région
intestinale: cdlon et iléon (Marteau, 2013) (figure 1). D’autre part, on peut parler de plusieurs
types de microbiote intestinaux : le microbiote fécale, le microbiote luminal et le microbiote
associée a la mugueuse intestinale (Louis et Marteau, 2010).
1.2.2. La flore bactérienne

Elle est principalement constituée de bactéries anaérobies mais, il existe aussi des
bactéries anaérobies facultatives ou aérobies. L’analyse en biologie moléculaire de I’ARN
16S bactérien a permis d'identifier 4 phylums majoritaires dans le tractus intestinal :
Firmicutes et Bacteroidetes (> 90%), Actinobactéries (<10%), et Protéobactéries. (95%) des
bactéries de notre tractus digestif sont anaérobies et pres de 80% sont Gram positifs (figure 1)
(Salonen et al., 2014; Konturek et al., 2015).

-



Chapitre I : Partie Bibliographique

Elle appartient majoritairement au phylum Firmicutes (64%) apparenté aux genres
Clostridium, Ruminococcus, Peptostreptococcus et Lactobacillus. Le phylum Bacteroides
représente 23% de la population bactérienne de I’intestin et se compose des genres
Bacteroides, Prevotella et Porphyromonas. Les Protéobacteria sont minoritaires par rapport
aux autres genres (8%) et sont représentées par les genres Escherichia, Desulfovibrio et
Helicobacter. Enfin, les Actinobacteria (5%) regroupent les bifidobactéries (Lagier et al.,
2012; Sartor, 2008).

En outre, il existe des micro-organismes de passage dans notre tractus digestif. Ce sont
le plus souvent des levures ou des bactéries lactiques mais aussi certains pathogénes
(Marteau, 2013). Les organismes eucaryotes tels que les levures et les champignons peuplent
donc aussi notre tractus digestif. Les plus communes sont les levures issues des espéces
Candida et Saccharomyces. Néanmoins, la diversité de ces organismes est encore trés sous-
estimée (Lagier et al., 2012). Les archées sont présentes chez 4% des individus au sein de nos
feces la présence de Méthanobrevibacter smithii et Méthanobrevibacter stadtmanae (Dridi et
al., 2011).

5 ox 107-5 » 1000
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102-10 s 104210 107108 Sr:eg‘n:rﬂrﬁj;s Bacteroides 1 8
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e o P i Pe_p.ﬁ:l.
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Figurel : Répartition schématique de la flore microbienne dans divers compartiments
du tube digestif chez I’homme et le rat (les chiffres représentent le logarithme du nombre de

bactéries par gramme de contenu frai) (Ducluzeau et Raibaud ,1989).
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1.2.3. Implantation du microbiote intestinal
Le microbiote intestinal s’acquiert a la naissance, le nouveau-né est ensuite
continuellement exposé a de nouvelles bactéries provenant de I’environnement, de la
nourriture et des bactéries cutanées de 1’adulte. C’est entre 2 et 4 ans que la composition du
microbiote de I’enfant se stabilise. L’individu a alors constitué un microbiote qui lui est
propre et le définit (Arrieta et al., 2014;Chan et al., 2013; Salazar et al., 2014).
Plusieurs facteurs peuvent influencer sur 1I’implantation du microbiote intestinal. Il
s’agit de :
e Facteurs génétiques: La composition du microbiote intestinal proche chez les
jumeaux monozygotes (Dore et Corthier , 2010).
e Facteurs environnementaux : Influence du mode d’accouchement, de la date du terme
de la grossesse, des conditions d’hygiéne (Di Mauro et al., 2013).
e Mode d’alimentation : allaitement, alimentation mixte, ...ect.

¢ Antibiothérapie.

|.3.Méthodes d’étude du microbiote intestinal

Pendant longtemps, I’étude du microbiote a été limitée par le fait qu’environ 70 % des
bactéries qui le composent n’étaient pas cultivables par les techniques habituelles (Barbut et
Joly, 2010). L’utilisation récente d’approches moléculaires indépendantes de la culture a
bouleversé notre vision de 1’écosystéme digestif humain. Pour caractériser les populations
bactériennes, de nouvelles techniques moléculaires fondées sur I’ARNr 16S ont été
développées. Elles ont conduit a mieux identifier, quantifier et comprendre la complexité
microbienne de I’intestin humain. Historiquement, le clonage et séquencage de I’ADNr 16S a
partir de I’ADN fécal ont été les premiéres techniques ayant permis d’inventorier les espéces
dominantes de la flore fécale de I’adulte (Barbut et Joly, 2010). Grace a ces techniques, il a
été montré que la flore fécale était composée de trois lignées phylogénétiques majeures : le
groupe Bacteroides- Porphyromonas-Prevotella, le groupe Clostridium coccoides, et le
groupe Clostridium leptum.

1.4. Fonctions du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal joue un rble multiple et complexe et exerce ainsi de
nombreuses fonctions comprenant des effets immunogénes et nutritifs bénéfiques qui ont des

répercussions importantes sur 1’hote.

.
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1.4.1. Fonctions métaboliques
Au niveau métabolique, le microbiote posséde deux réles essentiels, d’une part, la
dégradation et la fermentation des substrats alimentaires et d’autre part, la régulation de

I’extraction et du stockage de 1’énergie.

1.4.2. Digestion, absorption et métabolisme

L’une des fonctions physiologiques majoritaire de I’intestin est 1’absorption des
nutriments. La digestion est engagée dans 1’estomac et aboutie dans le jéjunum. L’absorption
des nutriments a lieu en majorité dans le jéjunum, I’iléon (vitamine B12, sels biliaires) et le
colon (eau, électrolytes). Les micro-organismes de notre tractus intestinal fournissent de
nombreuses enzymes qui participent a ce processus. Ainsi, ces enzymes contribuent a trois
métabolismes nécessaires a la digestion: le métabolisme des glucides, le métabolisme des
lipides et le métabolisme des protéine (Beaugerie et al., 2014; Landam et al., 2016 ).

1.4.3. Effet barriere

Le microbiote intestinal exerce des fonctions protectrices vis-a-vis des pathogenes
extérieurs mais également des micro-organismes délétéres minoritaires qui le composent
(Clostridium difficile) via un effet de barriére. En outre, les micro-organismes commensaux
vont prévenir des phénomeénes de colonisation pathogene par des processus de compétition :
métabolismes des nutriments, modification de pH, secrétion de peptides antimicrobiens, effets
sur les voies de signalisation cellulaire (limitation des facteurs de virulence) (Ouwerkerk et al
., 2013;Walsh et al., 2014).

D’autre part, le microbiote intestinal est également impliqué dans le maintien de la
barriere intestinale. Par exemple, Escherichia coli, Bifidobacterium et Lactobacillus protegent
les cellules épithéliales des effets pro-apoptotiques de certains germes. D’autres
microorganismes maintiennent I’intégrité de 1’épithélium en régulant positivement des génes
impliqués dans la translocation des jonctions serrées ou le maintien des desmosomes. L’effet
de consolidation de la barriere par les bactéries est également un mécanisme de défense dirigé
contre les pathogénes invasifs. En effet, des lactobacilles inhibent 1’adhésion épithéliale
d’Escherichia coli entéropathogéne en stimulant la synthése de mucine, renforcant la barriere
protectrice de mucus (Ouwerkerk et al., 2013;Walsh et al., 2014 ).

.
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1.4.4. Fonction immunitaire

Le microbiote possede trois réles primordiaux sur le systeme immunitaire intestinal et
périphérique : un réle d’activation, de modulation et de régulation des réponses immunitaires
qui permettant & court et long termes une bonne adaptation de celles-ci par rapport a leur

environnement (Cao et al., 2014).

Il. Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI)
I1.1. Généralités

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) représentent un groupe
de pathologies caractérisées par une inflammation chronique d’une partie de la paroi du tube
digestif (Levy, 2008). De nombreuses données semblent les définir comme étant la résultante
d’une réaction immunitaire exacerbée contre la flore intestinale chez des sujets prédisposes
génétiqguement (Baumgart et Carding, 2007; Kaser et al., 2010).

Les MICI les plus fréquentes sont la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite
hémorragique (RCH). Une troisieme entité peut étre ajoutée, la «colite indéterminée,
présentant les caractéristiques d’une colite idiopathique pour laquelle I’ensemble des examens
réalisés ne permettent pas de trancher entre maladie de Crohn et recto-colite (Braus et Elliott,
2009).

Bien que I'étiologie des MICI ne soit pas encore complétement élucidée, il existe
maintenant un consensus général sur le fait que les facteurs étiologiques des MICI
comprennent une prédisposition géenétique (mutations au niveau du géne codant pour NOD2
ou CARD-15, récepteur cytoplasmique exprimé par les cellules immunitaires impliqué dans la
reconnaissance et la liaison du peptidoglycane des parois bactériennes) (Montbarbon, 2013),
des anomalies immunologiques (troubles des réponses immunitaires innées et adaptatives) et
des influences environnementales qui aboutissent finalement a l'inflammation du c6lon
(Figure 2).

.
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Figure 2: Les facteurs induisant les maladies inflammatoires chroniques de ’intestin
(Rahmouni et al., 2016).

11.2. Maladie de Crohn (MC)

La MC est caractérisée par une inflammation transmurale, discontinue pouvant
affecter I’ensemble des segments du tube digestif (de la bouche a I’anus) (Marteau et Jian,
2001; Xavier et Podolsky, 2007) (Figure 3). On distingue trois formes principales : 1’iléon
terminal et le cdlon dans 40% des cas, 1’iléon uniquement dans 30% des cas et enfin le cdlon
et la région ano-perinéale dans 30% des cas (De Saussure et Bouhnik, 2007). Les
manifestations cliniques de MC peuvent inclure la diarrhée ou la diarrhée sanglante, la
malnutrition, douleurs abdominales et perte de poids, I'arthrompathie ou les troubles de la

peau, se produisent rarement (Freeman, 2014 ; Rufo et Bousvaros, 2006).

11.3. Recto-colite-hémorragique (RCH)

Il s’agit d’une inflammation mucosale continue qui affecte le colon et le rectum
(Faharat et al., 1999; Xavier et Podolsky, 2007) (Figure 3). La RCH est caractérisée par une
inflammation superficielle de la muqueuse, des saignements rectaux, des diarrhées, une
douleur abdominale, fiévre, anoréxie, perte de poids, fatigue et sudations nocturnes.
Contrairement a la maladie de Crohn, la RCH touche généralement le c6lon et l'inflammation

est limitée a la muqueuse (Conrad et al., 2014).
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Figure 3 : Principales différences entre la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite

Hémorragique (RCH) (d’aprés inflammatory bowel disease, practice manual, 2004).

11.4. La barriere épithéliale

La premiére ligne de défense du systéme immunitaire de l'intestin est la muqueuse
épithéliale, un défaut de production de mucus a €été signalé chez les personnes atteintes de la
maladie de Crohn et de la RCH. L'épithélium forme une barriere avec des jonctions serrées
entre les entérocytes qui peuvent exclure I'entrée de la plupart des substances. La couche
externe du mucus est composée de mucine, et de certaines bactéries. Une variante du géne
muc2 confere une susceptibilité chez les humains aux MICI (Baumgart et al., 2007).

L’augmentation de la perméabilité de la barri¢re serait donc la résultante de nombreux
Phénomeénes: Apoptose des cellules épithéliales intestinales, altération des jonctions serrées,
ulcérations. La barriére épithéliale intestinale, lésée devient alors une véritable « porte
d’entrée » a de nombreux micro-organismes, ions, et autres molécules participant ainsi a la
génération et a ’entretien de 1’état inflammatoire et des diarrhées caractéristiques des MICI

(Wallace et al., 2014).

11.5. La dysbiose

L' étude de la microflore intestinale des patients atteint de MC par la technique de

culture ou par analyse moléculaire a permis de mettre en évidence une dysbiose genéralisée
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ou localiseé, correspondant aux anomalies du microbiote intestinal au cours des MICI. Ces
anomalies sont : une forte instabilit¢ du microbiote au cours du temps, la présence d’environ
30 % de bacteéries inhabituelles, une restriction de la biodiversité généralement aux dépends
du phylum des Firmicutes, et une augmentation de la concentration bactérienne muqueuse
(figure 4) (Seksik, 2010).
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Figure 4: Equilibre entre les états anti et pro-inflammatoire dans la muqueuse
intestinale (Barko et al., 2018)

La composition de la flore fécale différe entre patients attients de MICI et sujets sains
et la concentration des entérobactéries, en particulier Escherichia coli, est bien plus
importante chez les personnes attientes de MICI, pouvant méme representer la flore
intestinale domminante (Swidsinski et al., 2009; Willing et al., 2009). Une diminution des
Fermicutes caracterise également les MICI, avec notamment une diminution significative du
groupe Clostridium cocoides chez les patients atteints de RCH et de Clostridium leptum chez
les patients attient de MC (Sokol et al., 2008).

Ces changements de composition de la flore fécale semblent étre différents entre les

patients atteints de MC, de RCH et/ou d’infection colique, indiquant que ces modifications de
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la flore ne sont pas uniqument dues a des changements de conditions du tractus gastro-
intestinale, tel qu’un environnement inflammatoire (joossens etal., 2011).

La flore associée a la muqueuse est généralement différente de la flore fecale (Lepage
et al., 2011). Plusieurs études ont montré que la population bactériene totale est plus
importante en quantité chez les patients attients d’une MICI comparativement a des sujets
sains, que ce soit au niveau du muqueuse ou a la surface de I’epithélium intestinal (Kleessen
et al., 2002 ; Swidsinski et al., 2005). Une diminution des genres bactériens bénéfiques tels
que Bifidobacterium et Lactobacillus, et une augmentation des bactéries a potontiel
pathogéne, telles que Bacteroides ou E.coli adhérentes et invasives (AIEC) associees a la
muqueuse inestinale, et des Mycobacterium avium paratuberculosis ou des bactéries
productrices de sulfures, ont été observées chez les patients atteints de MC ( Coutinho et al.,
2017 ; Mazzarella et al., 2017 ; Seksik et al.,2003 ; Sokol et al., 2007).

En paralléle, des analyses de flore iléale de patients atteints de MC ont montré une
diminution significative de la quantité des d’espéces bactériennes produisant du butyrate de
Faecalibacterium parausnitzii et Roseburia hominis bactérie a potontiel immonudulateur et
anti-inflammatoire (Machiels et al., 2014 ; Sokol et al., 2008).

L’ensemble de ces resultats conforte I’hypothése d’une perturbation de la balance
entre les bactéries potontiellement bénifiques et les bactéries potontiellement pathogénes qui

pourraient contribuer a I’initiation et/ou a la chronicité des MICI.

11.6. Traitements des MICI

Il existe pleusieurs moyens thérapeutiques varient en fonction de la nature, la localisation,

la séverité et I’évolution de la MICI, il s’agit de :

e Immunorégulateurs: Anticorps monoclonaux anti-TNFa,

L’inflammation intestinale dans la MC est associée a une production locale accrue de
TNFa. Les anticorps monoclonaux anti TNFa (tumor necrosis factor alpha), se lient a
cette cytokine Pro inflammatoire pour en limiter I’action (Engel et Neurath, 2010).
Ces médicaments sont des anticorps monoclonaux completement humanisés, ou des
protéines chimériques se comportant comme des récepteurs solubles du TNF par
fixation. Ce bio- médicament diminue le TNF-alpha sérique, ce qui va permettre de
contréler l'inflammation régionale et I'évolution de la pathologie (Marko et Prka ,
2013).

:
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e Lesantibiotiques
Beaucoup d’antibiotiques ont un impact sur le microbiote intestinal avec un certain
degré de resilience de ce dernier mais aussi souvent des changements imprévisibles
durables de composition. Les autres arguments poussant a limiter 1’antibiothérapie
sont les risques d’effets secondaires (Marteau et al., 2017).

e Les prébiotiques et les fibres
Les prébiotiques ont été definis par Gibson et Roberfroid comme <<des composants
alimentaires non digestibles influencant génériquement 1’héte en stimulant
sélectivement la croissance et/ou 1’activité d’une ou de quelques bacteries dans le
colon et ameliorant ainsi la sante de 1’h6te>> (Chermesh et Shamir, 2009).

e Probiotiques
Les probiotiques sont des formulations d'organismes vivants conférant des effets
bénéfiques sur le destinataire lors de la livraison en quantités suffisantes (Barko
etal., 2018 ; Marteau et al., 2017 ).

e Transplantation fécale

La transplantation fécale du microbiome(FMT) entraine le transfert des feces d'un
donneur sain dans le tractus intestinal d’ un receveur malade. Le premier enregistrement
moderne de FMT, pour le traitement de I'nomme avec la colite pseudomembraneuse, a

été signalé en 1958 et tous les 4 patients traités ont survécu (Barko et al., 2018).

=
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Partie 11: Graine de Lin et huile fixe

I. Généralites
Lin ou flax ou linseed, est une des plus anciennes plantes cultivées (figure 5) pour son

huile et sa fibre. Le nom botanique, Linum usitatissimum a été donné par Linnaeus en 1857

dans son livre "Species Plantarum (Cité par Jhalla et Hall, 2010).

Figure 5: Fleur bleue de Linum usitatissimum (Heli et al., 2007)

L’usage du lin par I’homme est attest¢ depuis plus de 30 000 ans. La plante est
originaire d’Asie de 1'Ouest et de la Méditerranée (Millam et al., 2005 ), cultivée comme
source de fibre depuis au moins 5000 ans avant JC, elle est devenue principalement cultivée
pour son huile (Berugland, 2002 ; Oomah, 2001). Son nom latin « Linum usitatissimum » (lin
de tous les usages) est amplement mérité (Weill et Mairesse, 2010). En anglais appelé
Flaxseed , en arabe zariaa el ketan , est une plante herbacée annuelle qui appartient a la

famille des linacées comportant environ 300 espéces (Beroual et al., 2013).

I1. Description botanique

C’est une plante dicotylédone autogame qui appartient a la famille des linacees
(Linaceae) et au genre Linum (Bloedon et Szapary, 2004).
> Regne : Plantae (plantes)
Sous régne : Tracheobionta (plantes vasculaires)
Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs)
Classe : Magnoliopsida (dicotylédones)

Sous-classe : Asteridae

YV V V V V

Ordre : Linales
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> Famille : Linaceae
» Genre : Linum

» Espece : Linum usitassimum L.

Le lin est une plante annuelle, bisannuelle ou vivace, d’une extréme finesse, assez peu
profondément enracinée (racine pivotante) car le lin est arraché, il n’est pas fauché (Bernard,
2001 ; Roberto, 1982). Cette plante pousse a une hauteur maximale de 60 cm, aux formes
élancées et des tiges trés fibreuses, feuilles lancéolées ayant trois veines, jusqu'a 4 cm de long
et 4 mm de large et ses fleurs bleu vif ont jusqu'a 3 cm de diamétre (Pradhan et al., 2010). Les
capsules de fruits sphériques contiennent deux graines dans chacun des cinq compartiments.
La graine est plate et ovale avec une extrémité pointue (figure 6). Elle posséde une surface
lisse et brillante. Sa couleur varie du brun foncé au jaune (figure 6) (Freeman, 1995). La
texture de la graine de lin est croquante et moelleuse possédant un go(t agréable de noisette
(Carter, 1996).

La plante est originaire d’Egypte (Iserin, 2001 ). Elle est cultivée en qualité de plante
textile ou oléagineuse. Le Canada est le plus grand producteur de lin, environ 38% de la
production mondiale, suivie par la Chine, les Etats Unis, I'Inde et I'Union Européene (Jhalla et
Hall, 2010).

I11. Composition de la graine

La composition du lin varie selon la variéte et les facteurs environnementaux (Daun et
al., 2003). Les graines de lin sont composées majoritairement d’huile (30 a 45 %), de
protéines (10 a 30 %) et de fibres alimentaires (25-32 %), mais également de composés
secondaires (Coskuner et Karababa ,2007 ; Daun et al., 2003). Les graines de lin présentent
également des teneurs élevees en lignane et notamment en SDG (secoisolaricirésinol di-

glucoside), 75 a 800 fois plus que dans les autres graines oléagineuses (Nesbitt et al., 1999).
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Les téguments sont composés majoritairement de polyphénols et de composés glucidiques

(mucilage) alors que I’embryon est composé majoritairement d’huile et de protéines (Tableau

).

Tableau I : Composition chimique (%) des grains de lin (Coskuner et Karababa , 2007).

Humidité Protéine Lipide Fibre Cendre

4-8 20-25 3040 20-25 34

IV.Utilisation thérapeutique

C’est une plante millénaire aux vertus médicinales. La composition des graines de lin
est prometteuse pour ses proprietés de guérison,prodiguant un effet laxatif et anti-
inflammatoire (Halligudi, 2012) réduisant I’irritation du colon dans des affections comme les
colites, I’inflammation intestinale et les hémorroides (Isrin, 2001). 1l a été rapporté que la
plante exerce un effet antioxydant et anticancéreux (prévention du cancer du sein, utérin et de
la prostate),un effet anti-thrombotique et anti-allergénique (Chen, 2002 ; Halligudi, 2012 ;
Thompson, 2003). Les graines de lin favorisent la santé cardiovasculaire et stimule
I’immunité et a pour but de réduire les taux de glycémie postprandiale et du cholestérol, elles
ont aussi un pouvoir anti-obésité et anti-diabétique et en usage externe, elles sont utilisées
autre fois comme gel pour adoucir les cheveux (Halligudi, 2012). En outre, des effets
antimicrobiens ont également été attribués & I’huile de lin (Kaithwas et al., 2011). Enfin, il est
nécessaire de ne pas utiliser les graines de lin immatures car elles peuvent étre toxiques
(Iserin, 2001).

V. Huile fixe de graine de lin

L'huile de lin ou huile de graines de lin est une huile de couleur jaune d'or, tirée des
graines mares du lin cultive, pressées a froid et/ou a chaud, parfois elle est extraite par un
solvant, en vue de l'usage industriel ou artistique, principalement comme siccatif, ou huile
auto siccative en tant que mastic pour le calfatage et I'étanchéité. L'huile de lin est utilisée
pour peindre et vernir, pour saturer la matiere des ardoises, pour mettre au point le savon noir
et pour protéger les pieces de monnaie de méme que l'acier rouillé. Elle est impregne et
protege le bois a lintérieur comme a I'extérieur : protection contre I'humidite, les
champignons et les insectes et contre la poussiere par son caractere antistatique. L’huile de lin

a une texture qui va d’épaisse a liquide, sa teinte est claire (Bloedon et Szapary, 2004).

.
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Elle est conseillée chez les personnes souffrant de sclérose en plaque ou de
diabete. Elle a aussi un effet sur les systemes hormonal et immunitaire. L'utilisation
quotidienne d'huile de lin protége la membrane gastrique et urinaire. L’huile de lin
convient aussi pour le visage, le corps (massages et soins corporels). En usage
externe I'huile obtenue a partir des graines est reconnue pour ses propriétés adoucissantes et
émollientes. Elle protege et adoucit la peau irritée (Halligudi, 2012)

L’huile de lin est composée de 73% d'acides gras polyinsaturés, de 18% d'acides gras
Mono insaturés et seulement 9% d'acides gras saturés (Tableau cité dans 1’annexe ). Elle est
également connue comme étant la source la plus riche en oméga-3 : I’acide alpha linolénique
(ALA), qui représente 55% des acides gras totaux. La composition chimique de I’huile de lin
peut varier selon les lieux de culture et les variétés (Lafond et al., 2008).

Les particularités botaniques et organoleptiques sont susceptibles d’évoluer en

fonction des conditions de production (pays, ensoleillement, production biologique etc....).

» Couleur : Jaune or

» Odeur : Assez prononcée (si l'odeur devient rance, c'est le signe que I'huile s'est
oxydée et ne doit plus étre consommée)

» Texture : Relativement fluide

» Godt : Amer (selon les sensibilités) et fort.

&
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Partie |I: Matériels et Méthodes

Notre étude a été effectuée conjointement au niveau du laboratoire de biotechnologie
végeétale et ethnobotanique et du laboratoire de microbiologie I de la Faculté des Sciences de
la Nature et de la Vie, Université de Bejaia durant la période allant de Mars a Mai 2018.
L'objectif de ce travail est 1’étude de I’huile fixe (HF) d’une plante médicinale du genre

Linum (graines de lin). Ce travail comprend deux parties principales :

» Partie 1 : Etude de I’activité anti-inflammatoire (étude in vivo).

» Partie 2 : Etude de I’activité antibactérienne (étude in vitro).

. Matériel utilisé

I.1. Matériel végétal

Les graines de lin qui ont fait 1’objet de notre travail ont été achetées chez un
herboriste de Bouira (2017). Ce matériel végétal a été choisi parmi tant d’autres en raison de
sa grande utilisation par la population, de ses vertus thérapeutiques intéressantes et de sa
richesse en huile.

L’huile de lin a été extraite a partir des graines par macération a 1’aide d’un solvant
(éthanol) au niveau du laboratoire de biotechnologie végetal et ethnobotanique de I’université
de Bejaia selon le protocol de (Irshad et al., 2012), puis conservée a 4°C a I’abri de I’air et de

la lumiére. Elle n’est entiérement liquide qu’a la température de 32 et 34 C°.
1.2. Milieux et réactifs

Les milieux de culture et les réactifs utilisés sont reportés en annexe Il

1.3. Matériel biologique

1.3.1. Souches cibles testées
Il s’agit de souches bactériennes (Gram positif et Gram négatif) de référence disponibles au

sein du laboratoire de microbiologie (Tableau II).

.
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Tableau I1: Espéces bactériennes testées.

Espéces a Gram positif Espéces a Gram négatif

Staphylococcus aureus ATCC® 29213™  Escherichia coli ATCC ® 25922™

Staphylococcus aureus LGA251 (S. aureus Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853™

résistant a la méthicilline, SARM)

1.3.2. Le modéle animal

L’étude a été menée sur des souris males albinos agées de 4 a 6 semaines d'un poids
de 26-32g (souche NMRI pour Naval Médical Research Institute) (Figure 7). L’élevage de
ces souris se fait a une température ambiante de 25+2°C avec un cycle lumiére /obscurité de
12 h et un acces libre a 1’eau et a la nourriture des grains ONAB (Office National des
Aliments de Bétail).

Figure 7 : Photographie de souris albinos de souche NMRI
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1. Méthodes

I1. 1. Etude de I'activité anti-inflammatoire intestinale

La présente étude a pour but objectif d'évaluer l'activité anti-inflammatoire intestinale de

I’huile fixe chez des souris colitiques causées par l'acide acétique.

I1.1.1. Induction de I'inflammation colique par I'acide acétique

La colite a été induite par l'acide acétique par voie rectale suivant le protocole modifié
de Wang et ses collaborateurs (2008) illustré sur la figure 8.

Les 18 souris de (26-32g) privées de nourriture pendant 12h avec un acces libre a
I'eau, ont été subdivisées en 3 lots de 6, un lot témoin a recu de I'eau physiologique et 2 lots
colitiques : lot malade (acide acétique); et lot traité par 1’Huile Fixe (100 mg/kg). Les souris
anesthésiées de lot traité ont été administrées une dose d’HF de 100 mg/kg par voie orale
(Figure 8A), Aprés 2h de I'injection de ce dernier, une dose de 100uL de l'acide acétique a
5% a été administrée par voie rectale (Figure8B). Les animaux ont été ensuite maintenus téte
vers le bas pendant 20s pour limiter 1'expulsion de la solution d’acide acétique.Une dose de
HF (100 mg/kg) a été administrée quotidiennement pendant 2 jours, en vue de tester I'effet

anti inflammatoire de cette fraction.

.
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(A) (B)
Figure 8 : Présentation des lots et la méthode du gavage (a gauche), Administration de

I'acide acétique par voie rectale (a droite).

Le protocole expérimental d’induction d’acide acétique (AA ) et du traitement par

I’huile fixe appliqué sur les souris est résumé sur la figure 9.

> Lot Malade

AA 5% Sacrifice

& L
} 3¢ JOUR

008 ‘ o OUR ‘

Souris a jeun

> Lot traité avec I’huile fixe (HF)
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HF Sacrifice

3me JOUR

Souris a jeun

Figure 9: Protocole expérimental d’induction de la colite chez les souris induite par I’acide

acetique (AA) (lot malade) et d’un traitement par I’HF pendant 2 jours.

11.1.2. Evaluation des dommages causeés par la colite

L'indice d'activité de la maladie (DAI) a été enregistré quotidiennement en observant
le changement du poids corporel, la consistance des selles et les saignements. Chaque score a
été déterminé selon la méthode de (Cooper et al., 1993). Aprés 2 jours de traitement,
les souris ont été sacrifiées par décapitation apres les avoir anesthésiees. Les cblons ont été
récupérés, rincés doucement avec de l'eau physiologique, pesés, mesurés et utilisés pour une
observation macroscopique. La longueur du c6lon a été mesurée en cm entre la jonction iléo-
caecale et le rectum proximal et son poids mesuré en mg .

Le rapport P/L (poids/longueur du colon) a été calculé, son augmentation étant un

indicateur d'une inflammation intestinale (Annexe I11).
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11.1.3. Etude statistique

Les données sont présentées par graph pad comme moyenne = SEM. Les analyses
Ont été réalisées grace au test ANOVA, suivant le test de Dunnett, utilisé afin de comparer les
valeurs des groupes traités aux valeurs du groupe contréle, avec des significations statistique
de * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ns (non significatif), utilisant un effectif de n=6.

11.1.4. Analyses bactériologiques de la flore fécale (Bernard et Reynaud, 2003)
Un dénombrement des E. coli a été réalisé & partir des prélevements de selles des

souris de chaque lots (témoin, malade et le lot traité par I’huile fixe) (figure 10).
L'augmentation du nombre d'E. coli étant considéré comme indicateur de l'inflammation
intestinale.

e Prélevement
La matiére fécale de chaque souris a été prelevée dans des conditions stériles dans 9ml d’eau
physiologique (solution mére) puis dilués (dilutions décimales de 10 & 10°°).

e Ensemencement
Les suspensions bactériennes ont été ensemencées sur gélose sélective EMB en surface a
I’aide d’un rateau étaleur. Trois boites ont été ensemencées pour chaque dilution.

e Incubation
Les boites ont été incubées a 44°C pendant 24 H afin de sélectionner uniquement E. coli.

e Dénombrement
Pour chaque dilution, les colonies caractéristiques d’E. coli (colonies violettes semi-bombees
de 2 a 3mm de diamétre avec éclat métallique vert et un centre sombre sur la gélose EMB),
ont été dénombrées. Le calcul dUFC/ml a été fait selon la formule suivante :
UFC=N/ (V*F)
(Avec : V = volume de dilution ; N = nombres de colonies ; F = facteur de dilution)

e Confirmation de I’identification
A partir de chaque boite, trois colonies ont été repiquées sur milieu CHROMAGAR® et
ensemencées en paralléle sur milieu eau peptonée exempt d’indole et incubées a 44°C.

Apres incubation 1 a 2 gouttes du réactif Kovacs ont été ajoutées (Figurell).

.
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11.2. Etude de Pactivité antibactérienne

11.2.1.Test d’activité antibactérienne de I’huile fixe sur milieu solide (méthode des
disques) (Gachkar et al., 2006)

e Préparation des dilutions des huiles fixes
La solution mére a été préparée en pesant 40 mg d’huile diluée dans 1ml du mélange
eau/DMSO (500ml1/500ml). Par la suite, différentes dilutions ont été effectuées pour des
concentrations finales de: 400pg/ml (C1); 200ug/ml (C2) ; 100 pg/ml (C3) ; 50ug/ml (C4).

e Ensemencement des boites
Des boites de Mueller Hinton de 4mm d’épaisseur ont été ensemencées par écouvillonnage a
partir de suspensions bactériennes de10® UFC/ml (Absorbance entre 0,08 et 0,1 & 625nm).

e Dépodt des disques
Des disques de papier Whatman N°01 stérile de 6 mm de diamétre été imprégnés de 10 pl de
chaque concentration d’huile. ont été déposés sur les boites de Mueller Hinton préalablement
ensemencées. Un disque contenant le mélange eau/DMSO (500mI/500ml) est utilisé comme
témoin. Afin de permettre la diffusion des huiles, les boites ont été incubées a 4°C pendant
2h.

e Incubation
Les boites ont été incubées a 37 °C pendant 24h.

e Lecture
La lecture a été faite par la mesure des zones d’inhibitions autour du disque a ’aide d’une

regle en millimetre (mm).

11.2.2. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) en milieu liquide
La concentration minimale inhibitrice est la plus faible concentration des extraits qui
Inhibe les bactéries testées (NCCLS, 2000).

e Préparation de la microplaque:
50 pl de bouillon de Mueller-Hinton (MHB) mélangé avec Tween 20 a (0.5%) a éteé distribuée
dans les 96 micro cupules que contient la microplaque (12x8).

e Dilution:
A partir d’une concentration de 200 mg/ml de I’extrait de 1’huile fixe, 50 pl ont été prélevés
puis mélangés aux 50 pul de MHB plus Tween 20 contenus déja dans la premiére cupule. Par
la suite, 50 pl du contenu de la premicre cupule ont été prélevés puis déposés dans la cupule

adjacente et ainsi de suite. Ces dilutions permettent d'obtenir des concentrations decroissantes

.
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de I’huile fixe (de 200 & 0,39 mg/ml). Une rangée de cupules ne contenant pas d'extrait de
I’huile fixe est utilisée comme témoin pour vérifier I'inoculum bactérien (Figure 12).

e Ensemencement:
A partir d'une suspension bactérienne standardisée d'environ 10" UFC/ml, 50 pl ont été

déposés dans toutes les cupules. La microplaque est ensuite incubée a 37°C pendant 24H.

e Lecture:
La lecture est effectuée a I’ceil nu et la CMI est la plus faible concentration de 'huile a

laquelle aucun trouble n’est observe.

T1: témoinl (MHB sans Bactérie).

T2 : témoin 2(MHB+Bactérie testé, sans I’extrait de 1’huile).
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Figure 12 : Détermination des CMI par la méthode de micro dilution
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Partie Il. Résultats

l. Résultats

I.1. Etude de I’activité anti-inflammatoire intestinale
I.1.1. Résultats du DAI et du P/L

Les résultats ont révélé que ’acide acétique a provoqué une augmentation importante
du DAI (figure 13), avec des signes cliniques typiques, notamment: la diarrhée sanglante,
diminution de la consommation de 1’eau et de la nourriture et la perte du poids corporel. Un
cas de mortalité a été signalé au sein du lot malade. D'autre part, le traitement avec la dose
de HF (100mg/kg) a montré une réduction significative de DAI; le poids du célon et dans
I'amélioration de la longueur de ce dernier et tout simplement une amélioration générale de

1’état clinique des souris traitées (figure 13).

Témoin Malade 100 mg/kg

Figure 13 : Longueur des colons des différents lots.

Le rapport P/L du colon est considéré comme un indicateur direct de la gravité et de
I'tendue de l'inflammation intestinale (Sotnikova et al., 2013). Une augmentation
significative du rapport P/L par apport au lot témoin a été rapportée chez le lot malade. Chez
le lot traité, I'administration d'HF a réduit d'une maniére significative p<0,05 les valeurs de ce
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dernier a des niveaux plus ou moins similaires a ceux des souris dans le groupe normal (figure

14).

Control AA 100 mg/kg

Figureld: Effets de la fraction de I’huile fixe (HF) (100mg/kg) sur I’évolution du rapport
poids/longueur en mg/cm dans un model de souris colitique induite par l'acide acétique.
Les données sont exprimées en moyen £ SEM (n = 6). Les groupes avec différentes lettres
AA (groupe acide acétique); contrdle (témoin) ; groupe traitée (100mg/kg), statistiguement
(*P <0,05. ** P<0.01;*** p<0.001). L’évolution de poids du sur la longueur de chaque lot.
1.1.2. Etude de la flore bactérienne fécale

Les résultats des tests de confirmation de I'densification des E. coli sont représentés
dans la figure 15. Le dénombrement des E. coli & partir des selles des souris de chaque lot
était en moyenne de (5.10% UFC/mI) pour le lot "témoin”, de (2,65.10" UFC/ml) pour le lot
"malade” et de (8,02.10° UFC/ml) pour le lot "traité". On constate alors, une légére
diminution du nombre d'E. coli apres traitement & HF & une concentration de 100mg/kg, ce

qui signifie qu'il y a une diminution de l'inflammation par le traitement & HF (figure 16).
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Résultat positif pour Aspect des colonies sur Chromagar (rose)

la production d'indole (halo rouge)

Figure 15: Résultats des tests de confirmation de I'densification des E. coli

Figure 16 : Exemple des résultats du dénombrement & partir de la dilution 10 pour chaque
lot A (témoin), B (malade), C (traitée) sur milieu EMB.
1.2. Résultats de I'activité antibactérienne

Les résultats du test des disques n’ont révelé aucune zone d'inhibition que ¢a soit pour
les différentes concentrations de 1I'HF (400, 200,100 et 50 ug/ml ) que pour le témoin (DMSO
+ eau) (figure 17) .De méme pour le test de la détermination des CMI par microdilution, les
CMI pour toutes les souches cibles testées étaient de >200 ug/ml (figure 18). Ce qui veut dire

qu'il’ y a eu aucun effet antibactérien pour les concentrations testées.

E
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Figure 17: Résultats de l'activité antibactérienne par méthode des disques.
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Figure 18: Résultats des CMI sur microplaque.

Les CMI pour toutes les souches cibles testées étaient >200 pg/ml.
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I1. Discussion

La graine de lin est une graine millénaire aux vertus médicinales. Sa composition est
prometteuse pour ses propriétés de guérison. Prodiguant un effet anti-cholestérique, laxatif et
anti-inflammatoire (Halligudi, 2012). L’huile de lin est également une huile qui présente un
grand intérét dans la consommation humaine par son profil en acides gras et notamment ses
teneurs tres élevées en acide a-linolénique et acide linoléique (Massaro et al., 2010).

La premiére partie de notre travail a consisté en I'étude de I'effet anti-inflammatoire de
I'nuile de lin et ce par lI'induction de la colite chez la souris par des substances chimiques qui
est I'une des méthodes les plus utilisées pour produire un modele expérimental de maladie
intestinale inflammatoire. Ainsi, l'acide acétique induit des dommages graves aux muqueuses,
aprés une seule administration. Ce dernier libére des protons dans l'espace intracellulaire,
provoquant une acidification intracellulaire massive entrainant un dommage épithélial
immense, ce qui entraine une inflammation aigué¢ suite a des Iésions de 1’épithélium,
accompagnees d'une hémorragie généralisée, et la libération des médiateurs pro-
inflammatoires et des métalloprotéines participant a I’augmentation de la perméabilité de la
barriere épithéliale intestinale au cours des MICI (Otari et al., 2012).

L’augmentation de la perméabilité¢ para-cellulaire résulte donc de 1’altération des
jonctions serrées via 1’¢limination des cellules épithéliales par apoptose. Les foyers
apoptotiques sont associés a des stades précoces de 1’inflammation, tandis que, 1’érosion et les
ulcérations résultent d’une inflammation chronique et avancée. La dégradation de la barriere
de mucus, ’altération des jonctions serrées et 1’augmentation de I’apoptose des cellules
épithéliales exposent la barriére intestinale épithéliale aux antigénes de la flore commensale
(Bueno, 2010).

Les souris traité avec l'acide acétique présentaient une inflammation caractérisée par la
rougeur; la douleur; la chaleur et le gonflement entrainant le changement morphologique du
colon et I’augmentation du rapport P/L suite a la formation des nécroses et des fissures. Ceci
est dd & la formation du foyer inflammatoire qui implique une succession d'événements qui
sont: la vasodilatation permettant l'afflux massif de sang vers le foyer inflammatoire,
I'adhésion des leucocytes a I'endothélium vasculaire, une augmentation de la perméabilité des
capillaires permettant aux macromolécules de s'extravaser, la migration des leucocytes a
travers I'endothélium vasculaire (diapédéese) vers le foyer inflammatoire et l'activation des
leucocytes, ainsi que la production de médiateurs pro-inflammatoires permettant le

recrutement cellulaire .
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Dans notre étude, les résultats du traitement & ’huile fixe des graines de lin & une
concentration de 100 mg/Kg ont montré un bon effet sur la colite expérimentale induite par
I'acide acétique jugée par l'inversion significative de 1’augmentation du rapport P/L. Cet effet
anti-inflammatoire associé a I'huile de lin pourrait étre expliqué par sa forte teneur en acides
gras oméga 3. En effet, une étude menée par Quinn et ses collaborateurs (2008) a rapporté
que les omégas 3 favorisent le maintien d’un statut immunitaire correct des animaux de part
leurs propriétés anti-inflammatoires. De plus, les protéines de lin sont une excellente source
d’arginine, de glutamine et d’histidine. Ces trois acides aminés sont connus pour leur effet
stimulant du systéme immunitaire (Oomah, 2001).

D'autre part, I'analyse bactériologique de la flore fécale des différents lots de souris a
révéle une forte augmentation du nombre d’E. coli lors de I’inflammation induite par 1’acide
acetique (lot malade) par rapport au témoin (lot non malade). En effet, des études montre bien
que lors d’une inflammation digestive, il y a une dysbiose qui provoque un déséquilibre de la
flore se traduisant par ’augmentation des bactéries & Gram négatif et la diminution des
bactéries & Gram positif ,ainsi, des résultats similaires ont été rapportés dans une étude récente
et ce par 1’analyse de la matiére fécale par méthode moléculaire PCR de I'ARN16s suivi du
séquencage ou le nombre d'E. coli était significativement plus élevé chez des patients atteints
des MC et de RCH par rapport au contrdle (Qin Ma et al., 2018). En paralléle, d'autres
études ont rapporté que chez les patients atteints de MC, comparativement aux sujets sains, il
y avait diminution de germe Faecalibacterium prausnitzii qui produit le butyrate ayant pour
role l'induction de la production d'IL-10 et linhibition de la production de cytokines
inflammatoires, telles que I'lL-12 et I''lFN-y (Sokol et al., 2008; Mazzarella et al., 2017).

Dans notre étude, aprés traitement par I’HF a 100mg/ml, nous avons pu observer une
diminution d’E. coli dans la flore fécale en comparaison avec celle du lot malade, permettant
ainsi de suggeérer qu'il y a un certain effet anti-inflammatoire associé au traitement par I’HF de
Linum usitatissimum ce qui est en accord avec les résultats obtenus précédemment. Une étude
récente réalisée sur des patients atteints de MC a rapporté une abondance de bactéries du
genre Escherichia / Shigella chez les sujets malades. Alors que, pour les patients traités par
anti-TNF-o, Faecalibacterium était plus fréqguemment rencontré, ce qui est un signe de
I'efficacité du traitement (Doherty et al., 2018) . Ces résultats suggérent que le microbiote
féecal pourrait étre un biomarqueur non invasif utile pour diriger ou surveiller le traitement des

maladies gastro-intestinales.
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L activité antibactérienne réalisée dans ce travail par la méthode des disques ainsi
que par la détermination des CMI, a révélé que I’huile de lin n’avait aucun d’effet vis-a-vis
des souches bactériennes cibles,ce qui est probablement due a la faible concentration de
I'huile testée. Cependant, une étude récente sur I’activité antibactérienne de HF de L.
usitatissimum a montré des résultats positifs exprimés par une grande zone d'inhibition (15,83
et de 19,66 mm respectivement) & I'égard de S. aureus ATCC29737 et ITCC8531. Cette étude
a également montré une bonne activité antibactérienne vis-a-vis d’E. coli (ATCC 8739)
(Chytilova et al., 2013). Une autre étude a aussi démontré que I’huile de lin était douée d'une
activité antimicrobienne contre plusieurs microorganismes; Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis et
Candida albicans (Kaithwas et al., 2011).
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Conclusion et perspective

Conclusion et perspective

Au terme de ce travail, qui a porté sur 1’étude de I’activité antibactérienne et anti-
inflammatoire de I’huile végétale des graines de lin (Linum usitassimum L.), nous pouvons
tirer un certain nombre de conclusions :

e L'huile fixe étudiée n’a aucune activité antibactérienne vis-a-vis des souches
bactériennes testeées et ce pour des concentrations <400pg/ml.

e Un effet thérapeutique significatif (diminution du rapport P/L) de I'huile fixe &
100mg/kg a été rapporté associé a une diminution relative du nombre d E. coli chez le
lot traitée par rapport au lot malade.

A la lumiére de ces résultats préliminaires obtenus, nous pouvons dire que de I’huile de Linum
usitassimum peut étre considérée comme une stratégie thérapeutique potentielle dans le
traitement des MICI par sa forte teneur en acides gras oméga 3 de part leurs propriétés anti-
inflammatoires. De plus, les protéines de lin sont un excellent stimulateur du systeme
immunitaire.

En perspective, il serait donc important d'approfondir les recherches sur ces graines
intéressantes et ce par :

e Tout d’abord, du fait de leur caractére huileux, et par un souci de miscibilité dans les
milieux, il serait intéressant d’améliorer les techniques d’étude du pouvoir antibactérien de
cette huile du milieu gélosé vers le milieu liquide et vice-versa.

e || serait souhaitable aussi de réaliser 1’étude du pouvoir antibactérien d’huile fixe de

ces graines, déterminer sa composition chimique, et identifier les principes actifs.

e [L’augmentation de la dose d’huile de lin & tester aussi bien pour les études in vivo
qu’in vitro.

e [’augmentation du nombre de souris pour chaque lot afin de pouvoir appliquer des
tests statistiques et obtenir des résultats plus significatifs.

e La réalisation de coupes histologiques de 1’ulcération colite afin de confirmer les
résultats de I’effet anti-inflammatoire.

e L’application des techniques moléculaires telles que la PCR de ’ARNI16S et le
séquencage pour I’étude du microbiote fécal.

e Traitement préventif des MICI par I’huile fixe de microbiote fécal.
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Annexe |

Tableau : Composition en acides gras de I'huile de lin (Daun et al., 2003).

Nom de Nomenclatur Formule semi-développée Répartitio %
I’acide e n insaturé

gras Biochimique (%) S
et
saturés

Acide 5-15%

palmitiqu d’acide

e gras
saturés

Acide C18:0 H 26

stéarique

AVAVAVAVAVAVAVAVAY

Acide Cl18:1 9 10-22
oléique 7 oH 75-95%
D’acide

Acide  CI8 2 w6 ) | 1218 I e
linoléique -

HO / 12 S
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e — — s
HO" P 1 1 18
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Annexe 11

Composition des milieux de cultures (g/l d’eau distillée) (Le Minor et Richard, 1993).

Gélose Muller Hinton g/l
Hydrolysat acide de caséine 17.5
Infusion de viande 02
Amidon 1.5
Agar 17
pH 7.4+0.2
Eau distillée qsp

Chromagar orientation o/l
Extrait de levure et peptone 17
Chromogenic mix 01
Agar 15
pH 07

Eau distillée qgsp
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Gélose EMB g/l
Peptone de viande 10
Eosine jaunatre 0,4
Bleu de méthylene 0,067
Lactose 10
Phosphate de potassique 02
Agar 13,5
pH 7,4
Eau distillée qsp

Bouillon Mueller Hinton

Extrait de viande 1

Hydrolysat acide de caséine 17.5
Amidon 1.5
pH 7.4
Eau distillée qgsp

Mélange de peptones 10
Chlorure de sodium 5
Hydrogénophosphate disodique 35
Hydrogénophosphate de Potassium 1.5
pH 7.240.2
Eau distillée qsp

Les réactifs

Acide acétique (CH3COOH) a 100%.
Eau distillée.

Eau physiologique a (9%).

Ethanol (C2H60) a 96%.
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Réactif de Kovacs

Alcool amylique au isoamylique

Pradimethylaminobenzaldehyde

10

Acide chlorhydrique concentré

50ml
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Tableau : valeurs de rapport P/L de chaque lot.

‘ Lot sain Poids(mg) Langueurs (cm) P/L
Souris 1 609 9.2 66
Souris 2 659 10.6 62
Souris 3 574 9.8 55
Souris 4 684 10 68

Lot malade Poids(mg) Langueurs (cm)

Souris 1 395 8.4 47
Souris 2 388 6.5 59
Souris 3 539 9 59
Souris 4 377 8.8 42

Lot traité Poids(mg) Langueurs (cm)

Souris 1 331 7 47
Souris 2 477 8,5 56
Souris 3 471 8,9 52
Souris 4 377 8,5 44




Résumé

Cette étude avait pour objectif 1’étude in vitro de I’activité antibactérienne et 1’étude in
vivo de I’effet anti-inflammatoire d’une huile fixe de la graine de lin (Linum usitassimum L).

Un test d’activité antibactérienne de I’huile fixe a été réalisé par la méthode des
disques sur milieu solide par la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
sur le milieu liquide. D’autre part, I’effet anti inflammatoire de 1’Huile fixe a été testé avec
une dose de 100 mg/Kg sur une colite induite par ’acide acétique sur un modeéle animal
(souris albinos) , et en parallele, par I’analyse bactériologique de la flore fécale de chaque lot
(sain ,malade et traité par Huile Fixe), et ce par le dénombrement des Escherichia coli

Les résultats n’ont montré aucune activité antibactérienne de 1’huile fixe et ce pour une
concentration < 400 pg/ml. D’autre part, les tests statistiques ont révélé une différence
significative entre les rapports P/L du lot malade et du lot traité ainsi qu’une diminution du
nombre d’Escherichia coli dans la matiére fécale signifiant un certain effet anti-inflammatoire
de I’huile fixe.

L’huile fixe des graines de lin posséde un effet anti-inflammatoire pouvant ainsi étre
considéré comme une stratégie thérapeutique potentielle dans le traitement des maladies
inflammatoires chroniques de 1’intestin MICI.

Mots clés : Activité antibactérienne, Activité anti-inflammatoire, maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin, Huile fixe, graine de lin.

Summary

The purpose of this study was to study in vitro antibacterial activity and to study in vivo the
anti-inflammatory effect of a fixed oil of flaxseed (Linum usitassimum L).

An antibacterial activity test of the fixed oil was carried out by the solid-state disk method by
determining the minimum inhibitory concentration (MIC) on liquid medium. On the other
hand, the anti-inflammatory effect of the fixed oil was tested with a dose of 100 mg / kg on
acetic acid-induced colitis in an animal model (albino mice), and in parallel with
bacteriological analysis of the fecal flora of each batch (healthy, diseased and treated with
HF), by counting Escherichia coli .The results showed no antibacterial activity of the fixed oil
at a concentration < 400 pg / ml. On the other hand, the statistical tests revealed a significant
difference between the P / L ratios of batch the diseased and batch the treated, as well as a
decrease in the number of Escherichia coli in the faecal material, signifying a certain anti-
inflammatory effect of the fixed oil. The fixed flax oil has an anti-inflammatory effect and can
therefore be considered as a potential therapeutic strategy in the treatment of inflammatory
bowel diseases IBD

Key words: Antibacterial activity, Anti-inflammatory activity, inflammatory bowel disease,
fixed oil, flaxseed.
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