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Résumé

Les infections microbiennes restent des affections graves et leurs fréquences a augmentée
de fagon considérable au cours des derniéres années en raison de |’ usage extensif des agents
antibactériens et antifongiques. Le présent travail consiste a la valorisation des polyphénols
extrait de deux plantes (ortie et géranium) et d’ un sous produit oléicole (margine) récoltés
dans la région de Tizi-Ouzou. Les extraits bruts des feuilles d’ ortie et géranium, les extraits
des margines et le polyphenol commerciaiseé acide tannique ont fait I’ objet d’ une éude d’un
dosage des polyphénols par la méthode de Folin-Ciocalteu, d'une évaluation de I’ activité
antibactérienne et antifongique par la méthode de diffusion en milieu solide contre des
microorganismes uropathogenes suivi d'une détermination des parametres d'inhibitions
CMI/CMB. Alors que I’ activité antibiofilm des margines et d acide tannique est effectuée sur
microplaque a 96 puits et sur cathéter urinaire.

Les résultats de notre étude montrent que les extrait phénoliques de feuilles de géranium,
les extraits de margines et I'acide tannique ont une bonne efficacité vis-avis des
microorganismes testées. Cependant, les extraits bruts d’ ortie n’ont aucun effet inhibiteur sur
cesderniers.

Nous avons aussi obtenu une activité antibiofilm importante avec I'acide tannique et les
margines.

Mots clés : antibactérienne, antifongique, antibiofilm, polyphénols, margine, géranium.
Abstract

The microbial infections remain serious affection and there frequency increased in a
considerable way during last years because of the extensive use of the agent antibacterial and
antifungal. The present work involves the valuation of several extracts obtained from ortie,
geranium, and olive mill wastewater collected in TIZI-OUZOU area in Algeria. The crude
extracts of leaves both ortie, geranium, olive mill wastewater and tannique acide were subject
total phenolic dosing by Folin-Ciocalteu method , evaluation of antibacterial and antifungal
activity by disc diffuson method against uropathogenic microorganisms followed by
CMI/CMB determination, whereas the antibiofilm activity of some extracts was carried out on
96 wells microtitre plates and urinary catheter .

The results of our study show that phenolic extract of leaves of geranium, olive mill
wastewater and tannique acide were effective against microorganisms strains tested.
However, phenolic extract of leaves ortie were ineffective against this last. We have also
obtained antibiofilm activity by tannique acide and olive mill wastewater.

Key words: antibacterial, antifungal, antibiofilm, polyphenols, olive mill wastewater,
geranium.
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INTRODUCTION



I ntroduction générale

Les microorganismes sont impliqués dans un grand nombre de maladies et sont
responsables de la détérioration d’'une vaste variété de produits. Malgré les grands progrés
dans la compréhension de la pathogenése microbienne, les maladies infectieuses, y compris
urinaires, continuent a poser de sérieux problémes de santé publigue surtout dans les pays en
voie de développement. L’infection urinaire est I’une des infections les plus rencontrées en
milieu hospitalier, elles sont classées en deuxiéme rang apres les infections respiratoires.
Durant les 20 derniéres années, il a été prouve que |’ efficacité des antibiotiques sont fortement
diminués, les bactéries sont devenues de plus en plus résistantes (ISERIN, 2001 ; MATYAR
et al, 2008). En effet, |’ apparition de la résistance aux antibiotiques constitue un probléme
mondial de santé publique dont les principaux facteurs sont |’usage extensif et le mauvais
suivi des traitements par I’homme (HAMILTON-MILLERet SHAN, 2004). Néanmoins, une
meilleure utilisation des antibiotiques ne pourra que ralentir I’ extension des résistances et la
découverte de nouvelles molécules actives reste une nécessité.

Selon les statistiques de 2003 de I’ Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 80% de la
population mondiale a eu recours a la médecine traditionnelle pour satisfaire des besoins en
soins de santé primaire. D’ailleurs la pharmacopée humaine est riche d' un répertoire de pas
moins de 20000 espéces dont 50% sont utilisées en industrie pharmaceutique (ANONY ME,
2011). De ce fait, plusieurs progrées scientifiques qui sont a la recherche de nouveaux agents
antimicrobiens commencent a porter une attention particuliere aux végétaux.

L’ Algérie possede un climat variable qui favorise le développement d une flore riche et
diversifiée. En effet, le territoire Algérien couvre d’importantes ressources végétales réparties
sur les cotes, les plaines, les montagnes, la steppe, le Sahara. Elles représentent un réservoir
immense de composés potentiel attribués en métabolites secondaires qui sont de grandes
diversités de structure chimique et possedent une tres large activité biologique. Cependant,
I"évolution de ces activités demeure une téche trés intéressante qui peut faire I'intérét de
nombreuses éudes. Beaucoup d’ études épidémiologiques ont démontré qu’une alimentation
riche en aiment d' origine végétale réduit considérablement plusieurs maladies comme les
accidents cardiovasculaires et certains types de cancer (DAUCHET et al, 2005).Les é éments
préventifs des aliments d’ origines végétales sont di a la présence de vitamines C, E et A de
caroténoide et des composées phénoliques (GUO et al, 2003).

Diverse procedures de recherche des molécules bioactives ont mis I'accent sur la
valorisation des margines qui constituent un probleme majeur de pollution environnementale.
Les margines sont riches en éléments nutritifs minéraux et organiques (BOUKNANA et al,
2014) ainsi gqu’ en polyphénols qui se caractérisent par leur pouvoir antimicrobien (LARIF et
al, 2013). Les composés phénoliques des margines sont tres divers et leur structure est tres
variable. lIs proviennent de I’ hydrolyse enzymatique des glucides et des esters de la pulpe
d’ olive au cours du processus d’ extraction.

L’ objectif de notre travail sera consacré al’ éude statistique des infections urinaires ainsi
que la vaorisation de la biodiversité de notre région a travers I'évaluation de I'activité
antimicrobienne et antibiofilm des polyphénols totaux des extraits d ortie, géranium et des
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sous produits oléicolevis-a-vis des entérobactéries et des Candida issus des examens
cytobactériol ogiques des urines des personnes hospitalisées.

Ce manuscrit comporte deux parties:

La premiere partie est consacrée a une étude bibliographique. Le premier chapitre
décrirera les différents types des infections urinaires, un second chapitre donnera quelques
notions sur les biofilms bactériens et le troisieme chapitre donnera un apercu sur les
polyphénoals et leurs modes d’ actions.

La seconde partie sera réservée a la présentation du matériel et méthodes ainsi que les
résultats de nos travaux expérimentaux gue nous subdiviserons encore en deux parties. Le
résultat et la discussion de chaque expérimentation seront exposés dans le dernier chapitre.



- partie
ibliographique



Chapitre T

Les infections urinaires
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|.1. Anatomiedel’appareil urinaire
1.1.1. Définition del’ appareil urinaire

C'est un ensemble d organes assurant I'épuration du sang ains que la production et
I'dimination de l'urine. Le systeme urinaire est composé de deux reins, deux ureteres, la
vessie et |’ uretre (figure 01).

rein

uretére

vessie

L\"/ urétre

Figure 01. Anatomie de |’ appareil urinaire (ANTILLES, 2004).

1.1.2. Haut appareil urinaire
1.1.2.1. Lesreins

Les reins sont situés dans la région lombaire de part et d’ autre de la colonne vertébrale.
IIs sont plagués contre la paroi abdominale postérieure. IIs ont la forme de |” haricot a grand
axe longitudinal, Iégéerement oblique a I'extérieur. Leur bord interne est concave, le bord
externe est convexe (LEILA, 2005). Ils mesurent environ 12 cm de long, 6 cm de large et 3
cm d’ épaisseur.

[.1.2.2. Lesureteres

Ce sont des conduits musculo-membraneux qui conduisent I’ urine des pelvis rénaux ala

vessie.
1.1.3. Basappareil urinaire
.1.3.1. Lavessie

La vessie est un sac musculo-membraneux qui sert de réservoir pour I’ urine. Sataille et
sa position varient en fonction de la quantité d’ urine et ses rapports aux organes adjacents se
modifient avec le remplissage alafois de lavessie et du rectum (PAN et al, 2012).
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.1.3.2. L'urétre

L’urétre est le conduit musculo-membraneux qui fait communiquer la vessie et
I’ extérieur.

Chez I’homme, il est uro-génital et long, il mesure 25 cm jusqu’au méat externe, sa
largeur moyenne est de 7 a8 mm.

Chez lafemme, il est uniqguement urinaire et court, il mesure 3 a4 cm de long et 8 mm
de large (LACOMBE, 1989).

|.2. Etudedel’urine
|.2.1. Définition del’urine

L’urine est un liquide organique de couleur jaune, normalement stérile, limpide, salé,
d’ odeur spéciale, |égérement acide (pH 5 a 6), de densité de 1,016 a 1,020, produit a raison de
1.5 litres/Jours en moyenne (LACOMBE, 1989 ; BOUGATTOUCHA et BOUDELLAA,
2010).

1.2.2. Composition d’urine
Les éléments figurants d’ urine sont représentés dans le tableau |.

Tableau |. composition de |’ urine (RENE, 2008).

Constituantsdel’urine Constituants pathologiques de l’urine
Lescellules épithéliales Les bactéries
Lescristaux : Lescylindres

e Lescristaux de phosphate
amoniaco- magnésium et
d’oxalate de calcium ;

e Lescristaux decystine;

e Lescristaux d’acideurique.

Les cylindres granuleux ;
Les cylindres hématiques ;
Les cylindres leucocytaires ;
Les cylindres cireux.

Lescylindreshyalins Les hématies
Les leucocytes
e Polynucléaires;
e Monocytes;
e Lymphocytes.

Levures
Parasites
Virus
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|.3. L’infection urinaire

|.3.1. Définitions

L’infection urinaire (IU) est définie par la présence dans les urines, qui sont
normalement stérile, des germes a un nombre supérieur ou égal 10°germesml et des
leucocytes en nombre anormalement éevé (KAUNAN, 1988 ; KOUADIO, 1992).

En termes de fréquence, les U se placent au premier rang des infections nosocomiales et
au deuxiéme rang des infections acquises dans la collectivité apres les infections des voies
respiratoires (QUERIN et VALIQUETTE, 2000).

Selon CTINILS (Comité Technique des Infections Nosocomiales et des Infections Liées
au Soins) (2007), I'infection est dite nosocomiale lorsqu'elle est acquise dans un établissement
de santé apres au moins 48h d’ hospitalisation.

|.3.2. Classification del’infection urinaire

Selon LOBEL et SOUSSY (2007), les IU sont classées en deux classes selon leur
complexité.

[.3.2.1. L'infection urinairesimple

L’ IU simple concerne les patients qui ne présentent pas de facteurs de complication. Elle
se limite aux femmes jeunes sans facteurs de risque et aux femmes de plus de 65 ans sans
comorbidité.

1.3.2.2. L'infection urinaire compliquée

L’ IU compliguée concerne les patients qui ont au moins un facteur de complication tel
gue le diabéte, les malformations et la grossesse.

1.3.3. Typed’infection urinaire et diagnostic clinique

Selon BRUYERE et al (2008a), et selon le niveau datteinte de |'appareil urinaire on
distingue les formes suivantes :

1.3.3.1. Lacydtite

La cystite est loin la forme d’'IU la plus courante, elle touche presque uniquement les
femmes. 1l s'agit de I'inflammation de la vessie, elle s'accompagne toujours d’une urétrite.
Elle se manifeste par des brilures pendant les mictions et des besoins fréquents d'uriner. Les
urines sont parfois troubles, hémorragiques et/ou malodorantes. 1l existe souvent une douleur
ou une pesanteur dans le petit bassin.
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.3.3.2. L'urétrite

C'est I'infection qui touche uniquement |’uretre on |'appelle urétrite. Il s agit d' une
infection transmissible sexuellement courante chez les hommes, mais les femmes peuvent
aussi en souffrir.

1.3.3.3. La prostatite

La prostatite signifie simplement une inflammation du tissu prostatique, c'est une
infection survenant en particulier chez I'homme. La prostatite Saccompagne pratiquement
d'une cystite associée. Elle se traduit par des brllures en urinant, des besoins fréguents et des
faibles volumes urinés. Existent également une fievre élevée, des frissons et parfois des signes
grippaux (douleurs musculaires ou articulaires). Il peut exister un écoulement de pus par le
méat urétral. L'urine peut étre trouble et malodorante.

1.3.3.4. La pyélonéphrite

La pyélonéphrite est une affection plus grave, elle signifie I'inflammation du bassinet et
du parenchyme rénal et de sa voie excrétrice. Celle-ci résulte généralement d’'une infection
bactérienne. Il peut s'agir d’'une complication d’'une cystite non traitée ou mal traitée qui
conduit a la prolifération des bactéries de la vessie vers les reins. La pyéonéphrite est
responsable de signes généraux: fievre éevée (39°- 40°), frissons, atération de I'état général.

[.3.4. Transmission

Selon KOUADIO (1992), Latransmission del’ U sefait soit par contact direct ou
indirect

[.3.4.1. Par contact direct

Cette transmission est du aux mains du personnel soignant porteur de germes provenant
d'autres malades.

Les bactéries éant introduites dans la vessie a |'occasion de différents gestes : lavages
vési caux, déconnexions intempestives du montage entre la sonde et le systéme de drainage.

[.3.4.2. Par contact indirect

Les objets contaminés, les aiments, les liquides de perfusion et les solutions
d'antiseptiques contaminées sont al’ origine de latransmission indirecte de I’ [U.

|.3.5. Physiopathologie

L’appareil urinaire est un systeme clos et stérile. Seuls les derniers centimetres de
I” uretre comportent une flore multiple, digestive, cutanée et génitae.

L'IU est le résultat d' une interaction entre la virulence des germes et les moyens de
défense de la muqueuse et de I’ hote.
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[.3.5.1. Voiesd’ acces

Les voies d’accés peuvent se faire par voie ascendante (la plus fréquente) ou
hématogene, enfin, par la voie lymphatique.

.3.5.1.1. Voie ascendante

Les microorganismes, vont coloniser la région péri urétrale pour ensuite accéder a la
vessie par croissance ascendante dans I’ urétre. Si les pathogenes parviennent a surmonter les
mécanismes de défense, ils pourront atteindre lavessie et le rein (BOULARD et RAVUSSIN,
1992 ; LOBEL et SOUSSY, 2007).

1.3.5.1.2. Voie hématogéne

Dans de rares cas, une U peut plutét résulter de I'insémination hématogene ou de la
transmission contigué des tissus infectés adjacents (ANINCH et TANAGHO, 1991 ;
BRUYERE et al, 2008a).

1.3.5.1.3. Voielymphatique

La voie lymphatique est rare, mais les germes infectieux peuvent gagner la vessie et la
prostate par les lymphatiques du rectum et du colon chez I'homme et les voies urogénitales
féminines par les lymphatiques utérins (ANTOINE, 1976 ; ANINCH et TANAGHO, 1991).

|.3.6. M écanisme de défense contrelesinfections urinaires

Les différents mécanismes de défense contre les |U sont résumés comme suite :

e Lalongueur del’ uretére chez I'homme (LOBEL et SOUSSY, 2007);

e Les caractéristiques physicochimiques de l'urine : Forte concentration en urée, acides
organiques, pH acide, osmolarité (JOHNSON, 1991 ; SCHAEFFER, 1997 ;

TOSTAIN et al, 1999) ;

e Leflux urinaire intervient également comme mécanisme de défense naturel. La
miction permet en effet d'éiminer les bactéries (CARON, 2003) ;

e Protéine de Tamm-Horsfall (JOHNSON, 1991), il s agit d’ une glycoprotéine soluble
riche en résidus mannose qui va donc fixer les bactéries possedant des pili de type | et
ainsi permettre leur éimination lors de lamiction.

e Exfoliation des cdlules infectées ou la couche de muco-polysaccharide sur
I'épithélium vésical qui limite I'adhérence des bactéries ;

e Lessecrétions prostatiques qui ont des propriétés antibactériennes (présence de Zinc)
(BRUYERE et al, 2008 b ; BRUY ERE, 2010), elles permettent d'inhiber la croissance
des bactéries.

e Leseffecteurs de laréponse immunitaire sont un mécanisme de défense spécifique de
I’organisme (TOSTAIN et al, 1999).
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|.3.7. Facteursfavorisant la survenued'infection urinaire
|.3.7.1. Facteursliésalabactérie
e Lesantigénes de Paroi (ANINCH et TANAGHO, 1991).

Les antigenes de la paroi bactérienne ont été les premiers incriminés a rendre la bactérie
plus résistante ala phagocytose et al'action du complément.
Plus de 150 souches d'E. coli ont é&é déterminés, La plupart des infections sont dues aux
groupes sériques O1, 02, 04, 06, 018 et O75. Aing, l'antigene O est considéré comme
facteur de virulence.

e Adhésines bactériennes (LECOMTE, 1999).

La colonisation bactérienne des muqueuses dépend de la capacité d'adhésion du germe
aux cellules épithéliales. Cette adhésion se fait d'une maniere séective a divers muqueuses et
cela au moyen de structures filamenteuses de surface qui sont des prolongements chevelus
minuscules appelées pili ou fimbriae, ou au moyen des protéines non filamenteuses de la
membrane externe de la paroi appelées Afimbrial Adhésins. Ces adhésines se projettent du
corps de la bactérie vers des récepteurs spécifiques ala surface de I'épithédium.

e Acquisition du fer (JOHNSON, 1991).

Certaines bactéries sont des sidérophores. Elles acquierent le fer de I'h6te au bénéfice de
leur croissance et de leur développement et elles codent des systemes de chélation du fer tels
gue I’ aérobactine. Ce dernier est codé chez E. coli par les génes responsable de la résistance
aux antibiotiques.

|.3.7.2. Facteursliésal hote

e Lafaible distance entre |’ orifice vaginal et anal ainsi que le petit diamétre du I’ urétre
par rapport a I’homme favorise la colonisation bactérienne (LOBEL et SOUSSY,
2007) ;

e Les frottements sexuelles ains que I'utilisation de diaphragme contraceptif ou de
spermicide alterent la flore vaginade normae et favorisent la colonisation et la
croissance bactérienne (LOBEL et SOUSSY, 2007 ; CHUNG et al, 2010) ;

e Lesmalformations congénitales (BOILLOT, 2003) ;

e Lesmoadifications physiologiques pendant la grossesse ;

e Déficit en cestrogenes (LOBEL et SOUSSY/, 2007) perturbe laflore vaginale;

e Diminution des secrétions prostatiques et I’augmentation du volume de la prostate
chez I"'homme plus de 50 ans (COX, 1998 ; JARDIN et THIOUNN, 2002) ;

e Lesondage urinaire intermittent ou a demeure (LOBEL et SOUSSY, 2007) ;

e Une prise dantibiotique, quel que soit le motif, déséquilibre la flore périnéae et
favorise la colonisation bactérienne (CHUNG et al, 2010) ;

e Lediabete (ROSTOKER et al, 1991).
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1.3.8. Diagnostique des infections urinaires

Le diagnostic repose alafois sur laclinique, laréalisation d’ une bandel ette urinaire (BU)
et d'un ECBU.

[.3.8.1. Interrogatoire

L’interrogatoire repose sur larecherche :
e Dessignesfonctionnels urinairestels que lafiévre et des brulures mictionnelles;
e Des antécédents d'1U et le délai entre chague épisode, la définition de la récidive est
décrite comme la survenue d' au moins 4 épisodes de cystite par an ;
e Des antécédents médicaux-chirurgicaux : anomaie de I'appareil urinaire,
iMMmuNosuppression, ménopause.

|.3.8.2. Examens complémentaires
1.3.8.2.1. La bandelette urinaire

Selon GOUDAUT (2008) et RENE (2008), les BU permettent de détecter I’ activité
leucocyte estérase traduisant la présence de leucocytes et la production de nitrites traduisant
une activité bactérienne. Elles recueillent donc des signes indirects d’'infection et ont une
bonne valeur d’ orientation.

- Lesreglesd’utilisation de la bandelette

Il est important de vérifier avant |’ utilisation d’ une bandelette, sa date de péremption et
de respecter les conditions de conservation (dans un endroit sec et frais, al’ abri de I” humidité,
delalumiére, delachaleur, atempérature entre 15°C et 30°C, mais hors du réfrigérateur).

Lors de la présence de signes d'IU, il convient de prélever les urines dans un récipient
sec et propre puis de tremper la BU dans les urines (1 seconde). 1l est conseille de la maintenir
horizontale pour éliminer |’ excédent.

- Résultat et interprétation

Il est nécessaire d’ attendre au moins une minute pour lire les résultats. Ensuite, il faut
comparer les zones réactives avec la gamme col orimétrique présente sur le flacon aux temps
indiqué.

v" Une BU est dite négative quand laleucocyturie et les nitrites sont négatifs.
v' UneBU est dite positive si une leucocyturie ou des nitrites sont détectés.

Une bandel ette négative permet de dire que I’ U est tres peu probable. En revanche une
bandel ette positive ne suffit pas aaffirmer I’ [U. Une uroculture est nécessaire.
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1.3.8.2.2. Examen cytobactériologique des urines (ECBU)

ECBU est un éément du diagnostic mais n'est pas un outil de diagnostic absolu. La
culture permet de préciser I’ espece bactérienne, de quantifier la bactériurie et d effectuer un
antibiogramme.

L’ECBU impose des techniques de prélévement rigoureuses, des conditions de
conservation et de réalisation précises ains qu’ une interprétation critique des résultats.

1.3.9. Germesresponsables d’infection urinaire

Les principaux germes pathogenes responsables des 1U sont :
e Desbacilles Gram négatifs
v Les Entérobactéries : Ils sont responsables de 80 a 90 % des |U.

Les germes les plus fréguemment en cause sont:
- Escherichia coli (80 % des IU communes de la femme), Citrobacter, Proteus, Klebsiella
pneumoniae.

Les germes des infections hospitalieres sont par ordre de fréquence :
-Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Serratia, Proteus.

v Lesbactéries Gram négatif non Entérobactéries

- Pseudomonas aeruginosa : fréquemment isolé, il pose souvent un probleme de traitement du
fait de samultirésistance aux antibiotiques ;

- Acinetobacter : bactérie opportuniste dont le réle dans les infections nosocomiales va
croissant.

e Lescocci Gram positifs

IIs sont responsables de 5 a 10 % des infections. Ce sont:
- les Entérococcus : E. fecalis

- Streptococcus du groupe D, G le plus souvent et B

- Saphylococcus aureus ou Saphylococcus épidermidis.

e Champignons

Dans certaines circonstances des levures représentent une infection réelle des voies
urinaire, les deux principaux organismes pathogénes sont le Candida albicans et plus
rarement le Candida tropicalis.
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Les Candida sont des commensaux naturels du tube digestif, de la peau et de |’ appareil
génital chez la femme. L’atteinte rénale se fait habituellement par voie hématogene a
I’ occasion d’ une candidémie, La cystite a Candida se développe par voie ascendante.

e Parasites

La vessie et les uretéres peuvent étre envahis par un parasite, le Schistosoma
haematobium. La schistosomiase urinaire est causée par une réaction granulomateuse aux
ceufs déposeés dans la paroi urétérale et vésicale.
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[1.1. Définition du biofilm

Le terme biofilm étymologiquement parlant vient du grec «bios» et de I'anglais «film»
qui signifie pellicule (COSTERTON, 1999).

Le biofilm est défini comme un ensemble de cellules microbiennes agrégées, il peut étre
constitué d'une ou plusieurs especes différentes de microorganismes (BEHLAU et
GILMORE, 2008), il se fixe a une surface inerte ou vivante et réunie au sein d’ une matrice
d’ exo-polysaccharide adhésive autoproduite et protectrice qu'il secréte (DUNNE, 2002 ;
COOPER et OKHIRIA, 2006 ; HALL-STOODLEY et al, 2012). Le biofilm constitue le
mode de vie majoritaire des microorganismes par opposition a I'éat planctonique
(STOODLEY et al, 2002 ; VAN HOUDT et MICHIELS, 2005).

I1.2. Facteursfavorisant la formation d’un biofilm
I1.2.1. Caractéristiques dela surface
a) Rugositédelasurface

Plus une surface est rugueuse, plus la colonisation est importante (CHARACKLIS et
MARSHALL, 1990). Les forces répulsives sont moindres et la surface de fixation est
augmentée, grace a la présence d' aspérités (DONLAN, 2002). Néanmoins, certaines souches
sauvages de bactéries colonisent aussi des surfaces lisses (DONLAN et COSTERTON, 2002).
Les biofilms auront ains tendance a se former au niveau des aspérités des matériaux
(BALABAN et al, 2003 ; ESPINASSE et al, 2010).

b) Propriétésphysico-chimiquesdela surface

Les microorganismes se fixent plus facilement a des surfaces hydrophobes et non
polarisées comme le Téflon ou d autres matieres plastiques, que sur des matériaux
hydrophiles comme le verre ou les métaux (BENDINGER et al, 1993).

c) Présencedefilmsprotéiquessur lasurface

La présence préalable sur un biomatériau d’ un film protéique comme le sang, les larmes,
I’urine...etc. favorise laformation de biofilm (MITTELMAN, 1996).

I1.2.2. Caractéristiques du milieu

La formation et la dispersion d'un biofilm nécessitent des éguipements enzymatiques
précis et des entités structurales particulieres, dont I'activation dépend de facteurs
environnementaux clefs (FLETCHER et al, 1993 ; DAVEY et O’ TOOLE, 2000 ; DONLAN,
2002 ; MARTINEZ et CASADEVALL, 2007 ; GOLLER et ROMEO, 2008).

a) Température

La température affecte I’activité métabolique et enzymatique des bactéries, influence
certains parameétres physicochimiques et elle a un effet significatif sur la mobilité électro-
phorétique cellulaire et la production de flagelles et, ainsi sur I’ adhésion (DUMAS, 2007).
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b) pH

Le pH du milieu environnant modifie la charge de surface des microorganismes ainsi que
celle des supports solides (HAMADI et al, 2004), ce qui peut avoir comme conségquence une
réduction ou une augmentation des interactions électrostatiques répulsives défavorables a
I'adhésion (BOUTALEB, 2007).

¢) Hydrodynamiquedu fluide

Selon DONLAN (2002), Les zones qui sont moins soumises aux forces exercees par les
fluides favorisent la formation du biofilm.

d) Concentrationsen nutriments et de cations

La concentration en nutriments doit étre éevée pour qu'il puisse y avoir formation d’un
biofilm dans un milieu statique mais ce n'est pas le cas pour un milieu hydrodynamique
(SPORMANN, 2008). D’aprées FLETCHER (1993), I’augmentation de la concentration de
pluseurs cations réduit les forces répulsives sexercant entre les bactéries chargées
négativement et la surface de verre.

11.2.3. Propriétésdescellules

L’ hydrophobicité de la surface de la cellule, 1a présence de fimbriaes et de flagelles, et la
production d’exo-polysaccharide influencent |I’attachement des bactéries sur une surface
(REIFSTECK et al, 1987 ; BELLON-FONTAINE et al, 1996 ; DONLAN, 2002). L’ adhésion
des bactéries résulte d'une combinaison de forces de Van der Wales, de forces
électrostatiques, de propriétés acide-base de Lewis et de liaisons hydrophobes (BELLON-
FONTAINE et al, 1996 ; BRIANDET, 1999 ; KREPSKY et al, 2003).

11.3. Etapesdeformation desbiofilms

Les biofilms bactériens isolés de divers environnements partagent des caractéristiques
communes. La formation d’un biofilm bactérien sur une surface solide est un phénomene
complexe dans lequel des processus physiques, chimiques et biologiques sont impliqués
(CHARACKLIS et MARSHALL, 1990; LAPPIN-SCOTT et COSTERTON, 1995). On
distingue généralement 5 étapes de formation d’ un biofilm (figure 02).

11.3.1. Transfert des bactéries versle support

Les bactéries ne peuvent pas orienter leur déplacement vers les surfaces a coloniser sur
de longues distances. Elles peuvent par contre reconnaitre des changements dans leur
environnement chimique, notamment a proximité d’ une surface ou interface (COSTERTON,
1999). L’interaction bactérie-surface est influencée par une étape préalable de transfert vers la
surface cible. Les bactéries peuvent entrer en contact avec le support gréace a différents
moyens : diffusion passive résultant des mouvements Browniens, transport passif viale fluide
circulant, ou mouvements actifs grace a des structures telles que les flagell es.
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[1.3.2. Adhésion initiale

L’ adhésion initiale dépend des propriétés dynamiques du milieu et des propriétés physico
chimiques de la surface (KATSIKOGIANNI et al, 2004). Elle nécessite différents appendices
bactériens, tels que les flagelles, les cils (O' TOOLE et KOLTER, 1998 ; GAVIN et al, 2003).
D’autres appendices, les pili sont pour leur part impliqués dans I’ attachement initia a la
surface (FLETCHER et al, 1993 ; MCBRIDE, 2001). Ce qui entraine soit une fixation
définitive grace a cette fixation et la production de I’ exo-polysaccharide, soit un retour a la
phase planctonique (CAIAZZA et OTOOLE, 2004). Les cellules attachées de maniére
temporaire adhérent souvent par un de leurs pbles (HINSA et al, 2003; CAIAZZA et
OTOOLE, 2004 ; AGLADZE ¢t al, 2005).

[1.3.2.1. Adhésion initialeréversible

Cette approche des microorganismes vers le support conduit a un attachement transitoire
pendant lequel |a bactérie va chercher a «évaluer» la surface sur laguelle elle se trouve. Les
cellules bactériennes établissent un premier contact avec la surface et interagissent avec le
film conditionnant. Cette adhésion réversible est caractérisée par |'adsorption faible des
cellules bactériennes sur la surface par des liaisons chimiques non covalentes. Ces liaisons
entre la cellule et la surface d'attachement sont de type Van der Waals, éectrostatiques
répulsives, ou encore acide-base de Lewis dans ce cas la bactérie peut alors étre enlevée
facilement par simple rincage (CHMIELEWSKI et FRANK, 2003). Elles font intervenir des
macromol écules de surface, regroupées sous le terme d'adhésines (COSTERTON et al, 1978;
COSTERTON et al, 1981), telles que des flagelles, des pili de type | et IV, des curli, des
protéines, des polysaccharides ou encore des lipopol ysaccharides (LPS).

[1.3.2.2. Adhésion initialeirréversible

L’adhésion irréversible, quant a elle, correspond a une fixation active et spécifique des
microorganismes sur une surface. Les structures d’adhésion varient selon les types de
microorganismes concernés. Pour |es bactéries a Gram-négatif, il s agit des pili, des curli, des
capsules et du glycocalix. Pour les bactéries a Gram-positif, ce sont les acides teichoiques,
I’ acide mycolique, |a capsule et |e glycocalix. Ces molécules d’ adhésion permettent d’ établir
des contacts cellule-surface et des contacts cellule-cellule (LEMON et al, 2008). Chez
certaines souches de streptocoques, des protéines exprimées a la surface des bactéries, la
protéine Bap entre autres, favorisent les contacts entre cellules et contribuent a la synthése de
lamatrice extracellulaire (LASA et PENADES, 2006).

Cette étape nécessite des forces plus importantes pour retirer les bactéries. L'adhésion

irréversible résulte de I'ancrage d'adjonction et/ou la production de polymere extracellulaire.
Elle est caractérisée par des interactions de haute énergie (FILLOUX et VALLET, 2003).
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[1.3.3. colonisation dela surface

L’ éape de colonisation consiste en une accumulation plus ou moins intense et rapide par
division cellulaire des bactéries adhérées, mais aussi par recrutement continu de bactéries
planctoniques. Ce processus correspond donc a une occupation progressive de la surface
disponible (colonisation horizontale) et a un développement en épaisseur, conduisant a la
formation typique de micro-colonies (CAPDEVILLE et NGUYEN, 1990).

[1.3.4. Maturation du biofilm

Un biofilm est approximativement constitué de 85% de matrice extracellulaire et de 15%
de microorganismes (BEHLAU et GILMORE, 2008). La biomasse adhérée est caractérisée
par un taux de croissance faible qui selon certains auteurs (NGUYEN et al, 1989 ;
JACQUELIN et al, 1994) serait corrélé a |’ existence d’ une masse active en « surface » du
biofilm et d’ une masse peu active al’intérieur du biofilm. La structure du biofilm dépend des
conditions environnementales telles que la source de carbone ou le régime hydrodynamique
(STANLEY et al, 2003; KLAUSEN et al, 2006). Le biofilm augmente de son épaisseur
jusqu’a former un film hétérogene tridimensionnel (LAPPIN-SCOTT et COSTERTON,
1995; DAVEY e O TOOLE, 2000; STOODLEY et al, 2002). Dans cette structure
tridimensionnelle se forment des canaux permettant la circulation de nutriments
(COSTERTON et al, 1999), d' oxygene et |I'évacuation des produits issus du métabolisme
bactérien (FILLOUX et VALLET, 2003 ; TENKE €t al, 2004).

Le transfert horizontal des germes conduit a la propagation des génes de résistances aux
antibiotiques.

11.3.4. Dispersion du biofilm

Les microorganismes se détachent seul en petit ou grand amas selon le mécanisme
impliqgué (KAPLAN, 2010), la dispersion du biofilm intervient lorsque les conditions
environnementales deviennent défavorables (STOODLEY et al, 2002). Ce phénomene se fait
soit par un processus passif sous I'effet de force de cisaillement engendré par un flux
(PARSEK et SINGH, 2003), soit par une séparation active suite a la dissolution de la matrice
par des enzymes hydrolytiques sécrétées par les microorganismes eux-mémes comme cela a
€été montré pour les bactéries (PARSEK et SINGH, 2003).

La mort des cellules du biofilm fait aussi partie du processus de renouvellement et de
dispersion de la biomasse. Un mécanisme original régissant I’ autorégulation de la population
des hiofilms est proposé par WEBB et al (2003). Cette étape correspond aussi a la phase de
dispersion, les microorganismes peuvent activement se séparer du biofilm parfois
consommant la matrice qui représente une source d'énergie. Ces microorganismes retournent
a I'éat de libre circulation et peuvent aler coloniser de nouvelles surfaces ainsi le cycle
continu (SREY et al, 2013).

Les bactéries peuvent alors migrer afin de trouver un environnement plus favorable a
leur développement et coloniser a nouveau d’ autre surface.
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Figure 02. Représentation schématique des différentes étapes conduisant alaformation d’un
biofilm (FILLOUX et VALLET, 2003).

I1.4. avantages et conséquences du mode de vie d’un biofilm
11.4.1. Coopération métabolique

Selon ZOBELL (1943), les bactéries du biofilm accederaient plus facilement aux
nutriments que les bactéries planctoniques. Des éudes montrent que la formation des biofilms
dépend de I’ accessibilité des bactéries aux nutriments car dans des conditions pauvres en
nutriments, les bactéries seraient sous forme planctonique afin de se diriger vers des
environnements plus favorables (STANLEY et LAZAZZERA, 2004).

11.4.2. Signalisation au sein du biofilm

Ladensité des bactéries et leurs contacts cellulaires facilitent |la communication
intercellulaire via un mécanisme appel € Quorum-sensing (QS) (AHMER, 2004), qui implique
la production, la sécrétion et la détection, par |es bactéries, de petites molécules signal
appel ées des auto- inducteurs. Chez les bactéries a Gram négatif, I’ auto- inducteur est une
homosérine lactone, alors que chez les bactéries a Gram positif, ¢’ est un oligopeptide appelé
phéromone. Le QS permet aux bactéries d’ adopter un comportement spécifique alavieen
communauté, par régulation de leur expression géenétique en réponse ala densité cellulaire via
la production d’ auto- inducteurs.

Selon CHEN et al (2004) la molécule qui exerce un contréle positif chez Candida est
une tyrosol, et que celle qui exerce un controle négatif est une furnesol (RAMAGE et al,
2002).
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11.4.3. Transfert d’information génétique au sein du biofilm

Les transferts horizontaux d'information génétique jouent un réle important dans
I’évolution et la diversité génétique des communautés microbiennes. L’un des principaux
mécanismes de transfert génétique est celui de la conjugaison qui permet |’ échange direct
d’ADN par contact physique entre deux cellules via un pilus de conjugaison. Les biofilms, en
favorisant le contact des bactéries entre elles, offrent un environnement idéal pour le transfert
de genes par le mécanisme de conjugaison, et de nombreuses éudes ont montré que la
fréguence de transferts genétiques par conjugaison augmentait lorsque les bactéries se
développaient sous forme de biofilm (ROBERTS et al, 1999 ; BJORKLOF et al, 2000 ;
GHIGO, 2001).

I1.4.4. Protection vis-a-vis des agressions de I’ environnement

Les bactéries du biofilm résistent mieux que leurs équivalents planctoniques a diverses
agressions extérieures comme les ultras violets (UV), les changements de pH et d osmolarité,
la prédation et les agents antimicrobiens. Les biofilms tolérent les antibiotiques a des
concentrations 10 a 1000 fois plus importantes que les bactéries planctoniques (CERI et al,
1999) il a été propose que la matrice agisse comme barriere de diffusion ala pénétration de
certaines molécules toxiques. La présence de zones peu ou pas oxygénées dans les couches
profondes du biofilm, peut également contribuer a la résistance a certains biocides qui
peuvent étre inactivés dans ces conditions ou qui sont peu efficaces sur les bactéries
métaboliquement peu actives. Enfin, de plus en plus d’ arguments expérimentaux suggerent
I’ existence d' une résistance liée al’ expression de mécanismes génétiques particuliers.

[1.5. R6le des biofilms

Les biofilms peuvent avoir des effets positifs ou négatifs pour I’ homme ou ses activités
selon leur existence dans |’ environnement et les installations.

11.5.1. Rdle négatif

Tout d'abord, dans le secteur médical, les biofilms peuvent entrainer de séveres
problemes de santé lorsqu’ils induisent I’'apparition d espéces pathogenes. Malgré les
procédures de nettoyage et de désinfection, les biofilms posent des problemes divers en
meédecine: biofilm de bactéries pathogénes se développant dans des systemes digestifs,
urinaires et respiratoire ou contamination d'implants. L’'implantation des biofilms dans les
réseaux de distribution d’eau est également un des problemes importants rencontrés dans le
maintien de la qualité de I’ eau potable (contamination, mauvais gout) (BLOCK et al, 1993).

Dans I'industrie agro-alimentaire, les microorganismes font partie intégrante des
matieres premiéres utilisées en production. L’ un des enjeux majeurs de ce secteur consiste a
fournir des denrées de qualité aux consommateurs, tout en assurant la sécurité sanitaire des
aliments. C'est pourquoi le contrdle du développement microbien est essentiel dans ce type
d’industrie. Ainsi, des procédures de nettoyage et de stérilisation en place sont réalisées
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(JULLIEN et al, 2002), consistant a faire circuler de I’eau chaude, additionnée ou non de
détergents et/ou d agents désinfectants. Toutefois, de nombreux microorganismes sont
capables de se fixer aux surfaces en contact avec les aiments (BRIANDET et al, 1999
FONNESBECH et al, 2001) et de rester viables, du fait de leurs résistance accrue aux
produits chimiques. lls persistent et se développent au sein de I'équipement. Cette
contamination peut induire une dégradation des installations, due a la biocorrosion. En outre
les cellules remises en suspension lors des phases de production peuvent étres al’ origine de la
dégradation des propriétés du produit ou rendent I’aliment impropre a la consommation, au
risque méme de genérer des toxi-infections alimentaires.

11.5.2. Réle positif

Outre tous ces aspects négatifs, qui sont les plus évoqués quand il s agit de biofilms, des
aspects positifs existent. Certaines propriétés bactériennes peuvent étre utilement exploitées
afin d’ en tirer avantage dans de nombreux domaines.

Le plus souvent inoffensives, les biofilms jouent un réle écol ogique capital et contribuent
tres largement au bon fonctionnement de la plupart des écosystémes en participant notamment
au cycle du carbone, de I’ eau. D’ ailleurs, depuis de nombreuses années, le traitement des eaux
usées s effectue grace al’ utilisation empirique de |’ activité épuratrice des biofilms bactériens.
Les biofilms jouent aussi un role essentiel dans de nombreux processus : ils contribuent a la
production et ala dégradation de la matiére organique, au recyclage de I’ azote, du soufre et de
nombreux métaux. Ainsi laflore commensale humaine peut étre considérer comme un biofilm
qui protége son hote contre les attagues des bactéries pathogeénes.

Dans I’industrie, les biofilms servent au traitement des déchets par un mécanisme appelé
« bioremédiation » (COHEN, 2002). Les microorganismes composants les biofilms peuvent
en effet utiliser des matériaux polluants comme source de carbone et d' énergie.

I1.6. Régulation de la formation des biofilms
e Quorum sensing

Il s'agit de mécanismes de contréle, grace a des molécules signales, des processus ayant
lieu au sein des cellules, matérialisés par des signaux de cellules a cellules, et dépendant de la
guantité de cellules présentes. Ces mécanismes sont baseés sur le principe de masse critique
(COSTERTON et al, 1999). Une fois que les signaux atteignent une valeur seuil, des
régulateurs transcriptionnels sont activés et exercent un controle sur des genes spécifiques
(COSTERTON, 1999 ; CLUTTERBUCK et al, 2007 ; IRIE et PARSEK, 2008).

[1.7. Importance clinique des biofilms

Les bactéries profondes sont protégées vis-avis des différents agressions, les bactéries
aux seins des biofilms limitent la phagocytose et |a pénétration des anticorps a I’ intérieur du
biofilm (COSTERTON et al, 1999). Elles sont moins sensibles a leurs homologues
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planctoniques vis-a-vis des antibiotiques (BRIDIER et al, 2011). L’ organisation complexe des
biofilms consiste une barriere a I’ entrée des antibiotiques et désinfectant mais dans le cas de
petite molécule cette dernier peut uniquement ralentir leurs passage (LEWIS, 2001).

11.8. Biofilms et infections du tractus urinaire (biofilm et sondes urinaires)

La pose d’une sonde urinaire (SU) est le premier facteur responsable du dével oppement
d'unelU (HATT et RATHER, 2008).

Le mécanisme de formation de biofilm sur une SU est simple. Une fois la sonde posée,
un film protéigque va se déposer a sa surface et favoriser lafixation de microorganismes, et par
conséquent entrainer la formation d' un biofilm. Une fois que les bactéries ont colonisés la
sonde et I'uro-épithélium, elles doivent s adapter a I'environnement formé par le tractus
urinaire et se procurer des nutriments. La production bactérienne de toxines et d enzymes
dans I’environnement entraine une dégradation des tissus avoisinants et une libération de
nutriments (JACOBSEN, 2008).

Le mécanisme de formation d’un biofilm sur une sonde urinaire est représenté dans la
figure 03.
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Figure 03. Mécanisme de laformation du biofilm sur une sonde urinaire (JACOBSEN,
2008).
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[11.1. Généralités sur les polyphénols

Dans le regne végéta les plantes produisent des composés chimiques qui se répartissent
en deux groupes : le métabolisme primaire qui comprend les constituants suivant : Les
protides, les acides nucléiques, les glucides, les lipides et e métabolisme secondaire qui est
constitué d'alcaloides, de stéroides, de tanins et de composés phénoliques (CP)
(EJEKOUANE et SALAMA, 2010).

Les CP sont des métabolites secondaires végétaux (RIBEREAU GAYON, 1968 ;
ABROUMAND et DEOKULE, 2008). Ils peuvent étres définis comme des molécules
indirectement essentielles a la vie des plantes (d'ou la dénomination de métabolites
secondaires). Par opposition aux métabolites primaires qui aimentent les grandes voies du
métabolisme basal, mais ils sont essentiels dans I'interaction de la plante avec son
environnement.

Selon HENNEBELLE et al (2004) et OVASKAINEN et al (2008), ces composés ont
tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs
fonction hydroxyles. La structure des CP naturels varie depuis les molécules simples (acides
phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymeérisées (tannins condensés).
A I'heure actuelle plus de 8000 structures phénoliques ont été isolés et identifiés
(FERGUSON, 2001; MARTIN e NDRIANTSITOHAINA, 2002; HABAUZIT et
HORCAJADA, 2008).

Ces composés sont divisés en plusieurs catégories (DACOSTA, 2003):

- Lesflavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols ;

- lestanins qui sont des produits de la polymérisation des flavonoides ;
- les acides phénoliques et les coumarines ;

- leslignanes et d’ autres classes existent en nombres considérables.

Les polyphénols peuvent constituer des signaux de reconnaissance entre les plantes, ou
bien lui permettant de résister a diverse agressions vis-a-vis des organismes pathogenes. Ils
participent de maniéere trés efficace a la tolérance des végétaux a des stress variés, donc ces
composeés jouent un réle essentiel dans I’ équilibre et I’ adaptation de la plante au sein de son
milieu naturel, d'un point de vue thérapeutique, ces molécules constituent la base des
principes actifs que I’ on trouve dans les plantes médicinales (MACHEIX et al, 2005).
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[11.2. Sour ce des composés phénoliques

Les CP sont ubiquitaires dans le regne végétal, ils sont présent dans de nombreux
aliments, tels que les fruits, les légumes, les céréales ou les fruits secs (BRAVO et al, 1994),
ains que les boissons, comme le vin, le cidre, la biére ou le thé (DUTHIE, 1999;
KOLESNIKO et GINS, 2001 ; MARTIN et ANDERIZNTSITOHAINA, 2002 ; HALIWELL,
2007). Les plantes aromatiques (DIMITRIOS, 2006).

[11.3. Structure et classification des polyphénols

La plupart des CP sont présents conjugués avec un mono ou polysaccharides, liés a un ou
plusieurs groupes phénols, ¢a peut étre aussi des dérivations fonctionnelles comme des esters
et des méthyles esters.

Plusieurs classes de ces composés ont été cateégorisées selon leur squelette de base
(tableau I1).

On distingue trois principales classes :

-les acides phénoliques (acides hydroxybenzoiques, acides hydroxycinamiques);
-les flavonoides,
-lestannins et lignanes, ainsi que les coumarines et les Stilbenes qui sont rare.

Tableau I1. Les principales classes des composés phénoliques (BAHAZ et RACHDI, 2010).

Composeés phénoliques

Squelette Classe Exemple Formule Origine
carboné
C6 Phénols simples Hydroquinone Busserole
C6-C1 Acides Acides @ COOM Epice,
hydroxybenzoiques phydroxybenzoique Fraises
Acides Acide coumarique cooH | Tomates, ail
C6-C3 hydroxycinamiques @J
Coumarines Ombelliferone @‘-’r‘—’ Carottes,
Coriandre
C6-C4 Naphthoquinones | Juglone O Noix
o
C6-C2-C6 Stilbénoides Trans-Resveratrol » Raisin
Flavonoides Kaempférol a I Fraises
.: | =
C6-C3-C6
Isoflavonoides Daidzéine [J ol Graines de
S SR Soja
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Anthocyanes Delphinidol s Raisin
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. Sauvignon
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(C6-C3- Tanins condensés | Procyanidol T Raisins,
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[11.4. Biosynthése des composés phénoliques

Les CP sont issus par deux grandes voies métaboliques : lavoie de |’ acide shikimique et
laVoie de |’ acé&ate / malonate.

[11.4.1. Voiedel’acide shikimique

La voie de |'acide shikimique (figure 04) est la voie la plus importante pour la
biosynthése des composés aromatiques dans les plantes et |es micro-organismes, y compris les
acides aminés aromatiques : la phénylaanine, latyrosine et le tryptophane.

Selon BRAVO et al (1994) et VISOLI et al (2000), cette voie conduit ala formation des
0ses aux acides aminés aromatiques, par la suite elle conduit aprés transamination et
désamination aux acides cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels que les acides
benzoiques ou les phénols simples.
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Figure 04. Biosynthese des composés phénoliques les plus largement distribués par lavoie de
shikimate (Crozier et al, 2006). PAL : phénylaanine ammonia-lyase ; C4H : cinnmate 4-
hydroxylase.

[11.4.2. Voiede |’ acétate / malonate

Cette voie conduit a des poly B-coésters (poly-acétates) de longueurs variables menant
par cyclisation a des composes polycycliques.

La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation de 1’acétyl CoA donnant le
malonate. C’'est a traves cette voie que s effectue la cyclisation des chaines poly-cétoniques,
obtenues par condensation répétée d'unités « Acétate» qui se fait par carboxylation de
I’ acétyl-CoA. Cette réaction est catalysée par I’ enzyme acétyl-CoA carboxylase (AKROUM,
2010).

[11.5. L activité biologique des composés phénoliques

Les polyphénols sont parmi les substances bioactives les plus, thérapeutiquement utiles,
en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme les activités antiallergique, anti-
inflammatoire, antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, cardioprotective et vasodilatoire
(MIDDLETON et al, 2000 ; KSOURI et al, 2007). Ces effets biologiques sont représentés
danslafigure 05.

Cependant, des recherches récentes suggerent une variété de mécanismes d’action des
polyphénols dans la prévention des maladies, qui peuvent étre indépendants de leurs activités
antioxydantes. En outre, les effets pro-oxydants des polyphénols ont été déecrits, comme ayant
des propriétés opposeées aux processus physiologiques cellulaires: s comme étant des
antioxydants, ils améliorent la survie cellulaire; étant des pro-oxydants, ils peuvent induire
I” apoptose et bloquer la prolifération cellulaire.
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C est, principalement, en raison de ces propriétés qu’ils exercent leurs effets protecteurs
et recoivent de plus en plus d'attention comme agents thérapeutiques potentiels contre
plusieurs maladies (D’ ARCHIVI1O et al, 2007).

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particuliérement deux domaines : la
phytothérapie et |’ hygiene alimentaire (LEONG et SHUI, 2002). D’ apres les études multiples
attestant de I'impact positif de la consommation de polyphénols sur la santé et |a prévention
des maladies, les industriels commercialisent maintenant des aliments enrichis en polyphénols
ou des suppléments alimentaires. De plus, leur activité antioxydante assure une meilleure
conservation des denrées aimentaires en empéchant la peroxydation lipidiqgue. Dans
I'industrie cosmétique, les CP trouvent leur application pratique en luttant contre la
production des radicaux libres néfastes dans la santé et la beauté de la peau. En phytothérapie,
méme s certaines indications sont communes a plusieurs classes (les propriétés
vasculoprotectrices, sont par exemple aussi bien attribuées aux flavonoides qu’aux
anthocyanes, tanins et autres coumarines), chague classe chimique semble étre utilisée pour
des bénéfices spécifiques (HENNEBELLE et al, 2004).

Anti-oxydant

Action sur les cellules du Anti-tumoraux
systéme Iimmunitaire

Detoxifiant Anti-agrégant
< : — &g
Polyphénols J/ Anti-thrombotique
\'asodilatateu/ \ \ ; .
Anti-apoptonique
Anti-anglogénique

Anti-inflammatoire

Antibacténen

Figure 05. Effets biologiques des polyphénols (MARTIN et ANDRIANTSITOHAINA,
2002).
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Letableau Il représente les activités biologiques de quel ques composeés phénoliques.

Tableau I11. Activités biologiques des composes poly-phénoliques. (BESSAS et al, 2008 ;
FERHAT et al, 2009).

Polyphénols Activités
Acides phénols (cinnamique et benzoique)  -Antibactériens;
-Antifongiques;;
-Antioxydants.
Coumarines -\ asoprotectrices et antioedémateuses ;

-Anti carcinogenes ;
Anti mutagenes;;
-Digestibilité des protéines.
Flavonoides -Antitumorales ;
-Anticarcinogenes;;
-Anti-inflammatoires ;
-Hypotenseurs et diurétiques ;
-Antioxydants.

Anthocyanes -Protection des veines et capillaires.

Stilbenes -Inhibent I'oxydation des LDL et |'agrégation
des plaquettes ;
-Anti carcinogenes, Anti mutageénes.

Tanins -Anti oxydants, Anti tumora ;
-Digestibilités des protéines.

Lignanes -Anti carcinogénes, Anti mutagenes.

[11.6. Valorisation de sous-produits oléicoles

L’industrie oléicole, en plus de sa production principale qui est I'huile, génére deux
résidus I'un liquide (les margines) et I'autre solide (les grignons) qui représentent un
pourcentage important du poids total des olives traitées. De plus, I’ olivier, a travers la taille
engendre des feuilles, des brindilles et du gros bois (NEFZAOUI, 1991 ; SAYADI et al,
2000). De nos jours, la pollution joue un réle mageur dans la destruction de la nature. Etant
donné que les margines sont considérée comme un polluant de I'industrie olécole, le plus
souvent rejetées dans le milieu naturel, notamment dans les riviéres, cela impose des
traitements de dépollution et de vaorisation. La figure 06 résume les principales voies de
valorisation des sous-produits oléicoles (DERMECHE et al, 2013).
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Figure 06. Valorisation de sous-produits oléicoles (DERMECHE et al, 2013).
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Objectifsdel’ é&ude
Notre travail a été effectué en deux parties:

- La premiere partie a été réaliste au niveau du service de microbiologie de
I établissement public hospitalier (EPH) de DRAA-EL-MIZANE sur une durée de trois mois
allant de 01/03/2015 au 01/06/2015. Notre travail est consacré a I’ étude cytobactériol ogique
des urines (ECBU) puis une éude statistique sur 187 prélévements provenant de personnes
hospitalisées au niveau des différents services.

- La deuxieme partie du travail a été effectuée au niveau du laboratoire de Biochimie
Analytique et Biotechnologie (LABAB) de I’ Université Mouloud Mammeri de TIZI-OUZOU
(UMMTO). Cette seconde partie consiste a évaluer |’ adhérence des isolats uropathogéenes et a
tester |’ activité antibactérienne ainsi que |’ effet antibiofilm des extraits organiques des feuilles

d ortie, géranium et des margines.

. Matériel et méthode

|.1. Matériel

1.1.1. appareils et milieux de culture delaboratoire

Les appareils et les milieux de culture utilisés sont représentés dans le tableau 1V ci-dessous.

Tableau | V. Les appareils et milieux de culture utilisés dans notre éude.

Matériels Milieux de culture

Appareillages : Milieux solides Milieux semi- Milieux liquides
-Autoclave de paillasse solides

(PBINTERNATIONA

L); -Géose nutritive -Mannitol- Pour

-Bain marie  (Fluka Biochimika); Mobilité; I’enrichissement :
(MEMMERT) ; -Gélose Muller Hinton | -Milieu MEVAG | -BHIB (bouillon heart
-Balance de précision a | (CONDA) ; (milieu iron bread) glucose et
0.01lmg -Extrait de Malt | didentification BHIB saccharose.
(SARTORIUS) ; (EM) (CONDA) devoie d attaque

-Centrifugeuse -Sabouraud. des glucides). Pour I"identification

refrigérée (SIGMA  3-
18K, SIGMA 4-16K) ;

Pour identification

biochimique:
-Milieu urée-indole ;

-Etuve bactériologique biochimique: -TDA (tryptophane
(MAMMERT) ; -TSI (Three- Suger- désaminase) ;

-pH meétre  (HANNA  Iron) ; -Milieu Clarck et
instrument) ; -Citrate de Simmons. Lubs.
-Spectrophotométre

visible Pour I’ étudedela
(SCHIMADZU) ; dégradation des
-Agitateurs variés (a acidesaminés:
barreau magnétique -Arginine
chauffant e  non déshydrogénase
chauffant, vortex). (ADH);

27



Matériels et méthodes

-Réfrigérateur. -Lysine
décarboxylase

Petits matériels: (LDC) ;

-Anse de platine, bec -Ornithine

bunsen, boites de Pétri, décarboxylase (ODC).

cuves, cathéter urinaire Pour la
(BEROMED), déter mination des

écouvillons, Lames et CM1 (concentration
lamelles, pince, minimal

pipettes Pasteur, inhibitrice) :
microscope optique, -Bouillon Mueller
mi cropi pettes, Hinton (BMH)
microplaques... (CONDA) ;

-Papier filtre, papier

Wathman ;

-Portoirs pour tubes,

pots stériles pour les
prélevements, tubes a

essais stériles ;
-Verreries de diverses
dimensions (erlen

Meyer, fioles jaugeées,
éprouvettes,  béchers,
entonnoirs).
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|.1.2. Différentsreéactifs et solutions
Lesdifférents réactifs et solutions utilisés sont représentés dans le tableau V.

Tableau V. Lesréactifs et |es solutions utilisées dans notre éude.

Réactifs et solutions

Utilisation

Révélateurs  -Kovacs; -Recherche d’'indole ;
-Réactif de perchloruredefer; -RecherchedelaTDA ;
-Réactif Vogues Proskauer -Test VP;
(VP); -Test RM ;
-Réactif de rouge de méthyle -Créer les conditions d’ anaérobioses ;
(RM); -Pour |e microscope objectif 100x ;
-Huile de vaseline ; -Recherche de la catal ase.
-Huiledel’immersion ;
-Eau oxygénée.
Colorants -Fushine;
-Lugol ; Pour la coloration de Gram
-Violet de Gentiane.
Désinfectants -Eaudejavd ; Pour la désinfection
-Alcool.
Diluants -Eau physiologique (99/1) ; Pour effectuer des dilutions
-Eau distillée.
Disques -Disque d’ ONPG (Ortho-Nitro- = Pour I’ identification de la souche

Phénol-Galactosidase) ;
-Disques d’ antibiotique.

1.1.3. Matériel végétal

1.1.3.1. Lesfeuillesdel’ortie et du géranium

Le matériel veégétatif (feuille de I’ortie et du géranium) est recueillit dans la région de
T1ZI-OUZOU durant le mois d’ avril 2015; séché pendant sept jours a température ambiante,
a l'ombre et a l’abri de I’humidité. Le produit seché est réduit en poudre, tamisé puis
conserve dans des flacons en verre hermétiquement fermeés.

[.1.3.2. Lesmargines

Les margines utilisées sont issues d’ une huilerie moderne de la région de TI1ZI-OUZOU
(Oued Aissi), provenant de la compagne 2015. Les margines sont conservees a-20°C.
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|.1.4. Les produits utilisés
e Produitschimiques
Les produits chimiques utilisés dans notre étude sont représentés dans le tableau V1.

Tableau VI. Les produits chimiques utilisés.

Référence utilisation
Ethanol absolu Sigma-Aldrich
Extraction des polyphénols

Solvants | Acétate d’ éthyle GRP RECTAPUR

n-Hexane Anadar NORMAPUR | Dépigmentation et délipidation

Diméthylsulfoxide Sigma- Aldrich Solubilisation et conservation

(DM SO) des extraits

Folin-Ciocalteu Sigma- Aldrich Dosage des polyphénols
Réactifs | Na,COs3 Sigma- Aldrich

Acide galique (AG) Sigma

e Composé phénalique:
Le composé phénolique (CP) commercialisé utilisé est I’ acide tannique (AT).
e Préparation du compose phénolique standard

Préparation d'une concentration de 10mg/ml du CP dans 1 ml de DMSO. Puis
homogénéisation al’ aide d’ un vortex jusgu'a dissolution compl éte.

|.1.5. Les souches bactériennes utilisées

Pour réalisé I'éude microbiologique, nos tests ce sont effectués sur 17 souches
uropathogénes, ces souches sont représentées dans le tableau VII.
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Tableau VII. Les souches utilisées dans notre éude.

Groupes

Bactéries a Gram négatif

Levures

Souches
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli

Escherichia coli

Proteus mirabilis
Proteus mirabilis

Proteus vulgaris
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter cloacae
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans

Candida.spp

Candida.spp
Candida.spp
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Numéro

07
12
16
19

21

13
14

20
06
09
18
01
04
10

02
03
05

Matériels et méthodes

Origine
Patient sondé (homme)
Patient sondé (homme)
Patient sondé (homme)
Enfant ayant une
malformation urinaire
Enfant ayant une
malformation urinaire
Femme diabétique
Homme diabétique +
insuffisance rénale
Enfant
Patient sondé (homme)
Patient sondé (homme)
Femme diabétique
Patient sondé (homme)
Femme enceinte
Prélévement extérieur
d’ une femme
Patient sondé (homme)
Homme
Prélevement extérieur
d’ une femme
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1.2. Méhodes
1.2.1. Méthodes expérimentalesréaliseesal’EPH de DRAA-EL-MIZANE
1.2.1.1. Echantillonnage

Les prélévements dECBU regus au niveau du laboratoire de I'EPH de DRAA-EL-
MIZANE sont issus des personnes hospitalisées de deux sexes, de différentes tranches d’ age,
de femmes enceintes, diabétiques, patients sondés et d’ enfants présentant des malformations
urinaires.

> Préévement

Le prélévement d'urine se fait le matin, car les urines sont concentrées et les colonies
bactériennes ont eu le temps de se dével oppées pendant la nuit (RENE, 2008).

Le prélevement est réalisé par la technique du milieu de jet aprés avoir réalisé une
toilette des organes génitaux externes. Les urines sont recueilles dans des pots stériles.

e Chezl’homme et le garcon

Les urines du second jet sont recueillies de fagon stérile, aprés nettoyage et désinfection
du méat urinaire.

e Chezlafemmeou lafillette

Le prélevement est précédé d'une toilette périnéale soigneuse, pour eéviter les
contaminations fécales, avec plusieurs compresses humectées de serum physiologique. le
prélévement est recueilli dans un flacon stérile. L’examen doit étre pratiqué en dehors des
périodes menstruelles.

e Chezlenourrisson

Apres le nettoyage de larégion périnéae et désinfection locale, un collecteur est placé au
moyen d’ un adhésif.

e Chezlesujet sondé
L’ urine est prélevée avec asepsie danslasonde al’ aide d’ une seringue de 5 ml.
» Fichederenseignement

Le préléevement des urines doit étre individualisé par une étiquette comportant sur le
flacon :

e Lenom et prénom du malade ;

o L’'&ge;

o Lesexe;

e Latechnique de préévement ;

e Ladateet |I’heure du prélévement ;
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e Lenomdeseavice;

e Lesrenseignements cliniques;

e Lathérapeutique antérieur ou en cours.

» Acheminement et conservation del’échantillon

Selon RENE (2008), le transport d'urine au laboratoire doit étre rapide et doit étre
ensemence dans un temps le plus court possible apres leur émission (30mn) car elle constitue
un milieu favorable a la multiplication bactérienne. A défaut, leur conservation a 4°C permet
d’inhiber la prolifération microbienne mais peut fausser I’ analyse du sédiment urinaire.

|.2.1.2. Examen macr oscopique des urines
L’ examen macroscopique des urines est réalise afin de déterminer :
e |’aspect

Habituellement trouble, il peut étre limpide, clair, jaune, sanglant, franchement purulente
ou hématique.

e Lacouleur

A I'état normal |'urine peut étre limpide, jaune claire. A I'éat pathologique elle peut
avoir une couleur :

0 Rouge en cas de présence de sang, de pigment alimentaire ou aprés absorption des
meédi caments a base de phénoal.

0 Jaune orangé dans le cas des maladies fébriles aigue.

0 Brun et jaune foncée danslesicteres.

e L’odeur

A I'éat pathologique, il peut apparaitre des substances volatiles a cause de certaines
maladies d’ odeur anormale acelle de I’ urine.

e Latransparence

A I’ état normal, les urines fraiches sont généralement limpides. A I’ éat pathologique, les
urines sont troubles al’ émission.

1.2.1.3. Examen microscopique - cytologique

C’est I’ observation au microscope photonique (G x 400), entre lame et lamelle, d’une
goutte du culot d’ urine.

Cette étude permet d’identifier les divers constituants présents dans le culot a savoir :
0 Hématies;

0 Leucocytes: laprésence plus de 5 leucocytes par champs suspecte une infection ;
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0 Bactéries: leurs présences n’indigquent pas obligatoirement une infection et leur
absence n’ élimine pas une infection ;

0 Cristaux : les cristaux de |I’oxaate de calcium, les cristaux de phosphate amoniaco-

magnésium ou cristaux d acide urique) ;

Cylindres (ils peuvent étre hématiques, leucocytaires ou purulents) ;

Cdlules épithéliales, vésicales, cellules rondes rénales ;

Trichomonas;;

Levures;

Spermatozoides.

O O O O O

|.2.1.4. Bandelette urinair e (labstix)

La technique consiste a faire plonger |a bandel ette directement dans |'urine et a comparer
apres une minute son virage aune grille témoin (ROSTOKER et al, 1991).
Ce teste ne remplace ni I'examen microscopique ni la culture.

1.2.1.5. Examen bactériologique : étude cytobactériologique desurines

C’ est une étude quantitative des germes présents dans une urine correctement prélevée et
acheminée rapidement au laboratoire. La technique que nous avons utilisée est la suivante :

o Prélever al’aide d' une anse de platine stérile une goutte de I’ urine totale apres une
bonne homogénéisation ;

0 Déposer la goutte en 4 stries sur une gélose nutritive qui représente la charge
microbienne ;

0 Incubation a37°C pendant 24 heurs.

Apresincubation lalecture se fait comme suite : (tableau V1I1).
Tableau VIII. Interprétation des résultats d ECBU.

Bacteriometrie
(bactérie/ml)

>10°: une poussée
homogéne dansles quatre
stries

Appellation I nter prétation

Bactériurie significative Présence d’|U.

10% : une poussée
uniguement danslestrois
premiéresstries

<10°: une poussée
uniguement dans les deux
premiéresstries

0

Valeursincertaine

Bactériuries non significatif

Absence de bactériurie
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- Infection débutante
- Contamination
Dans ce cas un nouveau
prélévement est nécessaire.
Contamination externe
(souillure)

Ni IU, ni contamination.
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1.2.1.6. Identification des germes responsables d’infection urinaire

Le caractere macroscopique des colonies ne suffit pas pour identifier une bactérie, la
coloration de Gram permet de classer |le monde bactérien en deux groupes : les Gram positifs
et les Gram négatifs.

e Coloration de Gram

Cette coloration révéle la différence de composition et de structure de la paroi
bactérienne, les bactéries Gram- se décolorent facilement a I’acool car elles sont plus riches
en lipide contrairement au Gram+ leur paroi est en mgjorité protéinique. Les bactéries Gram-
apparaissent en rose et les bactéries Gram+ apparaissent en violet.

e Etudedescaractéresbiochimiquesd’une entérobactérie (Gram -)
e Test glucidique
e Milieu d’identification multiple TS|

Il met en évidence I’ attaque du glucose avec ou sans production du gaz, du lactose, du
saccharose, révélé par le virage de I'lpH (Indicateur de pH) rouge de phénol, au jaune ainsi
gue la production de I’ Hydrogene sulfuré (H.S).

e Caractere mannitol mobilité

C'est un test qui met a profit la fermentation du mannitol qui est révélé par le virage de
I’IpH, rouge de phénol, au jaune ainsi que la mobilité.

e Caracterecitratede SSimmons

Les bactéries qui utilisent le citrate comme source de carbone, grace a une citrate
perméase, provoguent une alcalinisation du milieu. Cette derniere est révélée par son virage,
I”IpH, bleu de bromothymol, du vert au bleu.

e Caractere Rougede Méthyle et Vogues Proskauer

Ce test met en évidence la voie de fermentation Rouge de Méthyle (RM) ou Vogues
Proskauer (VP) aprés |’ ajout des réactifs appropriés pour chague voie qui sont respectivement
le RM et a-naphtol et quelques gouttes de KOH.

e Test desenzymes
e Test d’Ortho-Nitro-Phénol-Galactosidase

Ce test met en évidence la présence d’une B-D-galactosidase par le complexe de I’ONPG
qui entre al’intérieur de la cellule sans le concours d’ une perméase qui donne O-nitrophenol
d’ une couleur jaune une fois scindé par la f-D-Galactosidase.

B-D-Galactosidase

ONPG » Ornitho-nitrophénol+gal actose
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e Recherchedu nitrateréductase

La recherche de la nitrate réductase est basée sur la révélation des nitrites dans le milieu
qui se traduit par la couleur rouge apres I’gjout du réactif approprié. Certaines bactéries
peuvent poursuivre la réaction jusqu’'au stade de la formation d’ammonium par la nitrite
réductase via cette réaction :

Nitrate réductase Nitrite réductase

Nitrate » nitrite ——— - ammonium

e Recherchedel’Urease, TDA et indole sur le milieu uréetryptophane

Le milieu urée tryptophane servira a la fois pour la recherche de I’ Uréase, indole et la
trypthophane désaminase (TDA).

Une bactérie Ureaset provoque une acalinisation du milieu par la formation de
carbonate d’ ammonium qui vire au rouge violace (rouge de phénal).

C=0 + H>O > CO3z(NH4)2

La bactérie est considérée indole positif S'il y a formation d’un anneau rouge apres
I”gjout de réactif de Kovacs.

Une bactérie TDA positive donne une coloration brun rouge suite a la dégradation du
tryptophane en acide indole pyruvique apres |’ gjout de perchlorure de fer.

e Recherchedesdécarboxylases ODC, LDC et ADH

Les enzymes, arginine déshydrogénase (ADH), lysine décarboxylase (LDC) et
I’ ornithine décarboxylase (ODC) cataysent respectivement la décarboxylation de I’ arginine,
de la lysine et de I’ ornithine présents dans le milieu. Elles aboutissent a la formation de
produits basiques, ainsi I'alcalinisation du milieu est révélée par un virage de I'lpH (le
pourpre de bromocrésol) a sateinte basique (violette).

Les caracteres morphologiques et biochimiques de quelques souches Gram- sont représentés
dans le tableau IX.
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Germes

Escherichia
coli

Proteus
mirabilis

Proteus
vulgaris

Klebsiella
pneumoniae

Enterobacter
cloacae

Pseudomonas

(+)

Tableau I X. Caractéres morphologiques et biochimiques de quelques ger mes.

: Positif, (-) : Négatif, Ind : Indole, Cit : Citrate, Glu : Glucose, Lac : Lactose.
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e Identification des Gram+
L’identification des bactéries Gram+ se fait par |a recherche des caractéres suivants :
e Recherchedelacatalase

Les bactéries qui possédent |a catal ase sont capables de décomposer H2O2 avec libération
d’ Oz via cette réaction :

2H>0, Catalase y 2H0+O2
e Recherchedelacoagulase

La présence d’ une coagulase se manifeste par la coagulation du plasma humain qui est
un caractére de Saphylococcus aureus qui est un germe pathogene et son absence se
manifeste par une suspension homogene.

Les caracteres biochimiques des germes Gram+ isolés a partir des urines sont représentés
dans le tableau X.

Tableau X. Caractéres biochimigues des germes Gram+ isol és.

Caractér es biochimiques

Espéceisolée Catalase Coagulase
Staphylococcus aureus + +
Staphylocoque non + -
pathogéne
Streptococcus g .

e |dentification deslevures

Le test de filamentation qui consiste a examiner une goutte de la suspension entre lame et
lamelle au grossissement (G X 400) permet de métre en évidence la présence des bourgeons
filamenteux (pseudo-mycélium) caractérisant une Candida albicans, son absence qualifie une
Candida spp.

1.2.1.7. Antibiogramme

L’ antibiogramme permet de révéler les caracteres de sensibilité ou de résistance du
germe a étudier aux divers antibiotiques.

L’'antibiotique fournit des résultats qualitatifs en CMI et quantitatifs (sensible,
intermédiaire, résistant).
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1.2.2. Méthodes expérimentalesréaliséesal’ Université Mouloud Mammeri de TIZI-
ouzou

1.2.2.1. Extraction des polyphénols desfeuillesdu géranium et del’ ortie
1.2.2.1.1. Feuillesdu géranium et del’ortie

e Préparation desextraits organiques (Ethanol et acétate d’ éthyle)
e Extraction sansdéipidation et dépigmentation

Une quantité de 5g de poudre (feuilles d orties et du géranium (mais chaqu’ un est utilisé
separément)) est mélangée dans un volume de 150 ml de solvant, ce volume est ensuite versé
dans un bécher de 250 ml sous une agitation magnétique pendant 2 h a température ambiante.
Puis une filtration est effectuée. Le surnageant récupéré est séché a 40°C. Apres évaporation
du solvant, |" extrait sec résultant est reconstitué dans un volume minimum du DM SO.

Les extraits organiques sont ensuite conservés dans des flacons a 4°C, a I’abri de la
lumiere dans le but de préserver la stabilité des principes actifs présents jusqu’'a leur
utilisation ultérieure. Ce procédé est décrit par le schéma représenté dans lafigure 07.

5g de poudre de feuilles (ortie et géranium) + 150 ml de
solvant organique

Agitation 2h a T° ambiante

Filtration avec papier filtre

Séchage du surnageant a40°C
|

N

Reconstitution dans du DM SO

Figure 07. Protocol e d’ extraction des composés phénoliques par |es solvants organiques.

1.2.2.1.2. Lesmargines

e Préparation del’extrait organique (acétate d’ éthyle)
e Extraction sansdéipidation et dépigmentation

Un volume de margine est additionné de solvant (v/v), ce volume est ensuite mis dans un
bécher sous une agitation magnétique pendant 2h a température ambiante. L’ensemble est
centrifugé a 4°C, a une vitesse de 5000trs/Smin. Apres centrifugation le mélange est
completement séparé en deux phases: le solvant riche en polyphénols (surnageant) et les
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margines (résidus). Le surnageant est récupéré et séché a 40°C. Aprés évaporation du solvant,
I’ extrait sec résultant est reconstitué dans un volume minimum du DM SO (figure 08).

Margine + solvant (V/V)

Agitation 2h A T° ambiante

Centrifugation a5000trs/ 5 min

Séchage du surnageant a 40°C pendant 1heure

N

Reconstitution dans du DM SO ‘

Figure 08. Protocol e d'obtention des polyphénols a partir des margines.
e Extrait d’acétate d’ éthyle apres déipidation et dépigmentation

Un volume de margine est additionné a un volume d’ hexane, le mélange est ensuite mis
dans un bécher de 1000 ml sous une agitation magnétique pendant 2h a température ambiante.
Apres agitation I'ensemble est centrifugé a 4°C, a une vitesse de 5000trs/5min. Apres
centrifugation le mélange est complé&tement séparé en deux phases : |I” hexane riche en lipides,
pigments..., etc (surnageant) et les margines. Les margines sont traitées par |’ acétate d’ éhyle
(figure 09).
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Margine + hexane (V /V)

Agitation 2h
Centrifugation (5000trs/5min)
Elimination du

surnageant Résidu
(lipides)
250 ml d’ acétate d’ éhyle Agitation 2h
Centrifugation (5000trs/5min)
Surnageant
d acétate
d éthyle

Séchage a 40°C et reconstitution dans du DM SO

Figure 09. Protocole d’ extraction des polyphénols des margines aprés
délipidation (Modifié).

[.2.2.2. Analyse quantitative des échantillons
1.2.2.2.1. Rendement d’ extraction

Nous pouvons déterminer le rendement en extrait sec en calculant le rapport entre le
poids de |'extrait sec (poudre) en gramme et le poids du matériel végetal utilisé pour
I’ extraction en gramme selon I’ équation suivante :

R% =M /Mo X 100

R% : Rendement exprimé en %.
M : Masse en gramme de |’ extrait sec résultant.

Mo : Masse en gamme du matériel végétal atraité.
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1.2.2.2.2. Dosage des phénols totaux des feuillesdu géranium, d’ortie et de margine
e Principe

L’ ensemble des CP est oxydé par le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est constitué
par un mélange d acide phosphotungstique (HsPW12040) et d acide phosphomolybdique
(H3PM012040) qui est réduit, lors de I’ oxydation des phénols, en mélange d’ oxydes bleus de
tungstene (WgO23) et de molybdéne (MogO23). Cette coloration bleue dont est proportionnelle
aux taux de CP présents dans le milieu donne un maximum d’ absorption a 750 nm.

e Protocole

Le dosage des phénols des margines et des feuilles du géranium et d ortie illustré par la
figure 10 est effectué avec le réactif colorimétrique Folin Ciocalteu selon la méthode décrite
par (BORNEO et al, 2009).

2 ml d'échantillon

g

80 pl du réactif du follin

ﬂ Aprés 5 minutes

400 pl delasolution NaeCOs

a40.C
Lecture de ladensité optique (DO) a 750nm

|
ﬂ Apres 20 min dans un bain marie

Figure 10. Protocol e du dosage des polyphénols (modifié).

La gamme étaon est réalisée dans une gamme de 0 a 10 mg/l d’'AG. La teneur en
phénols totaux des extraits est exprimée en équivalent d’' AG.

[.2.2.3. Evaluation del’activité antimicrobienne

Au cours de notre éude microbiologique nous avons opté a utilisé deux méthodes
différentes, cela pour évaluer | effet antimicrobien des extraits bruts des feuilles du géranium,
d'ortie, desmargines et d’'AT.

- La méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé, qui consiste en la détermination des
diamétres des zones d’inhibitions.
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- Laméthode de microdilution en milieu liquide, qui permet de déterminer les CMI.
e Miseen culturedessouches

Une pré-culture des souches microbiennes est préparée afin d’ obtenir une phase
exponentielle de croissance a 37°C pendant 18 a 24 heures pour les bactéries et a 30°C ou
37°C pour les levures. Cette derniéere consiste arepiquer les souches par la méthode des stries
sur gélose nutritive (bactéries Gram négatifs) et sur EM (levures). Cette étape est effectuée
avant chague test mentionné dans notre étude.

e Préparation dela suspension microbienne

Apres réalisation de la pré-culture les colonies jeunes ont servi par la suite a préparer
I’inoculum en les trempant dans des tubes de solution d’ eau physiologique stérile afin d’ avoir
une densité cellulaire initiale comprise entre 0,08 et 0,1 I’ équivalent de 10° UFC/mL a une
longueur d’onde de 620 nm. L’inoculum ainsi préparé est dilué au 1/100°™ dans de I’ eau
physiologique. La DO finale obtenue de I’ inoculum doit étre équivalente & 10° UFC/mL.

1.2.2.3.1. Méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé
e Ensemencement et dépdt des disques

Ce test a été réalisé par la méthode de diffusion en milieu solide qui consiste en la
détermination des diamétres des zones d'inhibitions (GUPTA et al, 2010). Des disques de 6
mm de diamétre découpés sur papier Whatman, stérilisés et imprégnés a raison de 20 pl
d’ extraits a tester par disque ont été deposés a la surface d’un milieu préalablement
ensemence. Aprés une incubation a 37°C pendant 24h, les zones d'inhibitions formées
éventuellement autour des disgues seront mesurées. Chaque essai a été répété deux fois dans
les mémes conditions d’ expérimentations.

e Lecturedesrésultats

L’activité antimicrobienne a é&é déterminée en mesurant le diamétre de la zone
d’inhibition autour des disques. Les valeurs ont été exprimées sous formes de moyennes +ou-
écart type. L’ absence de croissance bactérienne se traduit par un halo transucide autour du
disque, dont le diamétre est mesuré et exprimeé en millimetre (JOFFIN et LEY RAL, 2006).

1.2.2.3.2. Déermination des parametresd’inhibition (CM1 et CMB)

La détermination de la CMI est faite que pour les extraits et CP ayants montrés une
activité meilleure sur milieu solide.
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e Méthode de microdilution en milieu liquide
e protocole

Une progression géométrique a raison de 1/2 des concentrations de CP et d’ extrait de
margine (tableau X1) a été réalisée dans 100 pl du BMH. Un volume d’ inoculum de 10° UFC
/ ml aété par la suite ensemencé. Les témoins sont réalisés comme suite :

- Témoin négatif : extrait brut + milieu de culture ;
- Témoin positif : inoculum bactérien + extrait.

Les cultures ont été incubées pendant 24h a 37°C, et apres incubation la CMI a été
déterminée comme étant |a plus faible concentration inhibitrice.

e Préparation dela gamme desdilutions

Tableau XI. Représentation des dilutions de la détermination des CMI.

Rapport de dilution Extrait 12 14 1/8 116 1/32
brut ou CF/BMH
% 50 25 12.5 6.25 3.12

- Rapport CMB/CMI

L’ action d’un extrait sera considérée comme bactéricide si le rapport CMB/CMI est égal
al. L’action est dite bactériostatique si e rapport CMB/CMI est supérieur a 1. (KAROU et
al, 2005).

|.2.2.4. Evaluation del’ activité antibiofilm

Nous avons quantifié in vitro la capacité des souches uropathogénes a former un biofilm
sur la microplaque de 96 puits et sur un cathéter urinaire (CU) en silicone par la méthode au
cristal violet (CV). Ce dernier est un colorant basique qui se lie al’ ADN, aux protéines, aux
molécules de surface chargé négativement et aux polysaccharides de la matrice extracellulaire
de biofilm.

Nous avons notamment testé le pouvoir de I'AT et d extrait de margine a éradiquer un
biofilm sur microplaque 96 puits et sur le dispositif médical (CU).

1.2.2.4.1. Méthode de la microplaque a 96 puits
e Protocole

Dans notre expérience, chague souche préalablement standardisée est préparée dans du
BHIB glucose a été inoculée dans douze puits de microplague de 96 puits a fond U en
polystyréne. Les trois premiers puits sont inoculés avec 200ul de la souche, ils servent d’un
test positif, chaque trois puits restant sont remplis avec 100ul de I’inoculum additionné, dans
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chacun des puits, de 100ul d'extrait a testé. La microplague est ensuite incubée a 37°C
pendant 24h.

Larévélation de laformation de biofilm est établie par la méthode colorimétrique au CV.
Celle-ci consiste a vider la microplague de la suspension microbienne (bactéries
planctoniques), puis effectuer un lavage au tampon PBS, ensuite remplir les puits de la
microplaque avec le CV et laisser agir 15 minutes suivi de lavages au PBS pour retirer I'excés
de CV. Le colorant a été remis en solution avec de I’ éthanol absolu et les DO ont été mesurés
a595nm.

Les résultats sont exprimeés en pourcentage d'inhibition calculé par I'éguation suivante :

DO du contrdle négatif - DO du test
Pourcentage d'inhibition % = X 100

DO du contréle
.2.2.4.2. Mé&hode du cathéter urinaire
e Protocole

Faire imprégner des petits bouts de cathéters (environ 1cm de diamétre) dans le milieu
BHIB inoculé (I'un des milieux, pourvus et |'autre dépourvu d'AT), puis incuber a 37°C
pendant 24 heures. La révélation de la formation du biofilm est éablie par la méthode
colorimétrique au CV et laisser agir 10 mn. Puis effectuer un lavage avec un tampon PBS.
Ajouter 1ml d’ éthanol absolu pour chague échantillon afin de mesurer laDO a 595nm.
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. Résultats et discussion
I1.1. Premiérepartie
[1.1.1. Analyse statistique

Nous avons recu au laboratoire d’analyse microbiologique de I'EPH de DRAA-EL-
MIZANE 187 prélevements d’ ECBU issus des personnes hospitalisées au niveau de tous les
services. Larépartition des prélévements sont représentés dans le tableau XI1.

Tableau XI1. Répartition des ECBU effectués sur des personnes hospitalisées.

Nombre de cas Total
Cas positifs Cas négatifs
Hommes 10 48 58
Garcgons 11 17 28
Femmes 13 73 86
Filles 03 12 15
Total 37 150 187
Fréquence % 19,79 80,21 100

Apres avoir soumis les prélévements d’urine aux différentes étapes d'identifications,
nous avons recensé 37 cas positifs et 150 cas négatifs.

Selon le Réseau d derte d’investigation et de surveillance des infections nosocomiales
(RAISIN) en 2006, 30 % des infections associées aux soins contractées dans un établissement
de santé sont des |U.

CHERRADI (2015) a obtenu une fréquence de 18,08 % pour les cas positifs contre
81,92 % des cas négatifs. Ces résultats sont trés proches a ceux gque nous avons obtenu dans
notre étude qui sont de 19,79 % pour les cas positifs et 80,21 % pour les cas négatifs.

Cependant, la fréquence de cas positifs des personnes hospitalisées enregistrée par
MAXWELL (2015) qui est de 10,31 % reste inferieur a celle que nous avons obtenu dans
notre étude (19,79 %).

e Répartition del’infection urinaire selon le ger me causal

L'urine vésicale est normalement stérile, mais au cours de la miction, elle se contamine
lors de son passage urétral qui peut étre colonisée le plus souvent par la flore urétrale ou par
des germes ayant une origine différente, génitale ou cutanée.

Les germes les plus impliqués dans les IU sont des germes qui proviennent de la flore
intestinale (Bacille Gram- (BGN)) avec la dominance d’E. coli. Les germes retrouveés dans la
présente étude sont représentés dans le tableau XI11.
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Tableau XI11. Germes responsables d’ infection urinaire.

BGN Gram+ Levures
Espéce Nombre Fréquence Espece Nombre Fréquence Espece Nombre Fréquence
% % %
E. coli 20 54,05 Streptocoque | 03 8,10 C.albicans | 02 541
P. mirabilis | 02 541 Spp C.spp 02 541
P.vulgaris 02 541 Enteroccoque | 02 541
K.pneumonia | 03 8,10 Spp
E. cloacae 01 2,70
Total 28 75,67 Total 05 13,51 Total 04 10,82

D’ apres les résultats figurés dans le tableau X111, on constate que la grande majorité des
IU sont dues au BGN, bactérie commensale de tube digestif, avec une fréquence de 75,67 %
dont la souche la plus retrouvée est E. coli avec un taux de 54,05 % suivi de Proteus, K.
pneumoniae et E. cloacae. Les germes Gram+ et les Candida présentent une fréquence plus
faible par rapport au BGN dont la fréquence est respectivement de 13,51 % et 10,82 %. La
diversité des espéces responsables d'1U est influencée par plusieurs facteurs, dont les plus
importants sont I'éat de |'appareil urinaire (uropathie) ains que la prise ultérieure
d’ antibiotiques.

Le pourcentage que nous avons obtenu avec les cocci Gram positifs (13,51%) est
supérieur acelui de CHERRADI (2015) qui est de 07,84 %. Il arapporté que la majorité des
cas des IU sont dues aux entérobactéries avec un pourcentage de 92,84 % avec la
prédominance d E. coli avec un pourcentage de 62,61 %. Ce résultat est en accord avec le
notre.

Une éude statistique en 2001 réalisee par SIDI ALl et BENCHIKH, internes en
meédecine au service des maladies infectieuses du CHU de T1ZI OUZOU ont trouvé que 50%
descasd' IU sont dus aE. coli.

Au cours d'un travail réalisé par KADY et MERZKANI (2007-2011) au service des
maladies infectieuses du CHU de T1ZI OUZOU, le germe principalement isolé dans les 1U est
E. coli avec 40% en 2008, 56.62% en 2007 et 2009, 60% en 2010 et 72.72% en 2011. Ces
résultats confirment les nétres.

D’apres les résultats rapportés par RAISIN (2006), les microorganismes les plus
fréqguemment a I’origine des U restent dans 60 % des cas les entérobactéries de la flore
digestive du patient, native ou modifiée par I'exposition a une antibiothérapie, ou par
transmission croisee, avec prédominance d' E. coli.

Le pourcentage d'E. coli et P. mirabilis obtenus par TEISSER (2011) dans son étude est
supérieur a celui  que nous avons obtenu, Il est de 71,42% pour E. coli 15% pour P.
mirabilis.
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Les résultats obtenus par KARHATE et ALOUSSI (2011) montrent que le pourcentage
d’E. cloacae (2,7 %) est égale a celui que nous avons obtenu. Cependant, le pourcentage d'E.
coli (67,6 %) et K. pneumoniae (18,9 %) est supérieur a celui que nous avons obtenu qui est
respectif de 54,05% et 8,10%.

Les résultats d’ une étude réalisée par KOUTA (2009) montrent que des bactéries isolées
des IU appartiennent a la famille d entérobactériaceae soit 92% chez les patients diabétiques
et 94% chez patients non diabétiques, les genres représentés principalement par E. coli,
Klebsiella, Proteus. Ces résultats sont en accord avec ceux que nous avons obtenul.

E. coli est la bactérie la plus uropathogénes de tous les autres microorganismes. La
premiere étape de l'infection est lamigration le long de I'urétre vers lavessie. La migration est
possible par la fixation des bactéries sur des protéines de I'épithélium urinaire gréce a des
adhésines ou pili (LOBEL, 2007 ; ROCHA et al, 2007 ; ULETT et al, 2013), des curli
(BELOIN et al, 2008), de I’Ag 43 qui intervient dans la formation des micro-colonies et la
structure tridimensionnelle de biofilm (BELOIN et al, 2008), des flagelles, des LPS et la
capsule (SHEIKH et al, 2001). Ces structures protégent les bactéries contre le flux urinaire.
Cependant, certaines souches non mobiles sont capables aussi de former un biofilm (SHEIKH
et al, 2001).

Selon BRUYERE et BOITEUX (2011), on distingue deux principaux groupes de
fimbriae chez E. coli. Ils se différencient par leur capacité a agglutiner les érythrocytes en
fonction de la présence ou de |'absence de mannose :

e Les adhésines mannose-sensibles (pili de type 1) se fixent aux résidus D-mannose des
protéines de I'épithdium de la vessie (BERTHOLOM, 2007 ; DOBRINDT, 2010;
ULETT et al, 2013) ;

e Les adhésines mannose-résistantes (pili de type P) se lient aux récepteurs
glycolipidiques présents sur la membrane des cellules rénales (BERTHOLOM, 2007 ;
DOBRINDT, 2010). lls sont donc un facteur de virulence a I’ origine de
pyé onéphrites (LOBEL, 2007).

D'autres facteurs de virulence sont présents chez E. coli. Les sidérophores (agrobactine,

entérobactine) sont secrétés par les bactéries pour chélater le fer (DHAKAL et al, 2008).
Ainsi les bactéries captent le fer de I'h6te et I'utilisent pour leur croissance (RIEGERL, 2003 ;
DOBRINDT, 2010 ; ULETT et al, 2013).
Des toxines ont égaement un réle important. Le facteur cytotoxique nécrosant détruit les
cellules de 1'¢pithélium urinaire. Associe a 1'a-hémolysine, qui lyse les érythrocytes, cela
contribue au phénomene inflammatoire, perturbe la cascade de signalisation cellulaire et
induit I'apoptose de la cellule hote, libérant des nutriments dont le fer, essentiel ala croissance
et ala survie bactérienne (DHAKAL et al, 2008). Ces toxines facilitent ainsi I'invasion et la
dissemination danslacellule hdte (ULETT et al, 2013).

Selon RIEGERL (2003), les flagelles chez P. mirabilis sont responsables de la mobilité
de labactérie dans le tractus urinaire.
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L'Uréase secrétée par P. mirabilis, K. pneumoniae ou Staphylococcus saprophyticus, est une
enzyme qui transforme I'urée en dioxyde de carbone et ammoniac, acalinisant ainsi les
urines. Les ions présents dans les urines sont alors dissous et précipitent, pouvant former des
calculs phosphoammoniacomagnesiens sur la paroi vésicale (ROCHA et al, 2007;
RIEGERL, 2003 ; DOBRINDT, 2010).

La présence dune capsule chez K. pneumoniae lui confére une résistance a la
phagocytose, de pili | (OFEK et BEACHEY, 1978) impliqué dans les pyélonéphrites par
I’adhésion aux cellules tubulaires proximales (FADER et DAVIS, 1980), pili de type Il qui
favorise I’adhésion aux cellules épithéliales des tractus urogénital et respiratoire (WURKER
et al, 1990).

e Répartition des cas positifs selon le sexe

Larépartition des casd' 1U selon |e sexe est représentée dans le tableau X1V.
Tableau X1V. Répartition des cas positifsd’ ECBU selon le sexe.

Sexe
Féminin Masculin
Nombre Fréquence % Nombre Fréquence %
16 43,24 21 56,76

D’ apres e tableau X1V, on constate que la fréquence d’ apparition de I’ [U differe selon le
sexe.

Selon QUERIN et VALIQUETTE (2000) ; LOBEL et SOUSSY (2007), la femme est
plus exposée aux U que I'homme pour des raisons anatomiques. la faible distance entre
I’orifice vaginal et anal ainsi que lalongueur du |’ urétre (3 a4 cm chez lafemme) donne aux
germes pathogéne un terrain pour la colonisation de I’appareil urinaire. Chez |I"’homme la
longueur de I'urétre est de 25 cm cela lui confére une meilleure protection vis-a-vis des
germes pathogenes. Les femmes enceintes sont particuliérement a risque en raison de la
pression exercée par le bébé sur le systeme urinaire, les changements hormonaux, auss la
grossesse dilate les voies excrétrices. (PECHER et JACOBSEEN, 1994). Le déficient en
cestrogene apres la ménopause (PECHER et JACOBSN, 1994) ains que |'usage d'un
diaphragme et de spermicides comme moyen contraceptif sont aussi étre des facteurs causals
des|U.

Cependant, les résultats de notre étude montrent que les hommes présentent une
fréguence de 56,76 % un peu plus supérieur a celle des femmes qui est de 43,24 % cela est
expliqué par le fait que la plus part des patients positifs du sexe masculin étaient soit des
mal ades sondés, diabétiques ou des enfants qui présentent une malformation urinaire.
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MAXWELL en Maroc (2015) a attribué dans son étude que 43,60 % des cas positifs sont
relatifs aux femmes et que 56,40 % sont relatifs aux hommes. Ces résultats sont trés proches
avec ceux gue nous avons obtenu.

Nos résultats se rapprochent auss a |I'éude statistique effectuée par SID ALl et
BENCHIKH (2001) sur les IU au CHU de TIZI OUZOU. La fréguence de I'lU chez
I’homme était de 54,20 % et de 45,8 % chez |la femme. Une autre étude menée au CHU de
T1ZOU OUZOU en 2006 par MADIOU et al au service des maladies infectieuses, montre
gu’il n’existe pas une différence significative pour les deux sexes, elle est de 55 % pour les
femmes et 45 % pour les hommes. Alors qu’ une autre étude est effectuée au méme laboratoire
allant de 2007 42011 par KADY et MERZKANI, montre une grande différence significative
pour les deux sexes, soit 62 % pour les femmes et de 38 % pour les hommes.

Nos résultats sont trés loin de ceux obtenus par VORKAUFER (2011), elle amontré que
90 % des infections concernent les femmes et que 8 % des infections concernent les hommes.
Chez la femme, la fréquence des IU augmente avec |’ &ge. Mais deux périodes sont propices
aux infections, |I’une au début de I’ activité sexuelle et I'autre en période post ménopausique.
Chez I’homme, les U augmentent a partir de I’ age de 50 ans, au moment de |’ apparition des
troubles prostatiques.

Chez la femme ménopausee, le déficit en cestrogénes est un facteur de risque (LOBEL,
2007). La flore vaginae permet la production d'acide lactique par les lactobacilles et
maintient un pH acide. Cet environnement empéche la colonisation par des germes
uropathogénes. Or, la flore vaginale est sous la dépendance de I'imprégnation ostrogénique.
Aprés laménopause, le pH est modifié ce qui favorise la croissance bactérienne (BRUY ERE
et BOITEUX, 2011). De plus, la couche de mucopolysaccharides qui recouvre la muqueuse
est aussi hormonodependante. Un déficit en cestrogénes entraine une diminution de la
production de mucopol ysaccharides.

Chez I'nomme de plus de 50 ans, I'lU est favorisée par la diminution des secrétions
prostatiques, au pH acide et par I'augmentation du volume de la prostate. Le sondage urinaire
(intermittent ou a demeure) favorise I'entrée des germes dans les voies urinaires et la création
d'un biofilm sur la sonde (LOBEL, 2007).

Lafréquence des IU au cours de diabete est influencée par un certain nombre de facteurs
locaux et/ou généraux favorisent la survenue d'1U chez les diabétiques ; le désequilibre
meétabolique des glucides et |a présence d'une glycosurie constitue une condition favorable a
la multiplication microbienne dans l'urine. Notant aussi le déséquilibre du systéme
immunitaire, dont la fonction des leucocytes polynucléaires est déprimée et plusieurs éapes
de la réponse immunitaire sont altérées, et certains facteurs de risques tels que I'ége,
['ancienneté de diabéte, I'utilisation dinstrument sur la filiere urinaire tel les sondages
VEési CauX.
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e Répartition descasd’infection urinaire selon I’ age
Larépartition des cas d' U est représentée dans le tableau XV.
Tableau XV. Répartition des cas positifs d ECBU selon I’ &ge.

L’ age (en année)

Tranched’age Nombre de cas positif Fréquence %
<3 14 37,84
25-39 08 21,62
40-54 04 10,81
>55 11 29,73
Total 37 100

A partir des résultats d ECBU mentionnés dans le tableau XV, la répartition de I'lU
difféere selon I’age. La tranche d'age la plus touchée est celle des enfants dont I'&ge est
inferieur ou égal a 3 ans. Ce sont principalement des patients ayant présenté des
malformations urinaires et un reflux vésico-urétrale. Les hommes ayant I'age supérieur ou
éga a 55 ans ont de multiples raisons de survenue de I'lU telles que la diminution de la
réponse immunitaire, la capacité vesicale, la glycosurie, I'augmentation du volume de la
prostate, diminution de ses sécrétions, le sondage urinaire qui favorise |'entré des germes dans
les voies urinaires, la création d'un biofilm sur la sonde et diminution de taux de protéines de
Tamm-Horsfall.

Latranche d’' ége située entre 25-39 ans présente aussi un pourcentage important d' 1U, se
sont en principe des femmes enceintes ou celles qui sont sexuellement actives. La grossesse
modifie les défenses immunitaires, entraine des modifications anatomiques qui sont les
dilatations des voies urinaires, un déséquilibre hormonale (augmentation de la sécrétion) et
des modifications chimiques (glycosurie, augmentation du pH urinaire, augmentation de la
concentration en acides aminés).

Selon AGHA et al (1998), les garcons de moins de 3 mois ont un risque plus élevé. Cela
confirme nos résultats. Une étude statistique menée au CHU de T1ZI OUZOU par KADY et
MERZKANI sur les U de 2007-2011 a montré que les enfants ayant |’ &ge situé entre O et 9
ans ont un taux faible d’'IU. Leurs résultats ne se rapprochent pas a ceux que nous avons
obtenu. La tranche d'age la plus touchée est celle des patients ayant plus de 50 ans avec une
fréguence élevée de 44 % en 2008 et 49 % en 2009, 36 % en 2007 et 2010, 30 % en 2011.

Les résultats obtenus par KOUTA (2009) montrent que la tranche d’' ége au-dela de 60
ans, dont (52,8 %) chez les diabétiques et (61,31 %) chez les non diabétiques, est la plus
touchée par les IU. Ces valeurs sont plus importantes a celles que nous avons obtenu pour la
tranche d’ age des patient ayants plus de 55 ans qui est de 29,73%.
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I1.1.2. Résultat de |’ antibiogramme des souches sélectionnées

Les résultats de I’ antibiogramme effectués sur les souches sél ectionnées sont représentés

dansletableau X VI

Tableau XVI. Résistance et sensibilité des entér obactéries sélectionnées des ECBU vis-a-vis des antibiotiques.

ATB

Souches

E

E.

P.

P

P

. coli
coli
. coli
. coli
. coli
mirabilis
. mirabilis

vulgaris

K.
pneumoniae

K.
pneumoniae

E

.cloacae

(-): nontesté; R: résistant ; S: sensible; | : intérmidiaire.

Num

07
12
16
19
21
13
14
20
06

09

18

;U;U;U;U;U;U;U;U;UZ‘Z>

Py

p-lactamine
AMC | KZ | CRO
R S 'S
R _ S
R _ S
R R 'R
R _ S
R S 'S
R _ S
R S 'S
R _ S
R S 'S
R S 'S

w u u '

Tic

Aminoside

CN

nu u nu un|o

AK

Quinolone

Cip

NA

S

Sulfamide

SXT

nw nw | VO OV O,|D

g nw o 0O n u

Tm

|l UV DL O OB OV O

Autre

FOS

nu u u unu n nu nu nu um

w

CT

|0 0 U | O

AM : Ampicilline/ AMC : Amoxiciline + acide clavulanique/ KZ: Cefazoline/ CRO: Céstriaxone/ | P: Imipenem

I TIC: Ticarcilline/ CN: Gentamicine/ AK: Amikacine/ CIP: Ciprofloxacine/ NA: Acide-Nalidixique/
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Les bactéries présentent des résistances et des sensibilités naturelles qui font partie des
critéres de classification et d'identification. D’apres les résultats de I’ antibiogramme des
entérobactéries sélectionnées rapportés dans le tableau XV I, nous apercevons que toutes les
souches testées présentent une résistance vis-avis de I’ampicilline et I’amoxiciline + acide
clavulanique par la production d’une B-lactamase. Toutes les souches testées ont une
résistance naturelle vis-a-vis de |I’ampicilline excepté le P. mirabilis et comme elles sont
toutes sensible a I’amoxiciline + acide clavulanique excepté E.cloacae. Cette résistance est
expliquée par I’émergence de génes de résistance qui est la B-lactamase par une transmission
horizontal e entre | es espéces bactériennes.

Les entérobactéries présentent une sensibilité naturelle vis-&vis de la Fosfomycine, les
aminosides, les quinolones et les B-lactamines. D’apres les résultats du tableau XII ce
caractére de sensibilité est préservé vis-a-vis de la Fosfomycine, Céstriaxone (excepté une
souche d’E. coli), Gentamicine, Amikacine et Ciprofloxacine. Cependant, les souches ont
développé une résistance vis-avis de Ticarcilline et que leur comportement vis-a-vis de la
Cefazoline est variable d’ une souche a une autre (sensible, résistante et intermeédiaire) cela est
en relation avec I’acquisition ou non acquisition du géne de résistance aux -lactamines.
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[1.2. Deuxiéme partie
[1.2.1. Rendement d’extraction

Les résidus de chague extraction sont pesés pour calculer le rendement qui designe la
masse de |’ extrait déterminée aprés évaporation du solvant, il est exprimeé en pourcentage (%)
par rapport alamasse initiale de la plante soumise al’ extraction (FALLEH et al, 2008).

Le rendement de |’ extraction de I’ ortie et du géranium par les deux extraits organiques
(acétate d’ éhyle et |’ éthanol) sont répertoriés dans lafigure 11.
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Figure 11 : Rendement en (%) des extraits bruts de feuilles d ortie et de feuilles de géranium.

e EAEFG : Extrait defeuille de géranium al’ acétate d’ éthyle ;
e EEFG : Extrait de feuille de géranium al’ éhanal ;

e EAEFO : Extrait defeuilled ortie al’ acétate d' é&hyle ;

e EEFO : Extrait defeuille d’ ortie al’ éthanol.

D’ apres les résultats obtenus figurés dans lafigure 11, le rendement d’ extraction varie en
fonction de I’ espéce végétale, de sa richesse en métabolites et de la nature du solvant utilisé.

Les extraits de feuilles de géranium a |’ éthanol (EEFG) et a I’ acétate d’ éhyle (EAEFG)
ont montré un rendement en PPT d’ extraction meilleur avec un pourcentage respectif de 49,60
% et de 44,80 % contre 17% pour |’extrait de feuilles d’ortie & I’ éthanol et 09,46 % pour
I’extrait de feuillesd ortie al’ acétate d’ éthyle.

L’ éhanol est noté comme meilleur solvant en terme de rendement en PPT d’ extraction
pour les deux plantes utilisées. Cependant, la différence été plus ou moins significative pour
les feuilles d’ ortie par rapport a celles du géranium.

Daoudi et al (2015) ont rapporté dans leur étude sur trois especes différentes de I’ ortie
gue le rendement de I’ extraction est différent d’ une espéece a une autre et dépend du solvant
d extraction utilisé. Leur résultats montrent que la fraction aqueuse résiduelle représente le
rendement le plus élevé pour Urtica urens et Urtica piluliferae suivie par la fraction n-
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butanolique pour Urtica urens et la fraction d’ Acétate d’ Ethyle pour Urtica piluliferae. Par
contre, pour Urtica membranacea, la fraction n-butanolique représente le pourcentage le plus
éléve suivi par la fraction agueuse résiduelle. Parmi leurs trois espéces étudiées, avec la
fraction d acétate d’ éhyle, sauf Urtica piluliferae qui se rapproche de notre résultat avec un
rendement de 5,40 * 0,54 % contre 9,46 % dans notre cas.

Selon ALTIOK et al (2008), les hauts rendements sont habituellement obtenus avec
I’ éthanol et le méthanol et leurs mélanges avec I’ eau. En effet I’eau joue un réle important
dans le processus d’ extraction des polyphénols en augmentant leur diffusion dans les tissus
Vegétaux.

Une éude menée par AOUCHICHE et BOUMGHAR en 2015 a montré que les extraits
organiques a I’ éthanol présentent un meilleur rendement par rapport a I'acétate d éthyle.
Comparant leurs résultats aux nétres, le rendement en PPT d extraction d’ extrait de brindilles
al’éthanol et al’ acétate d éthyle est trés proche a celui que nous avons obtenu avec I’ ortie.
Elles ont noté un rendement en PPT d’ extraction de 18 % pour |’extrait de brindilles avec
éthanol et 08,80 % pour I’ extrait de brindilles al’ acétate d’ éhyle. Par contre le rendement en
PPT d extraction de feuilles de géranium a |’ acétate d’ éthyle (44,80 %) est supérieur a celui
d’extrait de feuilles du laurier a I’ acétate d' éthyle (11,60 %) ainsi que I’ extrait de feuilles du
laurier a I’ éthanol (24 %). Cependant, le rendement en PPT d extraction de feuilles de
géranium a |’ acétate d’ éthyle (44,80 %) se rapproche a celui d extrait de feuilles d’ oléastre a
I’éthanol (38 %).

11.2.2. Résultats des dosages de PPT des extraits de feuillesd’ ortie et de géranium

Le dosage des PPT des feuilles d'ortie et de géranium a été effectué par la méthode
spectrophotométrique au réactif de Folin-Ciocalteu (BOIZOT et CHARPENTIER, 2006), en
se basant sur le fat que les CP forment un complexe redox avec les acides
phosphotungstiques et phosphomolybdiques de ce réactif. Les teneurs obtenues sont
exprimées en mg équivalent ' AG par gramme de matiere vegétale seche (mg GAE/Q), en
utilisant I’ éguation de larégression linéaire de la courbe d’ étalonnage tracée de I’ AG.
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Figure 12 : Courbe d'étalonnage pour le dosage des PPT en équivalent d’' AG.
11.2.2.1. Lateneur en PPT desextraitsdefeuillesd’ ortie et de géranium

Le processus d extraction des polyphénols correspond a la libération des CP a partir
généralement des structures vasculaires et leur diffusion, aprés rupture des tissus, vers le
milieu extérieur.

Le résultat du dosage des PPT des deux plantes testées (ortie et géranium) avec |’ acétate
d ethyle et I’ éthanol sont consigné dans lafigure 13. Les valeurs obtenues sont la moyenne de
2 essais = Standard Errors (SD).
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Figure 13. Teneur en PPT des extraits de feuilles d ortie et de géranium.
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Pour les deux plantes étudiées nous avons remarqué, a partir de la figure 13, une
variabilité des teneurs en PPT. La teneur la plus élevée est constatée pour la plante de
géranium avec |’ extrait de I’ acétate d’ éthyle avec une teneur de 186,79 + 20,799 mg EAG/g
suivit du géranium avec d’ extrait ethanolique avec une teneur de 180,99 + 16,400 mg EAG/g.
Ces résultats importants refletent les données trouvées dans la figure 11 ou nous avons
enregistré des rendements élevés des extraits bruts pour le géranium ce qui prouve larichesse
de cette plante en CP.

L’ortie présente une teneur en PPT beaucoup plus inférieure par rapport a celle du
géranium. Néanmoins, lateneur en PPT pour |’ ortie avec I’ extrait de |’ éthanol (23,60 £ 1,680
mg EAG/Q) est plus supérieure a celle de I’ ortie avec I’ extrait de |’ acétate d’ éthyle (11,60 +
2,001 mg EAG/qg).

La différence de solubilité des CP est due a la polarité des solvants choisis et aussi a la
nature chimique de ces composés ainsi que la méthode d’ extraction et de la partie de la plante
qui joue aussi un role majeur dans I’ extraction et la quantification des polyphénols. Selon
FALLEH et al (2008), les hautes récupérations des polyphénols sont obtenues par le
méthanol. Habituellement les solvants les plus polaires sont considérés comme les plus
appropriés al'extraction de ces composeés.

L’addition de I’eau aux solvants organiques augmente la solubilité des polyphénols
(SRIPAD et al, 1982) par modulation de la polarité du solvant organique (MOHAMMEDI,
2011). Cette augmentation est peut étre due a l'affaiblissement des liaisons d'hydrogenes dans
les solutions agueuses. Elle pourrait également étre due a I'augmentation de la basicité et de
I"ionisation des polyphénols dans de telles solutions (SRIPAD et al, 1982). La solubilité des
polyphénols dépend principalement du nombre de groupements hydroxyles, de poids
moléculaire et de la longueur de la chaine carbonique de squelette de base (MOHAMMEDI,
2011). Par conséquent, pour obtenir des fractions riches en polyphénols, il est préférable
d’employer des mélanges du solvant organique approprié avec de |’ eau.

Plusieurs facteurs influencent I’ extraction des CP a partir de la matiére végétale tels que
le type et le volume du solvant utilisé, la taille des particules de |’ échantillon, le temps
d extraction, les conditions de stockage de I’ échantillon, le pH et latempérature (NACZK et
SHAHIDI, 2004 ; ALTIOK, 2010). D’aprés SEIDEL (2005), les solvants alcooliques sont
capables d’ augmenter |a perméabilité des parois cellulaires en facilitant I’ extraction d’un plus
grand nombre de molécules polaires, de moyenne et de faible polarité. De plus, le
déroulement de la macération sous agitation pendant un temps étalé et a température ambiante
permet, respectivement, |’ épuisement du solvant en composeés extraits et la prévention de leur
altération ou modification probable par |atempérature élevée.

L’ éude réaisée par KHALKHAL (2014) montre que la partie aérienne de Thymus
ciliatus spp colratus est beaucoup plus riche que sa racine en PPT (extraction ethanolique).
Elle est de 606 mg EAG/g pour la partie agrienne et 177,07 mg EAG/g pour la racine. Notre
résultat obtenu avec I'extrait de feuilles de géranium par I'éthanol (180,99 + 16,400) se
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rapproche de celui qu’ elle a obtenu avec la racine de Thymus ciliatus spp colratus et faible par
rapport acelui delapartie aérienne.

Nous avons aussi comparé nos résultats avec ceux de BELYAGOUBI (2012), nous
avons trouvé que la teneur en PTT d'extrait de feuilles de géranium a I’ é&hanol (180,99 +
16,400 mg EAG/Q) et acétate d’ éhyle (186,79 + 20,799 mg EAG/g) se rapproche avec celle
qui aééretrouvé chez Thymelea microphilla (201,646 + 4,655 mg EAG/Q).

MAHMOUDI et al (2013) ont observé aussi une différence de teneur en polyphenol dans
les différentes parties d’une fleur de cynara scolymus qui dépend aussi de type de solvant
utilise. lls ont rapporté que le méthanol été le meilleur solvant pour I'extraction des
polyphenols a partir de réceptacle et que |'éthanol est noté le meilleur solvant pour
I’ extraction des PPT a partir de la tige. Nos résultats en teneur de PPT de feuille d’ ortie avec
I’ acétate d éthyle se rapproche a ceux qu’ils ont retrouvé dans le réceptacle d une fleur de
cynara scolymus avec |’extrait éhanoique 11,67 £ 2,78 mg EAG/g et celui de I’ extrait
méthanoique 11,85 + 0,09 mg EAG/g.

VASILEIOS et al (2010) ont rapporté que les variations en teneur de polyphenol sont
dépendantes des conditions climatiques et géographiques, des conditions de culture et |e degré
de maturité (BOUDHRIOUA et al, 2009 ; VASILEIOS et al, 2010), I’ é&at physiologique et
I’ &ge de laplante (DE LEONARDIS et al, 2008).

Le dosage par le réactif de Folin-Ciocalteu n'est pas spécifique aux polyphénols
(TASIOLA-MARGARI et OKOGERI, 2001), c'est une méthode générale qui ne donne pas
d’information concernant la nature des molécules phénoliques qui se trouvent dans les
extraits. Beaucoup de composés peuvent réagir avec ce réactif, donnant un taux phénolique
apparent éevé (TAWAHA et al, 2007). En outre, certaines substances, telles que la vitamine
C, les caroténoides, les sucres réducteurs et les acides aminés phénoliques, peuvent en
réduisant le complexe phosphotungstique- phosphomolybdique interférer et conduire a une
surestimation de la teneur en CP (OBIED et al, 2005). Par conséquent, on ne pourra pas
établir une relation entre la quantité des phénols et |’ effet antioxydant (MARTHA, 2008).

11.2.2.2. Lateneur en PPT desextraits de margines

Les teneurs en PPT des margines sont tres importante. Nous avons trouvé 882,66 + 13,33
pg/ml pour EMADpH2 pg/ml, 937,33 + 49,99 pug/ml pour EMApH: et 941,33 £+ 10,66 pg/ml
pour EMAND.

Tableau XVII. Résultats du dosage des PPT des extraits de margines: exprimée en pg/ml,
les valeurs sont lamoyenne de 2 essais + SD.

Extrait Teneur en PPT en pug/ml
EMADpH:2 882,66+13,33
EMApH2 937,33+49.99
EMAND 941,33+10.66
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e EMADpH:: Extrait de margine al’ acétate d' éthyle delipidé, pH:.
e EMApH:2: Extrait de margine al’ acétate d’ éthyle, pHz;
e EMAND : Extrait de margine al’ acétate d’ éthyle non delipidé.

Ces concentrations sont tres proches a celles des margines a |’ acétate d’ éhyle utilisées
par AOUCHICHE et BOUMGHAR en 2015 ; 986,52 + 0,4 pg/ml.

La concentration en PPT contenue dans les margines rapportée par EL HADJOUJI et
al (2008), qui est de I’ordre de 0,79 £ 0,11 ¢/l reste inferieur a celles que nous avons obtenu
dans notre étude.

11.2.3. Résultats del’activité antimicrobienne: M éthode de diffusion sur |’agar

Nous avons testé in vitro |’ activité antimicrobienne des extraits bruts (feuilles d ortie et
géranium et margines), ains que I'AT par la technique de diffusion sur agar (méthodes des
disques) vis-avis de 17 microorganismes (11 entérobactéries et 06 Candida) qui proviennent
des prélevements d ECBU. Les souches bactériennes sélectionnées sont des souches qui
présentent une multirésistantes, elles engendrent beaucoup d’infections y compris les 1U.
Cette méthode permet de tester différents composés contre un seul microorganisme (RIOS et
RECIO, 2005).
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[1.2.3.1. Testsde sensibilités
11.2.3.1.1. La sensibilité bactérienne aux extraits de feuillesd’ ortie et géranium

Tableau XVIII. Diamétres des zones (mm) d’inhibitions (moyenne + SD) provoquées par les
extraits de feuilles d’ ortie et de géranium et leurs sensibilités.

Souchestestées | Numéro Sensibilité et valeur des diamétres d'inhibition
(mm)
EAEFG EEFG EAEFO EEFO
E. cali 07 10+0,5 10+1 / /
+ + - -
E. cali 12 10+0,5 10+1 /
+ + - -
E. cali 16 12+1 10+1 / /
+ + - -
E. coli 19 / / / /
E. cali 21 / / / /
P. mirabilis 13 12+0,5 10+1 / /
+ + - -
P. mirabilis 14 12,5+1 11+0,5 / /
+ + - -
P.wulgaris 20 12+0,5 10+1 / /
+ + - -
K.pneumoniae 06 / / / /
K.pneumoniae 09 / / / /
E.cloacae 18 09+0,5 12+0,5 / /
+ + - -
C.albicans 01 12+1 10+1 / /
+ + - -
C.albicans 04 13+0,5 9,5+0,5 / /
n _ - -
C.albicans 10 10+1 10+1 / /
+ + - -
C. spp 02 13+1 10,5+0,5 / /
+ + - -
C.spp 03 13,5+0,5 10,5+0,5 / /
+ + - -
C.spp 05 9+0,5 9+0,5 / /
+ + - -

(/) : Pas de zone d'inhibition.

Les mesures des halos d’inhibitions nous ont permis de classer les bactéries suivant leur
degré de sensibilité aux extraits.
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e Non sensible (-) pour un diamétre moinsde 8 mm ;

e Sensible (+) pour un diametre entre9 al14 mm;

e Tressensible (+ +) pour un diamétre entre 15 419 mm et extrémement sensible
(+++) pour un diameétre de plus de 20 mm (MOREIRA et al, 2005).

Il ressort a travers |’observation des zones d'inhibitions répertoriées dans le tableau
XVIII que tous les microorganismes testés saverent résistants aux extraits de feuilles d’ ortie
(acétate et éthanol). Cependant, e comportement des entérobactéries et des Candida vis-a-vis
des extraits de géranium (acétate et éthanol) est différent d’ une souche a une autre.

Nous avons noté que deux souches de K. pneumoniae testées ainsi que 2/5 des souches
d’E. coli présentent une résistance avec absence compléte de zone d'inhibition. Néanmoins,
3/5 des souches d’'E. coli testées ont montré une sensibilité avec des diametres d'inhibitions
qui varient entre 10+ 0,5 et 12 £ 1 pour I'EAEFG et 10 + 1 pour I’ EEFG.

Une sensibilité importante est noté chez le genre Candida vis-avis EAEFG. Les zones
d’inhibitions étaient de 12 + 1 et 13 £ 0,5 mm pour C. albicans et 13+ 1 et 13,5+ 0,5 mm
pour C. spp. la sensibilité d'E. cloacae est plus importante avec EEFG qui est de 12,5mm
contre 09 + 0,5 mm avec EAEFG.

Les résultats obtenus par DAOUDI et al (2015) dans la région de Meknes, les extraits
phénoliques des trois espéces du genre Urtica montrent que les trois especes recélent une
diversité de métabolites secondaires aussi bien des tanins galliques et des flavonoides que des
stérols, des triterpenes et des leucanthocyanes. L’activité antimicrobienne de ces extrait
phénoliques testés vis-avis des germes pathogenes (E. coli, Saphylococcus aureus,
Pseudomonas putida et K.pneumoniae) n’ont aucun effet inhibiteur sur ces derniéres, ces
résultats sont confirmeés par les nétres. Cette absence d’inhibition de la croissance bactérienne
en présence de ces extraits est du soit a la résistance de celles-ci ou bien a I’insuffisance du
volume et de la concentration utilisée.

L’ activité d’un extrait est probablement due a la présence de synergie entre un nombre
de composants, qui lorsgu’ils sont séparés deviendraient inactifs individuellement (RIOS et
RECIO, 2005). De plus, la méthode d'extraction et les solvants utilisés pour |’ extraction
pourraient ére al’ origine de ces résultats. En effet HAY OUNI et al (2007) ont montré que la
méthode d’ extraction et la nature du solvant peuvent influencer I’ activité antimicrobienne des
CP des plantes.

D’ autres études ont rapporté que les huiles essentielles ont la plus grande efficacité dans
le traitement des pathologies infectieuses (RIOS et RECIO, 2005). Ceci est confirmé par une
étude réaliste par BENMILOUD (2014) qui est porté sur la révélation de I'activité
antimicrobienne des extras d'une plante Nepeta amethystina (agueux, ethanolique,
etheriques et huile essentielle) vis-avis des 3 souches de C. albicans (IPP 444, ATCC 26790
et ATTC 10231). Ces résultats montrent |’ absence d effet inhibiteur des différents extraits
testés a |’ exception de I’ huile essentielle qui a donné des zones d' inhibitions importantes qui
sont respectivement de 37, 40 et 45 mm.
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Une éude a été réalisée par NABHI (2014) sur I'huile essentielle de Pelargonuim
graveolens (Géranium rosat) a montré une bonne efficacité vis-avis de Pseudomonas
aeruginosa 22 + 1,8mm et staphylococcus aureus 19 + 2,2mm. Cependant, |’ action inhibitrice
de I’huile essentielle est moins importante pour E. coli et K. pneumoniae avec des zones
respectives de 12 + 1,8 mm et 16 £ 2mm. D’apres ces résultats on constate que |*huile
essentielle de géranium a un pouvoir inhibiteur plus important que les polyphénols testés dans

notre étude.

11.2.3.1.2. La sensibilité bactérienne aux extraits de margines

La méthode de diffusion sur disgues nous a permis de mettre en évidence I’ activité
antimicrobienne des margines delipidées et non delipidées sur les microorganismes testés.
Les résultats de cette activité sont figurés dans le tableau XI1X.

Tableau X1X. Diamétres des zones dinhibitions et sensibilité des especes aux extraits de
margines. (Moyenne + SD).

Souches testées Numéro Sensibilité et valeur des diamétresd'inhibitions (mm)
EMADpH: EMApH2 EMAND
E. coli 07 11,5+0,5 11,5+0,5 11,75+0,5
+ + +
E. coli 12 11,5+0,5 12,5+0,5 11,5+0,5
+ + +
E. coli 16 12+0,5 12,5+0,5 11+0,5
+ + +
E. coli 19 12+0 11,5+1 11,75+0,5
+ + +
E. coli 21 12,5+0,5 12,75+0,5 11,5+0,5
+ + +
P. mirabilis 13 12,5+0,5 14,5+0,5 10,5+0,5
+ + +
P. mirabilis 14 13,75+0,5 13+0,5 11+1
+ + +
P.wlgaris 20 13,5+0,5 12,5+0,5 12,5+0,5
+ + +
K.pneumoniae 06 10,5+0,5 12,5+0,5 11+1
+ + +
K.pneumoniae 09 10,5+0,5 12,5+0,5 12+1
+ + +
E.cloacae 18 10,75+0,5 11,75+0,5 12,75+1
+ + +
C.albicans 01 10+0 10,5+0,5 10,25+0,5
+ + +
C.albicans 04 10,5+0,5 10,5+0,5 10,25+0,5
+ + +
C.albicans 10 10,5+0,5 10,5+0,5 10,75+0,5
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+ + +

C.spp 02 12+0 13,5+0,5 11,25+0,5
+ + +

C.spp 03 10,5+0,5 11,5+1 10,5+1
+ + +

C.spp 05 10,5+0,5 11,5+0,5 11+0,5
+ + +

Selon les résultats figurés dans le tableau XIX, on constate que les trois extraits de
margines al’ acétate d éthyle delipidé ou non delipidé présentent une activité antimicrobienne
et anticandidose.

Les zones d’inhibitions les plus importantes sont observées chez le genre Proteus qui peu
aler jusqua 14,5 £ 0,5 avec les deux extraits EMADpH. et EMApH.. Cependant I’ action
inhibitrice d EMAND vis-avis du méme genre est moins importante qu' EMADpH: et
EMApH:éelevarieentre 10,5+ 0,5t 12,5+ 0,5.

EMADpH> et EMApH2 sont les deux extraits qui ont donné des grandes zones
d’inhibitions pour les cing souches d'E. coli avec des diamétres qui varient entre 11,5 £ 0,5 et
12,75 £ 0,5. Par contre K. pneumoniae les diametres d' inhibitions ont été noté par EMApH: et
EMAND.

Le mode d’ action des trois extraits a été de méme efficacité pour le genre Candida. Les
zones d’'inhibitions prises sont moins importantes par rapport a celles des entérobactéries,
elles ne vont pas au dela de 11 + 0,5 mm excepté le C. spp 13,5 + 0,5 avec EMApH.. Cela
confirme les études qui ont éé faite par SINGLETON et al (1965). Ces derniers ont démontré
gue les champignons et les levures sont capables de se développer plus que les bactéries dans
les margines.

GHOMAR (2015), au cours de son étude expérimentale a démontré que les margines
exercent une activité inhibitrice vis-a-vis des souches pathogenes qui varie d’ une souche a une
autre avec des diametres compris entre 10 et 17mm. Les souches les plus sensibles sont des
Gram positif staphylococcus aureus et bacillus cereus et avec des diamétres d'inhibitions
respectifs 14-16mm et 12-17mm. Les zones d’ inhibitions qu’ on a obtenus avec les souches E.
coli (11 a12,5 mm) serapprochent acellesqu’il a obtenu (10 al2 mm).

Nous avons comparé nos résultats avec ceux d ESMAIL et al (2015) effectués sur des
souches uropathogénes ainsi que des levures. Leurs résultats démontrent que les margine
n’ont aucune efficacité vis-avis de C. albicans testée. Par contre dans notre étude, nous avons
obtenu que les margines exercent une activité inhibitrice qui varieentre 10 Ommet 11 £ 0,5
mm, et que C. spp présente une zone d' inhibition importante de 13,5+0,5 mm avec EMApH..

La zone d'inhibition qu’ils ont observé chez E. cloacae qui est de 13 mm se rapproche
avec celle que nous avons observé avec EMAND (12,75+1 mm). Cependant, les diamétres
d'inhibitions qu'ils ont enregistré pour E. coli ATCC 25921 (15mm) et K. pneumoniae
(22mm) étaient supérieurs aux notres.
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Le diameétre d'inhibition trouvé par AOUCHICHE et BOUMGHAR (2015) pour E. coli
ATCC 25322 avec EMADpH: qui est de 12+0 mm est tres proche aux diamétres que nous
avons trouveé avec le méme extrait vis-a-vis E. coli uropathogenes avec des zones comprises
entre 11,5 £ 0,5 et 12,5 £+ 0,5 mm de diamétres. La souche de K. pneumoniae qu’elles ont
testé présente une sensibilité vis-a-vis de ’'EMADpH2 et EMApH:2 avec une zone d'inhibition
de 13 + 0 mm. Comparant leurs résultats aux notres, les zones d’inhibitions que nous avons
enregistrées pour la méme souche vis-avis de I’EMApH- sont trés proches avec ceux qu'elles
ont obtenu (12,5 £ 0 mm). La sensibilité de B. subtilis ATCC 6633 vis a vis de EMApH>
(13,5 = 0,7mm) est comparable avec la sensibilité de Proteus vis-a-vis de méme extrait (12,5
+ 0,5 mm et 14,5 + 0,5 mm). De plus, le diametre d’inhibition qu’ elles ont obtenu pour cette
méme souche vis-a-vis de 'EMADpH2 14,5 + 0,7 mm est proche de celle que nous avons
obtenu (12,5 + 0,5 mm et 13,5 £ 0,5 mm) pour cet extrait.

Selon SINGLETON et al (1965) et RANALLI (1991), les CP conferent aux margines un
pouvoir antibactérien, car d’une part ils sont caractérisés par une tres forte réticulation et aussi
une dénaturation des protéines, d'une autre part en raison de leur chaine latérae acide
(ESMAIL, 2015).

Les acides phénoliques sont beaucoup moins polaires. Cette propriété peut faciliter le
transport de ces molécules a travers lamembrane cellulaire. 1ls sont capables de se complexer
avec les protéines extracellulaires solubles et aussi avec les peptidoglycanes et causé ains la
rupture de la paroi bactérienne (ARAB et al, 2013) comme c'est le cas des quinones. Les
flavonoides (plus lipophiles) peuvent également perturber les membranes microbiennes
(FIRAS et HASSAN, 2008). La perturbation de la paroi bactérienne entraine une
augmentation de la perméabilité membranaire aux protons et aux ions potassium, une
perturbation de la force proton motrice et une dénaturation des protéines intracellulaires
(LAMBERT et al, 2001 ; BURT, 2004 ; BAKKALI et al, 2008). En plus, les CP en forte
concentration peuvent se fixer sur les enzymes dont |’ activité serait affectée et les cellules
microbiennes seraient privées de métabolites intermédiaires, ce qui parviendrait al’inhibition
de leur croissance.

64



Résultats et discussions

11.2.3.1.3. La sensibilité bactérienne aux CP standards
Les diamétres d'inhibitions sont représentés dans | e tableau X XII.

Tableau XX. Diametres des zones (mm) d'inhibitions (moyenne + SD) exprimées par le
composé phénolique AT et sensibilité des especes vis-a-vis de ce CP.

Souches Numé&o | Valeurs des diametres| Sensbilité
testées d'inhibitions (mm)

E. coli 07 18,5+1 ++
E. coli 12 18+0 ++
E. coli 16 19,75+0,5 S
E. coli 19 15,5+1 ++
E. coli 21 15,51 ++
P. mirabilis 13 20,5+0,5 +++
P. mirabilis 14 19,5+1 ++
P.wulgaris 20 17,51 ++
K.pneumoniae 06 12,5+1 +
K.pneumoniae 09 12,5+1 +
E.cloacae 18 18,5+1 S
C.albicans 01 22,5t1 +++
C.albicans 04 20+1 e
C.albicans 10 21,5+1 +++
C.spp 02 24+1.5 +++
C.spp 03 23+1 +++
C.spp 05 21+1 +++

D’ apres les résultats consignés dans le tableau XX on remarque que I’ AT exerce un large
spectre d' activité vis-a-vis des entérobactéries et des Candida testés. On remarque que le
degré de sensibilité differe d’ une souche a une autre avec un diameétre d’inhibition qui varie
del125+ 1jusquaz4 = 1,5.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par AOUCHICHE e BOUMGHAR
(2015), elles ont démontré que I’AT a une forte activité antimicrobienne vis-avis de leur
souche testé, il adonné des zones d’inhibitions qui peuvent aler jusgqu'a 23 mm de diametre.

Les deux souches de K. pneumoniae ont montré un diamétre d’'inhibition de 12,5 + 1
mm, ce diametre est moins important par rapport aux autres diamétres notés chez les
entérobactéries et les Candida testés.

Le diamétre d'inhibition obtenu par I'AT au sein d’une méme espece d E. coli varie de
15,5+ 1 mm jusqu'a 19,75 £ 0,5 mm.

65



Résultats et discussions

Les trois souches de Proteus ont présenté de grandes zones d’ inhibitions. On note que P.
mirabilis présente une sensibilité plus importante comparé a celle de P. wulgaris avec un
diamétre d’'inhibition qui est de 19,5 + 1 mm et 20,5 + 0,5 mm pour P. mirabiliset 17,5+ 1
mm P.vulgaris.

Les plus grandes zones d'inhibitions de I’ AT sont obtenues avec les Candida ou elles
varient de 20 £ 1 mm jusqu’a2 4+ 1,5 mm.

11.2.4. Résultats des parameétres d’inhibitions

I1.2.4.1. Résultats de I’ activité antimicrobienne testés par la méthode de microdilution
en milieu liquide (déter mination desCM 1)

La méthode de diffusion en milieu gélosé utilisée est une méthode simple qui donne des
résultats, mais il est difficile d'utiliser cette méthode avec des quantités importantes
d’ échantillons car le disque est petit et le papier filtre utilisé ne permet pas d’imprégner une
grande quantité au risque de déborder |’ échantillon étudié (la quantité maximale imprégnée
est de 25 a 30ul). En réalité, ce test n’est qu’un criblage des activités antimicrobiennes des
extraits, il nous permet de sélectionner pour chaque souche I’ extrait qui a présenté le plus
d’activité antimicrobienne. Ce teste doit ére complété par un autre test qui permettra de
déterminer la CMI des extraits actifs.

ALIGIANNIS et ses collaborateurs, (2001) in FABRI et al (2009), ont proposés une
classification des extraits du matériel végétal sur la base des résultats des CM |, comme suit :

e Forteinhibition: CMI inférieure a 500ug/ml ;
e Inhibition modérée: CMI varie de 600ug/ml a 1 500ug/ml ;
e Faibleinhibition: CMI supérieure a1 600ug/ml.

Nous rapportons dans les tableaux XXI et XXIl les CMI des extraits les plus actifs
(EMADpH2, EMApH:2 et I'AT) obtenus sur milieu gélosé dont les diamétres d’ inhibitions sont
>10 mm (choix arbitraire).

L’analyse des données expé&imentales montre que comparativement au témoin de
croissance, il y aune diminution du trouble provoquée par la croissance des germes au fur et a
mesure que la concentration en extrait augmente.

Tableau XXI. Résultats des CMI exprimés en pg/ml retenues par I'AT.

Extrait Souche Numéro | CMI classification
C. albicans 01 625 Inhibition modérée
C. spp 02 2500 Faible inhibition
E. coli 16 2500 Faible inhibition
AT E. coli 21 2500 Faible inhibition
P. mirabilis 20 2500 Faible inhibition
P. wlgaris 13 2500 Faible inhibition
K. pneumoniae 06 1250 Inhibition modérée
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| | E.cloacae 18 | 2500 | Faibleinhibition |

D’ apres les résultats des CMI mentionnés dans le tableau XXI nous constatons que
I’ effet inhibiteur de I’ AT vis-a-vis des souches testées est classé en inhibition modérée et une
faible inhibition.

Nous avons obtenu une inhibition modérée pour C. albicans avec une concentration de
625 pg/ml ainsi que K. pneumoniae avec une concentration un peu plus supérieure par rapport
a C. albicans qui est de 1250 pg/ml. Les autres souches (E. coli, Proteus et E. cloacae) ont
présenté une inhibition faible avec une concentration en AT de 2500 pug/ml. Plus que les
valeurs de CMI sont petites plus que I'extrait a une activité plus grande en vers la bactérie
testée.

La CMI obtenu par AOUCHICHE et BOUMGHAR en (2015) chez Saphylococcus
aureus ATCC 43300 (625ug/ml) vis-a-vis de I’AT est identique avec celle que nous avons
obtenu chez C. albicans. Cependant, elles ont montré une forte inhibition chez P. marginalis
DSM 13124 et B. thermosphacta CIP 103251 (78,125ug/ml) qui reste tres inferieur aux
résultats gue nous avons obtenus vis-&-Vvis de tous les microorganismes testés.

Tableau XXI1. Résultats des CMI exprimées en pg/ml retenues par les extraits de margines.

Extraits | Souches Numéro | CMI classification
C. albicans 01 220,33 Forte inhibition
E. coli 16 55,17 Forte inhibition
EMADpHz2 | P. wulgaris 20 25,58 Forteinhibition
K. pneumoniae 06 55,17 Forte inhibition
EMApH:? C. spp 02 234,33 Forte inhibition
E. coli 21 58,58 Forte inhibition
P. mirabilis 13 29,29 Forte inhibition
E. cloacae 18 29,29 Forte inhibition

Les résultats obtenus dans notre étude, rapportés dans le tableau XXII, ont montré que
les deux extraits de margine utilises (EMADpH: et EMApH2) ont une forte inhibition vis-&
visdetous les microorganismes testes.

La plus faible concentration d'inhibition est obtenue avec EMADpH: vis-avis de P.
vulgaris, elleest de 25,58 pg/ml. E. coli et K. pneumoniae ont donné la méme CMI qui est
de 55,17 pg/ml avec I'EMADpH2. P. mirabilis et E. cloacae sont les deux souches qui ont
donnélaplusfaible CMI (29,29 pg/ml) avec I'EMApH..

On comparant les extraits éudiés entre eux du point de vue de leur activité en vers les
entérobactéries et les Candida, on conclu gue les extraits de margine ont une forte activité
inhibitrice par rapport al’ AT.
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Les CMI rapportées par ESMAIL et al (2015) avec des concentras de margines
marocaines vis-aVis des souches uropathogénes de références a savoir E. coli ATCC 25921,
K.pneumoniae et E. cloacae lesgquelles ont montré une bonne efficacité, elle est de 0,25mg/ml.
La CMI que nous avons noté avec la souche E. cloacae (29,29ug/ml) est trés proche de celle
gu'ils ont enregistré et que celle d'E. coli et K.pneumoniae sont |égerement supérieure a celle
gu'’ils ont obtenu dans leur étude.

La CMI obtenue par AOUCHICHE et BOUMGHAR (2015) ont montré une bonne
inhibition des margines vis-a-vis de leurs souches testées. Leurs résultats obtenu vis-avis de
C. freundii ATCC 8090 (30,83 pg/ml) se rapproche de celle que nous avons obtenu chez P.
mirabilis et E. cloacae (29,29 pg/ml). Les CMI que nous avons obtenu pour les
entérobactéries varient entre 29,29 et 58,58 ug/ml. Ces valeurs sont plus importante acelles
gu’ elles ont obtenu chez Saphylococcus aureus ATCC 43300, P. marginalis DSM 13124 et
E. faecalis ATCC 0409 (123,32 ug/l). La CMI gu'eles ont obtenu pour B. thermosphacta
CIP 103251 (246,63 pug/l) se rapproche des vaeurs que nous avons noté chez C. albicans
(220,33 ug/l) et C. spp (234,33 pg/l).

[1.2.4.2. Déter mination des CMB et la naturedel’ activité antimicrobienne

La CMB est déterminée apres |’ ensemencement des bactéries prélevées a partir des puits
ou la concentration est > a la CMI. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau XXV.

Selon KAROU et al (2005), I'action d'un extrait sera considérée comme bactéricide si le
rapport CMB/CMI est égal a 1. L'action est dite bactériostatique si le rapport CMB/CMI est
supérieur a 1.

Tableau XXI1I. Les CMB et lanature de |’ activité obtenue par les différents extraits.

Extraits microorganismes | CMI CMB CMB/CMI | Interprétation
C.albicans 1 | 1/8 ND ND ND
C. spp 2 |12 ND ND ND
AT E. cali 16 | 12 ND ND ND
E. coli 21 | 12 ND ND ND
P.wlgaris 20 | 1/2 ND ND ND
P. mirabilis 13 | 1/2 ND ND ND
K.pneumoniae 06 | 1/4 ND ND ND
E. cloacae 18 | 1/2 ND ND ND
C.albicans 1 |14 ND ND ND
EMADpH2 | E. coli 16 | 1/ 16 1/8 2 bactériostatique
P.wulgaris 20 | 1/ 32 1/16 2 bactériostatique
K.pneumoniae 06 | 1/ 16 1/8 2 bactériostatique
EMApH:2 C.spp 2 |14 ND ND ND
E. cali 21 | 1/16 1/8 2 bactériostatique
P. mirabilis 13 | 1/32 1/16 2 bactériostatique
E. cloacae 18 | 1/32 1/16 2 bactériostatique

ND : Non déterminé.
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D’ aprés les résultats mentionnés dans le tableau (XXV) les deux extraits de margines
testés présentent un effet bactériostatique vis avis des souches testées.

Selon I’ étude réalisée par AOUCHICHE et BOUMGHAR (2015), I’ extrait de margine a
I’ acétate d’ éthyle présente un effet bactériostatique vis-avisde P. marginalis DSM 13124.

I1.2.5. Activité antibiofilm

Nous avons quantifié in vitro la capacité des souches uropathogenes a former un biofilm
sur lamicroplague & 96 puits et sur un CU en silicone par laméthode au CV. Ce dernier est un
colorant basique qui se lie & I’ADN, aux protéines, aux molécules de surface chargées
négativement et aux polysaccharides de la matrice extracellulaire de biofilm.

Nous avons notamment testé le pouvoir de I'AT et d extrait de margine a éradiquer un
biofilm sur microplaque 96 puits et sur le dispositif médical (uniquement I’ AT).

[1.25.1. Test del'activité antibiofilm del' AT et des margines sur microplague a 96 puits

Figure 14. Test de l'activité antibiofilm de I'AT et des margines (EMADpH2) sur microplague
96 puits.

Répartition des souches et des extraits dans la microplague :
¢ Répartition des souches:

S16: E. cail / S21: E. coli / S13: P. mirabilis/ S20: P. wulgaris/ S06: K. pneumoniae / S18: E.
cloacae/ SO1: C. albicans/ S02: C. spp.
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e Repartition des extraits:

S+AT: souche + acide tannique / S+M: souche + extrait de margine (EMADpH2) / SS:
souche seule/ TN1 : témoin négatif (AT) / TN2 : témoin négatif (EMADpH>).

Figure 15. Test de I'activité antibiofilm de I'AT et des margines (EMApH2) sur microplague
96 puits.

Répartition des souches et des extraits dans la microplaque :
e Répartition des souches:

S07: E. coli / S12: E. coli / S19: E. coli / S14: P. mirabilis/ S09: K. pneumoniae / S04: C.
albicans/ S10: C. albicans/ S05: C. spp.

e Repartition des extraits:

S+AT: souche + acide tannique / S+M: souche + extrait de margine (EMApH2) / SS: souche
seule/ TN1: témoin négatif (AT) / TN2 : témoin négatif (EMApH>).
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Tableau XX1V. Les pourcentages d’ inhibitions de |’ activité antibiofilm obtenu par I’ AT et
les margines sur microplague 96 puits apres révélation au CV.

Souchestestées | Numéro | Pourcentage Pour centage
d’inhibition del’AT | d’'inhibition desmargines
% %

E. coli 07 60,93 72,85

E. coli 12 63,89 74,65

E. coli 16 56,4 67,78

E. coli 19 60,8 74,37

E. coli 21 38,24 58,82

P. mirabilis 13 57,71 65,17

P. mirabilis 14 65,38 74,03

P. vulgaris 20 65,09 70,28

K. pneumoniae 06 39,29 46,43

K. pneumoniae 09 53,69 67,21

E. cloacae 18 68,32 70,98

C. albicans 01 52,4 74,52

C. albicans 04 61,54 69,55

C. albicans 10 63,79 72,09

C. spp 02 69,1 78,82

C. spp 03 50,7 61,5

C. spp 05 52,21 79,31

D’ apres les résultats de notre expérience, toutes les souches et les Candida testés sur
microplaque ont la capacité de former un biofilm sur microplague a 96 puits vial’ implication
des mol écules adhésifs a savoir des flagelles, fimbriae ou pili (type 1), les pili de conjugaison,
les curli, polysaccharide de la surface bactérienne (LPS et capsules), des glycocalix, et des
protéines membranaires.

Néanmoins, le degré de formation du biofilm est différent d’ une souche a une autre, on
note que 2/3 des souches d'E. coli et 1/2 des Candida testés sont fortement productrice du
biofilm

Nos résultats se rapprochent de ceux obtenus par AUGER (2012) sur la formation de
biofilm in vitro par des souches cliniques d’E. coli. Ces résultats montrent que seul 3/10 des
souches testées ont une forte production de biofilm sur microplague. Son étude montre que la
formation du biofilm in vitro est fortement dépendante des conditions expérimentales tel que
le milieu de culture, la durée et les conditions d’ incubation, le type de microplague utilisé.

Une étude a éé menée par AOUCHICHE et BOUMGHAR (2015) a rapporté que toutes
leurs souches testées (Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa ATTC 27853, Enterococcus
feacalis ATTC 49452, Klebsiella pneumoniae ATTC 700600, Bacillus megaterium, S. aureus
ATTC 25923, E. coli ATTC 25922 et B. substilis) sont formatrices de biofilm bactériens.
Cependant, leurs val eurs obtenues sont supérieures aux notres.
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Une étude qui a été réalisée par BELLIFA (2014), qui consiste a évaluer laformation du
biofilm des souches de K. pneumoniae isolées de dispositifs médicaux au CHU Tlemcen a
révélé gue 51 des souches testées sont bonnes formatrices de biofilm sur microplague 96
puits, 35 des souches sont modérées et que 20 souches sont non formatrices du biofilm.

Selon REINER et al (2006) ; NAVES et al (2008) ; HANCOCK et al (2011), la
classification des souches en faiblement et fortement productrice du biofilm reste trés
arbitraire et variable d’ une éude a une autre.

La méthode de quantification du biofilm au CV est une méthode difficile a standardisg, il
y a des variations entre les protocoles utilise notamment la durée, les températures
d’incubations, la méthodologie des lavages, |a concentration du colorant ou encore la durée de
coloration (PEETER et al, 2008 ; NAGANT et al, 2010). Le seuil de positivé définissant une
souche varie égaement selon les éudes, la comparaison donc des résultats entre les
différentes publications est assez délicate. De plus cette méthode évalue la biomasse qui peut
étre constituée des bactéries vivantes ou des bactéries mortes.

D’aprés REINER et al (2006) ; NAVES et al (2008), le taux de formation du biofilm
serait plus élevé dans un milieu pauvre en nutriment que dans un milieu riche. L’ éude
réalisée par AUGER (2012) montre que la formation de biofilm de mémes souches testées
(E. coli) dansle milieu BH (Brain Heart) est plus importante que dans le milieu BHI.

JAKSON et al (2002) ont montré que laformation du biofilm a diminué par |’ addition du
glucose tandis que CERCA et JEFFERSON (2008) ont monté un effet positif du glucose sur
laformation du biofilm.

Les deux extraits ont montré une activité antibiofilm contre les souches testées (tableau
XXI1V). Les margines ont un effet inhibiteur plus important que I'AT avec un pourcentage
d’inhibition qui peut atteindre les 80%. Le pourcentage d'inhibition de I’AT varie entre
38,24% et 68,32%. Néanmoins, aucun extrait n'a pu inhiber complétement la formation de
biofilm sur la microplague 96 puits.

Avec l'extrait EMA, K. pneumonie c'est avérée la moins sensible par rapport aux autres
souches testées avec un taux dinhibition de 46,43%, suivi d’une souche d E. coli (58,82%).
Avec I’ AT, une souche d'E. coli anoté le plus faible pourcentage d’inhibition (38,24%) suivi
d’ une souche de K. pneumoniae (39,29%).

Une étude réaisée par AOUCHICHE et BOUMGHARE (2015) montre que I’ AT et les
margines présentent une activité antiadhésive importante. Elles ont enregistré un pourcentage
d'inhibition important avec I’ AT (70%) et 40% avec les margines. Comparant leurs résultats
aux notres, on trouve gque le pourcentage d’inhibition de biofilm par I'AT dans notre éude
était moins important par rapport a leurs résultats. Les souches les plus sensible qu’ elles ont
enregistre été E. feacalis et E. coli avec des pourcentages d inhibition qui sont respectivement
93,8% et 91,8%.
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Leur résultats montre qu’ avec I'extrait EMA, E. feacalis c'est avérée la plus sensible avec
un taux dinhibition de 93,8%, suivi de E. coli (91,8%), leurs résultats est |égerement
supérieurs par rapport a ceux obtenus dans notre éude. Tandis que B. substilis et B.
megaterium se sont montrés les plus résistantes avec 48,8% et 41,6% respectivement. Ces
résultats se rapprochent de ceux de K. pneumoniae et E. coli qui sont respectif de 46,43% et
58,82%.

ITO et al (2009), en éudiant I effet de la pénétration des agents antimicrobiens dans les
biofilms d'E. cali, ils ont montré une résistance accrue vis-a-vis des sous populations dans les
couches profondes de biofilms matures et que la production et |a résistance de ces dernieres
ont été facilitées par les phénotypes spécifiques du biofilm d’E. coli.

[1.2.5.2. Test del'activité antibiofilm de ' AT sur cathéter urinaire

L’ OMSS estime que 60% des infections liées aux soins sont associée al’implantation d’un
dispositif médicale ou chirurgicale (ESPINASSE et al, 2010 ; GUGGENBICHLER ¢t al,
2011). Laphysiologie de ces infections est généralement liée ala constitution d’ un biofilm sur
un corps étranger. Vue la résistance des germes congtitutifs de biofilm vis-avis des
antiseptiques et des antibiotiques qui ont fait un véritable probléme de santé publique ainsi
gue leur transmission dans les établissements de soins, il est donc recommander de trouver
d autre molécules aternatives permettant d' éradiquer les biofilms sur dispositifs médicaux y
compris les sondes urinaires.

Le sondage est I'introduction d'une sonde dans un conduit ou cavité afin d'en évacuer
les urines vésicales soit par cathétérisme urétral soit par cathétérisme sus pubien
(cystostomie).

Il est indiqué au décours des interventions chirurgicales sur le petit bassin en urologie, en
gynécologie et en chirurgie digestive, dans les services de soins intensifs et de réanimation,
dans certaines affections neurologiques avec paraysie vésicale et chez les personnes agées
ayant perdu le contréle de la miction (CARTIER et LOBEL, 1990 ; KOUADIO, 1992).
Néanmoins, en dehors des rares acquisitions par voie hématogene ou lymphatique a partir
d'une source endogene des IU, le sondage urinaire favorise la colonisation des
microorganismes sur cathéter et la formation d’un biofilm par migration extraluminale et
intraluminale de ces derniers (CARON, 2003 ; JACOBSEN, 2008).

Nous avons testé dans notre étude la capacité des bactéries uropathogénes et des Candida

a former un biofilm sur CU en présence et en absence de I’AT dans le milieu BHIB
saccharose. Les résultats de notre éude sont figurés dans | e tableau XX V.
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Tableau XXV. Pourcentages d’inhibitions de I’ activité antibiofilm retenus par I’AT sur CU
apres révélation au CV.

microorganismes | Pour centage
d’inhibition %

E. coli 84,14
E. cali 73,03
E. coli 76,19
E. coli 68,82
E. coli 90,35
P. mirabilis 83,98
P. mirabilis 72,97
P. wlgaris 66,53
K. pneumoniae 76,82
K. pneumoniae 76,70
E. cloacae 90,28
C. albicans 62,15
C. albicans 52,92
C. albicans 58,74
C. spp 64,48
C. spp 62,24
C. spp 70,86

D’aprés les résultats représentés dans le tableau XXV, on constate que tous les
mi croorgani smes testés ont la capacité de former un biofilm sur le CU en silicone.

Les entérobactéries, d’ apres notre étude, sont les souches les plus formatrices du biofilm
sur CU par rapport au genre Candida exceptée E. cloacae.

Selon ESPINASSE et al 2010, E. coli est responsable dans 52% dans la formation des
biofilms sur les dispositifs médicaux suivis de kiebsiellae, Entérobacter et Serratia avec une
fréguence de 15%, Staphylocoque 10% et Pseudomonas aeruginosa 7% .

D’ apres une étude menée par HONRAET et al (2005) et PEETERS et al (2008), Toutes
les souches de Candida testées sont capables de former un biofilm sur les sections de cathéter
en silicone par laméthode de XTT (sel de tetrazolium). Cette méthode permet de quantifier le
biofilm des Candida par la dégradation du XTT qui est un compose jaune pouvant étre réduit
par les bactéries métaboliquement actives en formasan, un colorant orange quantifiable par
spectrophotométrie.

D’apres ABD EL-BAKY (2012), il rapporte que l'adhérence microbienne sur les
biomatériaux se produit dans I'ordre suivant: latex > silicone > PVC > Téflon > Polyuréthane
> Acier > Titanium.

Selon HAWSER et DOUGLAS (1994) et KUMON et al (2001), le silicone est réputé
comme étant |’ un des matériaux le moins formateur de biofilm dans les cathéters.
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GALLARDO-MORENO et al (2002) ont montré que I'adhésion d’Enterococcus
faecalis est plus importante sur le silicone (hydrophobe) comparé au verre (hydrophile), cette
adhésion étant potentialisée par un changement de la composition du milieu de culture qui
induisait une augmentation du caractere hydrophobe des souches bactériennes.

JACOBSEN (2008) a montré qu’en présence de SU, les microorganismes requiérent

moins de facteurs de virulence pour coloniser et éablir une infection du tractus urinaire que
ceux infectant un tractus urinaire fonctionnel. En effet, le sondage provoque la rupture de la
défense immunitaire par action mécanique érosive de la muqueuse urétrale et il provogue une
perturbation du flux mictionnel. La présence de résidu des urines y compris les proténes
vont s adsorber trés rapidement sur la surface du cathéter et entraine la formation d’ un film
muqueux (film de conditionnement), ce dernier va favoriser I'attachement initiale des
bactéries et donc le développement du biofilm. Ce phénomene est notamment essentiel pour
les bactéries qui n’ ont pas de mécanismes d’ adhérence particuliere (TENKE, 2008).
Le biofilm microbien s'installe en 24 & 72 heures apres la pose de la SU. Si certaines especes
bactériennes dotées d'une uréase (Proteus spp, Providencia, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa) sont présentes dans le biofilm, elles hydrolysent I'urée en
ammoniac libre induisant une augmentation du pH urinaire et la précipitation de minéraux
sous forme de cristaux de struvite ou d hydroxyapatite qui Sincrustent sur la SU.
L’incrustation qui siege autour du ballonnet et dans la lumiére de la sonde entraine une
réduction du canal de drainage et une stagnation des urines, favorisant ainsi la survenue de
bactériurie.

Selon JACOBSEN (2008), lerisgue d'1U est lié ala méthode de sondage utilisé, la durée
du sondage, le type de sondage utilisé et le terrain du patient. Un risque est important en cas
de sondage a demeure.

Selon |’ étude menée par GANDERTON et al (1992), ils ont montré la présence du
biofilm sur 44 des 50 sondes posées pendant 3 & 83 jours.

L’AT a montré une bonne activité inhibitrice vis-a-vis de biofilm formé sur le CU en
silicone avec un pourcentage d’inhibition qui varie entre 52,92 % et 90,35 %.

D’aprés nos résultats, tous les microorganismes testés ont montré une sensibilité

importante vis-avis de I’AT. Néanmoins, le degré de sensibilité est variable d’ une souche a
une autre. La souche qui a montré une sensibilité plus importante été une souche d’E. coli
suivi d’E. cloacae avec des pourcentages d’ inhibitions respective 90,35% et 90,28%.
Le pouvoir d'inhibition de I’AT sur CU est plus important par rapport a la microplague 96
puits. Nous avons enregistré un pourcentage d’ inhibition compris entre 38,24% et 68,32% sur
microplaque 96 puits contre 52,92% et 90,35% sur CU. Cela est peut étre relatif ala nature du
support d’ adhésion qui est le polystyréne pour la microplague et le silicone pour le CU.
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Dans le cadre d’ une analyse statistique sur les infections urinaires nous avons réalisé des
ECBU sur des personnes hospitalisées. Nous avons noté que parmi les 187 prélévements,
19,79% des cas sont portés positifs. Nous avons noté, selon le teste statistique, une
prédominance du sexe masculin avec une fréquence de 56,76% contre 43,24% du sexe
féminin, le faite que la mgjorité de nos échantillons regus du sexe masculin previennent des
mal ades sondés, diabétiques ou des enfants ayant une malformation urinaire. Latranche d’ age
la plus touchée, dans notre étude, est celle des enfants dont | &ge est inferieur ou égal a 3ans
avec une fréguence de 37,84% suivit des hommes ayant |’ &ge supérieur ou égal a 55ans avec
une fréquence de 29,73%. Les germes les plus impliqués dans les U sont |es entérobactéries
qui préviennent de la flore intestinale avec une fréquence de 75.67% dont |a prédominance
est celle d'E. coli. 54,05%.

La présente étude a porté aussi sur I’ extraction des polyphénols a partir de deux plantes
ortie et géranium ains que les margines. Elle a permis de mettre en évidence a travers
I’ extraction des polyphénols que le rendement d’ extraction est beaucoup important pour le
géranium par rapport al’ ortie.

Le rendement d’ extraction pour les deux plantes est meilleur avec |’ éthanol vu sa grande
polarité par rapport a I'acétate d'éthyle. Les rendements d extractions pour le EEFG et
EAEFG sont respectifs de 49,60% et 44,80% et que le rendement d’ extraction d’ EEFO et
EAEFO est de 17 % et 9,46%.

Le dosage des polyphenols totaux des différentes fractions a monter une variabilité en
teneur de PPT, cette variabilité est due a la différence de solubilité des composés phénoliques
qui dépend de la polarité des solvants choisis, de la nature chimique de ces composes, de la
méthode d’ extraction et de la partie de |a plante choisi.

Les feuilles de géranium a |’ acétate d’ éhyle ont donné une concentration importante de
186,79+20,799 mg EAG/g contre 180,99+16,400 mg EAG/g pour I'EEFG. Nous avons noté
gue I’ ortie présente une teneur en polyphénols totaus beaucoup plus inferieur par rapport a
celle du géranium. Néanmoins, la teneur en polyphénols totaux pour I’ ortie avec |’ extrait de
I’éthanol (23,60+1,680 mg EAG/g) est plus supérieure a celle de I’ ortie avec I’extrait de
I’acétate d’éthyle (11,60+2,001 mg EAG/g). La plus grande concentration en teneur de
polyphenols totaux pour les extraits des margines est celle de 941,33+10.66 pg/ml pour
EMAND suivit de 937,33+49.99 pug/ml pour I'EMApH: et 882,66+13,33 pg/ml EMADpH>.

Tout nos extraits testés (feuilles de géranium, margines et AT) & |’ exception de I’ ortie
ont prouvé une efficacité inhibitrice vis-a-vis des microorganismes testé par la méthode de
diffusion sur I’agar. Les zones d'inhibitions obtenues par I'AT sont supérieur a celle des
margines et celle des feuilles de géranium, elles peuvent aler jusgu’a 24+1,5mm. Par la
méthode de micro dilution, les margine ont donné une forte inhibition avec des CMI qui
varient entre 25,58ug/ml et 58,58ug/ml pour les entérobactéries et entre 220,33 pg/ml et 234
pg/ml pour les Candida. Cependant, les CMI obtenu par I'AT sont de 625 pg/ml pour C.

76



Conclusion et perspectives

albicans et 1250 pug/ml pour K. pneumoniae. Tous les autres microorganismes ont donné une
faible inhibition vis-&visdel’ AT (2500 pg/ml).

Nous avons constaté dans un premier temps que les microorganismes ont la capacité de
former un biofilm sur microplaque 96 puits et sur cathéter urinaire en silicone. L’AT et les
margines exercent aussi une activité antibiofilm importante. Le pourcentage d’inhibition de
biofilm sur cathéter urinaire varie entre 52,92% et 90,35%.

Ces résultats sont prometteurs, et ouvrent de nouveaux horizons, pour |’ exploitation de
ces polyphénols pour lutter contre les germes nosocomials. Les travaux menés au cours de
cette étude ont aboutit a plusieurs résultats et ils ouvrent de nombreux axes de recherche,
parmi lesquels on peut citer :

e L’isolement et I'identification de la ou les molécule (s) bioactive (s) responsables de
I'activité antibactérienne et antibiofilm de chague extrait par les techniques
appropriees ;

e L'évaluation de l'activité antioxydante, antibactérienne et antibiofilm, in vivo est
souhaitables pour déterminer les tissus et organes cibles et rechercher leurs
meécanismes d’ action au niveau tissulaire et moléculaire ;

o Tester I effet de ces polyphenols sur les bactéries Gram+ ;

o Tester I'efficacité del’huile essentielle de ces plantes ;

e Développer de nouvelles approches qui consisteront a greffer ces molécules bioactives
dans les dispositifs médicaux alaplace des ATB.
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Annexe 1. Composition des solutions et milieux de culture utilisés.

» Eau physiologique stérile (composition en g/l)

e Chloruredesodium (NaCl)..........cccooviiiiiiiiinnnn, 90.
o Eaudidtillée....c.covvviiiiiiii i, 1000 ml.
e pH=7

e Stérilisation a120°C/15 mn.

» Composition dela Gélose MH (composition en g/l)
e Extraisdeviande..................cciiiiiiiiiinvien. 3 0

e AMIdON.......cooiiiiiii e 1D 0
e Hydrolysaacidedecasé@ne............ccccevvvinennnn. 1754¢.
O A 189
e pH=74.

» Géose Nutritive (GN) composition en g/l

e Extraitdeviande...............ccooiiiiiiiiireee. 3 0
e Extraitdelevure.............cccoiiiiiiiiiiiiie 3 0
e Chloruredesodium................ccceeivvieieeeen e ... 5 Q0

e pH=7,3%£0,2
e Stérilisation a 120°C/15 min.

» Bouillon ceeur cervelle (BHIB) composition en g/l

o  ProtéoSe-PEPONE ......vvuveieeieee et 100¢.
e Infusiondecervelledeveau ..............................1254¢0.
e Infusiondecceur debeoeuf ...l 5 0

@ GlUCOSE ... e 20.
e Chloruredesodium .........ccooviiiiii i e, 50.
e Hydrogénophosphate de sodium ..........................250.
o pH=7.4

e Stérilisation a 120°C/15 min.

» Tampon phosphate (PBS) composition en g/l
e NaCl ... . 8 0

e T 02g.
0 NAHPO4 . oot 1.44g.
0 KHoPOhe oot 0.24g.
e pH=75

» Cristal Violet composition en g/l
e Poudredecristal violet.............coooviiiiiiiinnnn, 10g.
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Annexe 2. Caracter es biochimiques per mettant I’identification des Gram négatifs.

A) Coloration de Gram

>

Protocole
Préparation du frottis
Etalement

Déposer une colonie bactérienne sur une lame en verre préalablement dégraissée qui
contient une goutte, étalée en une couche mince et homogéne.

Séchage

Faire passer le frottis au dessus de laflamme.

Fixation

Lefrottis est fixé par lachaleur par |le passage 4 a5 fois dans laflamme.

O O 0O O O O O 0O VY

o O

B)
>
1

Coloration du frottis

Recouvrir lefrottis avec le violet de gentiane qu’ on laisse agir 1mn ;
Rejeter le colorant et recouvrir avec le Lugol gu on laisse agir 45s;;
Rejeter le Lugol et e recouvrir une deuxieme fois et laisser agir 45s ;
Décolorer al’acool pendant 30s;

Rincer al’ eau courante pour neutraliser I’ action de I’acool ;
Recouvrir le frottis avec lafushine et laisser agir 1mn ;
Lavageal’eau;

Sécher et observer al’immersion (Gx1000).

Lecture

L es bactéries Gram+ apparaissent en rose.

L es bactéries Gram- apparaissent en violet.

Etude des caracteres biochimiques

Test glucidique

Milieu d’identification multiple TSI
Protocole

Ensemencement de la colonie en question en strie centrale sur la pente puis en piqure
profonde dans le culot. Incubation 24h/37°C.

Lecture

Letest est porté positif s :

0 Vvirage du culot du rouge au jaune : bactérie glucoset ;
0 Vvirage delapente du rouge au jaune : bactérie lactose+ et/ou saccharoset ;

(0]

Noircissement du milieu : HoS+.
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2)

Caractéere mannitol mobilité
Protocole

Verser quelques gouttes de la suspension bactérienne dans le milieu mannitol mobilité et
faire une piqure centrale al’ aide d’ une anse de platine. Incubation 24h/37°C.

°
0]
(0]
0]

3)

Lecture
Labactérie est dite mannitol+ s'il y avirage du milieu du rouge au jaune ;
Bactérie immobile : développement juste au niveau de lapiqure ;
Bactérie mobile: développement dans tout le milieu (trouble).

Caractéerecitrate de sodium
Protocole

Ensemencé |a pente en stries longitudinale. Incubation 24h/37°C.

(0]

Lecture
Les bactéries citrate+ se développent au niveau des stries avec ou sans alcalinisation
du milieu ;
Les bactéries citrate- ne se développent pas dans le milieu il n’'y aura aucun
changement dans ce dernier.

Caractérerouge de méthyle et vogues Proskauer

Protocole
Ensemencer le milieu Clark et Lubs avec quelques gouttes de la suspension
bactérienne en question ;
Incubation 24h/37°C ;
Repartir le contenu en deux tubes, le premier servira pour laréaction VP I’ autre pour
laréaction de RM ;
On ajoute quelques gouttes d’une solution a-naphtol et quelques gouttes de KOH.
Dans |e deuxiéme tube on g oute quel ques gouttes de rouge de méthyle.

Lecture

Pour laréaction de VP : apparition d’un complexe rouge violacé en surface aprés 15mn a
30 mn donc la bactérie utilise la voie acetoine pour la fermentation. Le virage de rouge de
méthyle au rouge indique que la bactérie utilise la voie d acide mixte.

>
1)
([ ]
0
0

Test des enzymes
Test d’ONPG
Protocole
Métre un disque d’ ONPG dans une suspension bactérienne
Incubation 24h/37°C.
Lecture
0 Test positif : coloration jaune du milieu (présence de B-D-galactosidase).
0 Test négatif : lemilieurestetel qu'il est.
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2) Recherchedu nitrate réductase
e Protocole

0 Ensemencer un tube de bouillon nutritif nitraté avec la suspension bactérienne a
¢tudier, apreés culture on ajoute 10 gouttes de ’acides sulfanique et 10 gouttes d’a-
naphtyle-amine.

e Lecture

0 Test est positif : coloration rouge ou rose ;

0 Absence de cette couleur ou bien le germe ne posséde pas la nitrate réductase ou bien
il aconduit la réaction jusqu’au stade de la formation d’ammonium, pour paier a sa
on goute dans le milieu le zinc qui réduit les nitrates qui se traduit par I’ apparition
d’ une couleur rouge.

3) Recherchedel’Urease, TDA et indole sur le milieu uréetryptophane
e Protocole

Repartir le milieu urée tryptophane dans deux tubes (I’un servira pour la recherche de
I’Uréase et indole I'autre pour la recherche de la TDA), ensemencé chague tube avec la
souche en question. Incubation 24h/37°C.

- Recherchedel’Uréase
e [ ecture

Une bactérie Ureaset provoque une acalinisation du milieu par la formation de
carbonate d’ ammonium qui vire au rouge violacé (rouge de phénol) via cette réaction:

- Recherchedelaproduction d’indole
e Protocole

Verser 4 gouttes de réactif de Kovacs dans le tube qui a servi pour larecherche d’ Uréase.

e [ ecture

Labactérie est considéré indole+ s'il y aformation d’un anneau rouge.

- Recherchedela TDA
e Protocole

Verser dans la culture préalablement préparée du perchlorure de fer.

e [ ecture

Une bactérie désaminase+ (TDA+) donne une coloration brun rouge suite a la
dégradation du tryptophane en acide indole pyruvique. Si le milieu est jaune orangé la
bactérie est TDA-.
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4) Recherche des décarboxylases ODC, LDC et ADH
e Protocole
o Ensemencer |e milieu avec une goutte de suspension bactérienne ;
o Augiter;
0 Recouvrir le tube par de lavaseline stérile afin de placer le milieu en anaérobiose ;
0 Incuber 24h/37°C.
e Lecture

Si la bactérie présente les enzymes (ADC, ODC, LDH) les tubes virent dans un premier
temps au jaune (dégradation du glucose) puis au violet (dégradation de I’ acide aminé).

Annexe 03.

e Photos montrant les zones d’inhibitions produites par les extraits organiques de
feuillesd ortie, degéranium et d’AT.

C. albicans 04 C. albicans 01 C.spp 03

C. spp 02 E. coli 16 K. pneumoniae 06
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E. cloacae 18 P. mirabiiis 14 P. vufgaris 20

e Photos montrant les zones d’inhibitions produites par les extraits de margines.

01: EMADpH2/ 02: EMApH2/03: EMAND

C. albicans 01 C. afbicans 04 C. afbicans 10

E. cloacae 18
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K. pneumoniae 06 K. pneumoniae 09 E. coli 12

E. coli 19

P. mirabilisl3 P. mirabilis 14 P. wuigaris 20
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