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Introduction

Introduction
De nombreuses maladies humaines sont dues a I’action d’agent pathogéne microscopique qui se

développe au sien d’un tissu ou d’un organe. Ces germes sont d’origine bactérienne, virale ou
mycosique, qui cause des maladies infectieuses. Parmi ces derniéres on distingue I’infection urinaire
qui est I’infection bactérienne la plus commune et la cause d’un fardeau important pour les ressources
du systeme de santé. Elle touche principalement les femmes mais également les gens de tout age
(Daniel et al., 2003).

Les infections urinaires sont un probléme majeur de santé publique (Falcou et al., 2018), elle est
responsable de plus de plus de 7 millions de visites médicales en cabinet par année et plus de 100.000
admissions hospitaliéres par année aux ETATS-UNIS (Daniel et al., 2003).

Les infections urinaires sont causées essentiellement par des germes qui possédent un pouvoir
pathogene spécifique. Certains de ces germes présentent des resistances naturelles ou bien acquises
dues I’utilisation des mémes antibiotiques (Larabi et al., 2003). Alors il est important de chercher des

nouvelles techniques pour lutter contre ces microorganismes.

Selon les rapports de ’'WHO environ 80% de la population mondiale s’appuie sur des
médicaments botaniques pour lutter contre les différentes maladies. Les substances naturelles ont
longtemps servi de source de medicaments thérapeutique (Sen 2014). L’histoire des plantes
médicinales est associée a I’évolution des civilisations dans toutes les régions du monde, elles sont de

variables pharmacies naturelles.

Les métabolites secondaires que contiennent ces plantes sont responsables de leurs effets, il s’agit
des : huiles essentielles, des alcaloides et des phénoliques (Sacchetti, 2005). Ces composés peuvent

posséder une capacité antioxydant, réductrice, et antibactérienne trés important (Lempidinen, 1992).

Hyoscyamus niger (jusquiame noir) est 1'une des espéces les plus toxiques et aussi I’'un des plus
anciennes plantes médicinales du monde (Lempidinen, 1992). Jusquiame est utilisée pour plusieurs
fins, dans les pays nordiques, pour apaiser les douleurs rhumatismales et les maux des dents. Elle aussi
jouée un réle comme un hallucinant dans les rituels de sorciéres. En Afrique du nord, les especes du
genre Hyoscyamus ont été employées comme remede pour les névralgies dentaires, quelques

dermatoses, et I’asthme.
Nos objectifs dans cette étude a porter principalement sur :

e [’identification des microorganismes responsables des infections urinaires.
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e L’étude du profil de résistance ou de sensibilité aux antibiotiques des germes identifiés.

e [’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits de L’Hyoscyamus niger sur les souches
isolées.
Le manuscrit est structuré en deux parties : la premiere constitue une synthese bibliographique

résumant la description botanique de Hyoscyamus niger et un apercu général sur les infections

urinaires. Et La deuxiéme est consacré pour une étude expérimentale comportant :

v Le matériel et les méthodes utilisés.
v’ Les résultats qui sont interprétés par comparaison aux quelques études similaires.

v Une conclusion ainsi, que les perspectives de cette étude.
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Chapitre | Partie bibliographique

Hyoscyamus niger :

. Généralité :
Hyoscyamus est I'un des genres les plus importants de la famille des Solanacées comprenant
environ 84 genres et plus de 3000 espéces. Il regroupe trois principales espéces : Hyoscyamus albus,

Hyoscyamus reticulates et Hyoscyamus niger.

Hyoscyamus niger L. également connue sous le nom de jusquiame, elle est une plante commune
en Europe et en Asie. La plante posséde des propriétés antispasmodiques, sédatives et analgésiques.
Les alcaloides narcotiques hyoscyamine, scopolamine et atropine sont dérivés de cette mauvaise herbe
nauséabonde. Elle tire son nom du Henn anglo-saxon (poulet) et du Bana (meurtrier), car il paralyse

les oiseaux qui mangent les graines de cette plante (Dulger, 2015).

Il.  Ladescription de la plante :
1. Habitude générale :
Hyoscyamus niger est une espéce d'herbes annuelles ou bisannuelles d'un gris-vert mesurant
environ 3,3 pieds. Son odeur est désagréable et elle est recouvert de poils glandulaires collants. Le
long des extrémités des tiges fleurit des grappes de fleurs créme a jaune clair a veines violettes, formant

des capsules de petites graines (Zhang et al., 1994).

2. Racines :
Hyoscyamus niger présente une racine pivotante solide et charnue, mesurant de 2 a 3 cm de
diametre (Zhang et al., 1994).

3. Lestiges:
Les tiges atteignent une hauteur de 3,3 pieds (1 métre), voire parfois 6 pieds, et sont recouvertes
de poils glandulaires collants. Les tiges ont une épaisseur, pouvant étre ramifiées ou non, et sont

presque ligneuses (DiTomaso et al., 2013 ; Zhang et al., 1994).
Les feuilles :

Les feuilles basales des plantes sont rosées et alternes sur les tiges fleuries, toutes couvertes de
poils glandulaires collants. Le limbe des feuilles basales est ovale-lancéolé a oblong et peut atteindre
environ 20 cm. Les feuilles présentent des bordures dentées grossierement et/ou des lobes triangulaires,
avec des extrémités aigués (figure 01) (Zhang et al., 1994). La tige inférieure présente des pétioles,
tandis que la tige supérieure présente des feuilles sessiles (Burrows et Tyrl 2013). Les feuilles de la

tige présentent des limbes ovales a deltates-ovales, mesurant de 4 a 10 cm de long et 2 a 6 cm de large
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(Zhang et al., 1994). Les feuilles sessiles sont presque serrées jusqu'a atteindre une forme un peu
cunéiforme a la base. Les marges des feuilles sont lobées ou peuvent étre presque entiéres (Zhang et
al., 1994).

Figure 01 : A : Feuille de Hyoscyamus niger montrant les bords et les poils des feuilles
lobées; B : Feuilles sessiles avec des bases foliaires quelque peu serrées et disposition alternée
sur la tige fleurie

(Source :( Mary Ellen (Mel) Harte, Bugwood.org)

4. Lesfleurs:
Les inflorescences sont présentes en grappes terminales feuillues ou en épis, avec une forme
unilatérale et une forme enroulée a l'extrémité (Burrows et Tyrl, 2013 ; DiTomaso et al. 2013). Les

fleurs se trouvent sur des pédicules de 3 a 5 mm de long (Zhang et al., 1994).

Le calice (sépales collectivement) est fusionné a la base, avec une structure tubulaire-
campanulée (urcéolée), avec des lobes deltatés principalement dressés et inégaux, mesurant de 1 a 1,5
cm (figure 02) (Zhang et al., 1994). La fleur présente cinq pétales fusionnés et en forme d'entonnoir,
Iégerement zygomorphes, avec des lobes de pétales inégales et étalés. Les pétales sont d'un jaune pale
a verdatre, avec des veines et une gorge violettes (DiTomaso et al., 2013). Les pétales sont deux fois
plus longs que le calice, mesurant de 2 a 3 cm de long et possédent des étamines exsertées (Zhang et
al., 1994).
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Figure 02 : Exemples de fleurs d’Hyoscyamus niger , image A :les fleurs
d’Hyoscyamus niger B : illustration botanique de fleurs et d'autres parties
de plantes par Franz Eugen

(Source : Franz Eugen )

5. Les fruits:

Chaque fleur forme une capsule principalement recouverte par son calice en forme d'urne,
mesurant de 2 a 2,5 cmde long, de 1 a 1,5 cm de large et avec des poils glandulaires visibles a sa base
(figure 03) La plupart des lobes du calice sont dresses et présentent une pointe mucronnée (pointue) et
des marges veinées élevées (DiTomaso et al., 2013 ; Zhang et al., 1994). La capsule présente une
forme ovoide a ronde, mesurant environ 1, :5 cm de long sur 1,2 cm de large, est bicellulaire et se
divise en deux parties (déhiscentes par un opercule, qui ressemble a un petit couvercle) a maturité
(Kozloff, E. N., 2005 ; Zhang et al. 1994). De nombreuses petites graines d'environ 1 mm sont
présentes dans les capsules (figure 3), elles sont solides, dénoyautées et de couleur jaune-brun, brune
ou grise (Zhang et al., 1994 ; Mitch ,1992).
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Figure 03 : A: Calice avec poils glandulaires & la base et capsule immature a I'intérieur
(non visible),); B : Capsule brisée avec calice et graines restants ; C : Graines matures
dans le vieux calice encore attachées a la tige

(Source : au centre et images de droite de Jan Samanek, Administration
phytosanitaire d'Etat, Bugwood.org.)

I1l. Taxonomie :
Selon Al Snafi, 2018.

Régne : Plantae

Division : Trachéophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Solanales

Famille : Solanaceae
Genre : Hyoscyamus
Espece : Hyoscyamus niger

IV. Nom vernaculaires :

Cette plante a plusieurs noms, parmi lesquelles et selon Al Snafi, 2018.

X4

Benj Aswad, Sakran, Orpi (en arabe).

D)

X4

Herbe aux dents, Jusquiame noire (en frangais).

Black henbane, Common henbane, Henbane, Hog’s-bean, Stinking nightshade (en anglais)

D)

L X4

X4

Schwarzes Bilsenkraut (en almagne).

)

°e

Beleno negro, Chupa mieles (en espagnol)
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V. Répartition géographique :
Hyoscyamus niger est distribué dans différents régions du monde : (Al Snafi, 2018).

» En Afrique : Algérie, Maroc, Tunisie.

» En Asie : Arménie, Azerbaidjan, Géorgie, Fedération de Russie, Kazakhstan, Kirghizistan,
Tadjikistan, Turkménistan, Chine, Japon Afghanistan, Iran, Irak, Liban, Turquie, Inde, Népal,
Pakistan.

» En Europe : Biélorussie, Estonie, Lettonie, Lituanie, Moldavie, Russie, Ukraine, Autriche,
Belgique; République tcheque, Allemagne, Hongrie, Pays-Bas, Pologne, Slovaquie, Suisse,
Danemark, Irlande, Suéde, Royaume-Uni, Albanie, Bulgarie, Croatie, Gréce, Italie, Malte,
Roumanie, Serbie, Slovénie, France, Portugal, Espagne.

» En Amérique du Nord.

VI.  Lacomposition chimique d’Hyoscyamus niger :

Les racines de Hyoscyamus niger contenaient entre 0,06 et 0,13% d'alcaloides tropaniques,
notamment I'hyoscyamine, l'apohyoscine, la scopolamine, la skimmianine, l'apoatropine, l'a-
belladonnine, la b-belladonnine et la tropine. Les concentrations mesurées éetaient de 7,8 + 1,6 mg/ ¢

pour I'nyoscyamine et de 29,97 + 0,60 mg / g pour la scopolamine dans les cultures de racines.

En outre, divers glycosides stéroidiens ont éteé isolés de H. niger, tels que I'hyoscyamoside A, B, B1,
B2, B3, C, Cl, C2, D, D1, E, EI, F, FI, Jet J1 (70-71). Des saponines de furostanol et de spirostanol
ont également été identifiées dans les graines, notamment des composés comme - 3-O - B-D-
glucopyrannosyl-(1—2) -O-B-D-glucopyrannosyl-(1—4) -O-B-D-galactopyrannosyl-[(25R) - Sa -
furostane - 3, 22a, 26-triol] - 26-O-B-D-glucopyrannoside et d'autres.

De plus, quatre lignanamides et dix autres composés non alcaloides ont été isolés des graines, parmi
lesquels figuraient I'hyoscyamide, le diférulat de 1,24-tétracosanediol, le grossamide, la cannabisine
D, la cannabisine G, la tyramine N-trans-féruloyl, la rutine, l'acide vanillique, le B-sitostérol, et le
daucostérol. Enfin, un lignane, un hyoscyamal, ainsi que la balanophonine, le pongamoside C et le

pongamoside D ont été identifiés dans les graines (Al Snafi, 2018).

VII.  Utilisation de la plante :

Hyoscyamus niger a une tres longue histoire d'utilisation comme plante médicinale, il a été
largement utilisé comme sédatif et analgésique. Il a également été utilisé dans les troubles mentaux, la
manie épileptique et la démence chronique avec insomnie, paralysie, convulsions, névralgies, toux

spasmodique et asthme. Il a également été utilisé pour le traitement des coliques abdominales, des
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douleurs dues a une infestation de vers, des maux de dents, des douleurs d'infections pulmonaires, des
douleurs tumorales, des douleurs associées aux voies urinaires, en particulier des calculs rénaux.
L'huile de graines a été utilisée a I'extérieur pour les douleurs névralgiques, dentaires et rhumatismales
(Al Snafi, 2018).

VIII.  La toxicité d’Hyoscyamus niger :

Les alcaloides présents dans H. niger rendaient cette plante toxique et pouvaient étre mortels.
Toutes les parties d'H. niger étaient toxiques et la sécheresse ou I'ébullition ne pouvaient pas éliminer
ses alcaloides. Plusieurs cas d'intoxication a H. niger ont été signalés, qu'ils soient accidentels ou
intentionnels. Dans cette plante, la concentration élevée de scopolamine provoque une hypertension,
un arrét respiratoire, une somnolence suivie d'une excitation du systéme nerveux central (agitation,
hallucinations, délire et épisode maniaque). La mydriase, la tachycardie, I'arythmie, l'agitation, les
convulsions et le coma étaient des symptomes et des signes des patients intoxiqués (surdose
d'atropine). L'intoxication par H. niger peut provoquer une sécheresse de la bouche, soif, troubles de
I'élocution, difficultés a parler, dysphagie, rougeur de la peau chaude, pyrexie, nausées, vomissements,
maux de téte, vision floue et photophobie, rétention urinaire, distension de la vessie, somnolence,
hyper-réflexie, hallucinations auditives, visuelles ou tactiles, confusion, désorientation, délire,
agressivite et comportement combatif. Chez les chevaux, le bétail empoisonné par la plante avait des
symptdmes tels que la constipation et les coliques, une secheresse de la muqueuse des voies digestives
et respiratoires supeérieures, une dilatation des pupilles (mydriase), des variations de la fréquence
cardiaque et des effets sur le systeme nerveux central tels que l'ataxie, l'irritation, l'agitation, les

convulsions et la dépression respiratoire (Al Snafi, 2018).
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Les infections urinaires :
I.  Epidémiologie des infections urinaires :
1. Définition :
Les infections urinaires (IU) regroupent diverses formes d'infections de I'un des éléments de
I'arbre urinaire ou de ses annexes, leur point commun est la présence de bactéries dans le tractus
urinaire. On considére que les bactériuries sont positives lorsque leur nombre dépasse ou égale a 10°

colonies par millilitre (UFC/mI) d'urine mise en culture.

L'infection urinaire vésicale est localisée dans I'arbre urinaire et se caractérise par une cystite
(infection des urines et de I'épithélium vésical), une pyélonéphrite (bassinet ou parenchyme rénal) et
une bactériurie asymptomatique (infection vésicale limitée). Toutefois, certaines personnes englobent
les infections liées a certaines annexes génitales. On distingue donc : cystite, pyélonéphrite, bactériurie
asymptomatique, prostatite et parfois orchiépididymite et urétrite, qui nécessitent une thérapie
particuliére (Lobel et al., 2007).

2. Les facteurs de risques des infections urinaires :
Les IU peuvent étre causées par divers facteurs. Voici quelques principaux facteurs de risque

résumés selon Lobel et al., 2007.

- L’Age : les individus agés, notamment les femmes, présentent un risque plus eleve d'infections
urinaires. Ceci peut étre causé par des difficultés a vider complétement la vessie, des problémes
neurologiques ou des problémes de santé sous-jacents

- Le sexe féminin : les infections urinaires sont plus fréquentes chez les femmes que chez les
hommes en raison de leur anatomie. Chez les femmes, la proximité de l'urétre avec l'anus
favorise la migration des bactéries vers l'uretre.

- Les antécédents d'infections urinaires récidivantes : les individus ayant déja contracté une
infection urinaire présentent un risque plus élevé de récidive.

- Les facteurs genétiques : il est possible que des facteurs génétiques soient responsables d'un
risque plus élevé d'lU. On a mentionné I'impact des groupes sanguins ABO et Lewis, mais les
diverses recherches démontrent des résultats qui remettent en cause cette hypothése. IL existe
des disparités entre les individus.

- Les facteurs anatomiques : certains individus présentent des anomalies anatomiques qui
accroissent leur risque d'infection urinaire, telles qu'une obstruction des voies urinaires, des

calculs rénaux ou une rétention urinaire.
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- Les facteurs comportementaux : le risque d'infections urinaires peut étre accru lors des
rapports sexuels, notamment chez les femmes. Les bactéries peuvent pénétrer dans l'urétre lors
des relations sexuelles, et I'utilisation de diaphragme vaginale et de spermicides a but
contraceptif.

- La prise récente d'antibiotiques, quel qu'en soit le motif de prescription : quel que soit le
motif, l'utilisation d'un antibiotique perturbe I'équilibre de la flore périnéale et encourage la
colonisation bactérienne. L'utilisation prolongée de corticothérapie réduit les défenses
immunitaires. Comme tous les traitements immunosuppresseurs, la prise de corticoides

entraine un risque accru d'infection urinaire.

3. Classification des infections urinaires :
Les infections urinaires sont classées selon leur localisation, leur complication, leurs signes

cliniques et selon leur colonisation urinaire

3.1. Classification selon la localisation:

En général, c’est les voies urinaires inférieures (uretre et vessie) qui sont touchées par les
infections, et si elles ne sont pas correctement traitées, elles remontent vers les voies urinaires
supérieures (ureteres et reins) et entrainent des dommages importants aux reins. Les infections
urinaires peuvent alors entrainer des complications telles qu'une infection de la vessie, une infection
de l'uretre, une infection rénale et une infection de 1’uretére (John et al., 2016). La figure 04 regroupe

I’ensemble des infections urinaires

U
Base Haute
L] . |
Cystite Prostatite Urétrite Py¢élonéphrite Reflux
vesicourétral

Figure 04 : Classification d’UI selon la localisation
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-L’urétrite : est I’inflammation de l'urétre, un tube qui évacue l'urine de l'organisme. Il s‘agit
fréqguemment d'une infection sexuellement transmissible ou d'une blessure causée par un instrument
comme un cathéter urinaire ou méme d'une exposition & un produit chimique irritant comme un
antiseptique ou un semenicide. La cause de l'urétrite peut étre soit une urétrite gonococcique due a une
bactérie gonococcique, soit une urétrite non gonococcique due a des bactéries autres que la gonorrhée,
comme Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasme génital etc (John et al., 2016).

-La cystite : est une infection de la vessie due a une croissance anormale de bactéries a I'intérieur de
la vessie. La cystite peut étre causée par un traumatisme, une interstitielle, une éosinophilie, une

hémorragie et une cystite kystique (John et al., 2016).

- La prostatite : est I’inflammation de la prostate qui est une glande masculine située sous la vessie,
dont le role est de sécreéter le liquide prostatique qui fagonne le sperme. Il existe deux types de prostatite
- aigué et chronique. La prostatite peut étre causee par une infection. Elle est principalement présente
chez les hommes jeunes, bien qu'elle puisse toucher les hommes de tout &ge (John et al., 2016).

- La pyélonéphrite : est I'infection qui touche un ou les deux reins. 11 peut arriver lors d'une infection
par le haut ou lorsque l'urine retournait vers le rein. Si elles ne sont pas traitées pendant une période
prolongée, les infections rénales peuvent entrainer des dommages rénaux ou méme une insuffisance
rénale (John et al., 2016).

- Reflux vésico-urétéral : est le passage, a contre-courant, de l'urine vésicale dans l'uretere et le rein.
L'urine s'écoule habituellement dans les voies urinaires, des reins, par les uretéres, jusqu'a la vessie.
Chez les nourrissons et les jeunes enfants, le reflux vésico-urétéral est plus courante. La majorité des

enfants ne rencontrent pas de problemes de reflux vésico- urétéral a long terme (John et al., 2016).
3.2. Classification Selon la complication: les IU peuvent étre simple ou compliqué:

L’IU simple : correspond a une 1U haute ou base qui se produit chez une femme pré-ménopausée,

sans grossesse évolutive et sans facteurs de risque.

L’TIU complexe : En présence de conditions physiologiques, pathologiques ou mécaniques, une 1U est
considérée comme compliquée. Il s'agit donc de facteurs de risque plutt que de criteres de gravité
clinique (Delhaye, 2021).
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La figure dessous résume la classification des 1U selon leurs complications

U
Simple Compliqué
—t— ) J - Prostatite  ris
Cystite aigue Pyélonéphrite aipue Repete
simple aigue simple -
¥
Rechute Récidivante

Figure 05 : Classification d’IU selon la complication.

Rechute versus récidive :

L'infection urinaire peut revenir aprés une thérapie. La récidive est le signe d'un échec de
I'élimination des bactéries et est de plus en plus souvent le signe d'une résistance aux antibiotiques,
d'une anomalie anatomique des reins ou de la vessie, de calculs surinfectés ou d'une prostatite
chronique. La réinfection correspond a une infection récurrente avec un germe distinct (Delhaye,
2021).

La rechute : est produit lorsque, aprés au moins deux semaines de la stérilisation de l'urine par un

traitement approprié, un germe similaire revient a se manifester.

La récidive : Une nouvelle infection urinaire est observée apres au moins quatre semaines apres la
stérilisation des urines et I'élimination du germe précédent. La réinfection peut étre causée par un autre

germe ou par le méme germe, mais avec un stéréotype distinct (Bruyeére et al., 2009).

3.3.Classification selon les signes cliniques: les IU sont classés en fonction de leur signes cliniques,

qui se distinguent d’aprés Sheerin & Glover, 2019

Cystite : la forme la plus fréguente d'infection urinaire est l'infection de la vessie. La dysurie, la
fréquence, l'urgence, la douleur sous-pubienne, I'nématurie et I'urine offensante ou trouble sont les

symptdmes habituels. Les signes caracteéristiques, lorsqu'ils sont présents, sont adéquats pour établir le
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diagnostic de cystite. Il est possible d'observer des signes systemiques tels que la fiévre, les nausées et

les vomissements (Sheerin & Glover, 2019).

Pyélonéphrite : le parenchyme rénal est souvent infecté par une infection ascendante de la vessie et
montre des signes locaux tels que la douleur lombaire et 'hématurie, parfois accompagnés de cystite.
I1'y a des signes systémiques fréquents et graves, tels que de la fievre, des frissons, des vomissements
et parfois un impact septique (Sheerin & Glover, 2019).

Prostatite: Il peut s'agir d'une infection urinaire aigué ou chronique en fonction de la durée des
symptémes et est la plus fréquente chez les hommes. En régle genérale, il se traduit par des douleurs

périnéales ou scrotales, une fréquence, une urgence et une mauvaise urine (Sheerin & Glover, 2019).
3.4.Classification Selon la Colonisation urinaire « bactériurie asymptomatique »:

En l'absence d'autres signes d'infection, il y a une présence de plus de 10° bactéries/ml d'urine.
Le risque de bactériurie asymptomatique est accru ; 8% des femmes qui souffrent de bactériurie
asymptomatique développent une infection urinaire symptomatique en une semaine. La bactériurie
asymptomatique n'est pas traitée dans la majorité des cas. L'utilisation d'antibiotiques est inutile, car il
n'a pas de signification pronostique et le taux de réecidive est élevé. Toutefois, chez les femmes
enceintes, la présence de bactéries sans symptomes est liée a un risque plus élevé de pyélonéphrite et
de faible poids a la naissance, ce qui nécessite un dépistage et un traitement. Souvent, le dépistage est

réalisé avant une intervention urologique (Sheerin & Glover, 2019).
Il.  Physiopathologie des infections urinaire :
1. Mécanisme des infections urinaires :
Les micro-organismes atteignent 1’appareil urinaire par différentes voies : ascendante

essentiellement, mais aussi hématogeéne ou lymphatique,
1.1.Voie ascendante:

La principale cause de l'infection urogénitale que ce soit chez 'nomme ou chez la femme est
I'infection par voie ascendante a point de départ urétral. C'est une contamination naturelle. Comme
les germes proviennent généralement de la flore fécale, les bactéries d'origine intestinale s'installent
dans la région périnéale, la cavité vaginale et la partie distale de I'urétre. La distance entre l'anus et le
méat, une mauvaise hygiene ou au contraire excessive, le type de protection menstruelle, de
contraception, un déséquilibre hormonal aprés la ménopause ou un défaut de production cutanée

d'anticorps antibactériens sont des facteurs de risque (Ait Miloud, 2011).
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1.2.Voie hématogene:

On trouve moins souvent cette voie, les exceptions les plus significatives étant la tuberculose,
les abces du rein et les abces périphériques. En revanche, les bactéries peuvent fréquemment entrer
dans le sang lors des infections aigués du rein et de la prostate. La présence d'une bactériémie peut
rendre une 1U plus complexe lorsqu'il y a des anomalies structurales et fonctionnelles que lorsqu'il y a

un arbre urinaire normal (Ait Miloud, 2011).
1.3.VVoie lymphatique:

Les germes infectieux peuvent atteindre la vessie et la prostate chez I'nomme par les
lymphatiques du rectum et du colon, tandis que chez la femme, ils peuvent atteindre les voies
urogeénitales par les lymphatiques utérins (Ait Miloud, 2011).

2. Les germes responsables des infections urinaires :

Les infections des voies urinaires sont causées par des bactéries Gram-négatives et Gram-
positives ainsi que par certains champignons. L’agent causal le plus courant des infections simples et
compliquées des voies urinaires est Escherichia coli uropathogéne.

Parmi les infections des voies urinaires, la prévalence de Escherichia coli est suivie par
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus faecalis, Streptococcus du
groupe B (GBS), Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et le genre
Candida. Pour les infections urinaires compliquees, l'ordre de prévalence des agents pathogenes est
Enterococcus, Klebsiella pneumoniae, Candida, Staphylococcus aureus, Pseudomonas mirabilis,

Pseudomonas aeruginosa et GBS9, le plus courant étant 'UPEC (Flores-Mireles et al., 2015).

3. Diagnostic :

3.1.Test rapide indirect qualitatif par bandelette urinaire :

Il s'agit de I'examen privilégié. La présence de leucocytes, de nitrites et/ou de globules rouges

est recherchée :

e La leucocyte estérase est un marqueur de l'activité des polynucléaires dans les urines et de la
leucocyturie. La sensibilité du test est de 75 a 96 % et sa spécificité est de 94 a 98 % par rapport
au sediment urinaire quantitatif. On peut constater un test faussement négatif (leucocytes dans le
sédiment) en présence de glucoserie ou de protéinurie significative. Ce test doit étre privilégié par

la clinique pour le diagnostic d'lU (Delhaye, 2021).
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e Les nitrites sont détectés en présence de bactéries Gram négatif qui transforment le nitrate en
nitrite. Le test présente une sensibilité de 35 & 85 % (test négatif en cas de faible bactériurie, de
pollakiurie et de germes ne produisant pas d'uréase). Il est 95% spécifique a la présence de
bactéries, mais il est possible d'observer des résultats positifs erronés lorsque l'urine n'est pas

conservée au froid (Delhaye, 2021 ; Hooton et al., 2013).

Un résultat positif de la bandelette urinaire (leucocytes et/ou nitrites) associé a des symptémes d'lU

non compliqués ne requiert pas de confirmation du test par sédiment urinaire.

3.2.Les éléments urinaires:

3.2.1. Les sédiments:

Analyse microscopique semi-quantitative effectuée sur des urines prélevées a mi- jet et
centrifugées pendant 5 minutes, permet de repérer des éléments morphologiques propres au

parenchyme rénal (cylindres, érythrocytes deformés) et des cristaux (Delhaye, 2021).

3.2.2. Lescellules :
a) Une leucocyturie pathologique (> 8 leucocytes/champ)

Il s'agit d'un test sensible pour détecter une infection des voies urinaires (95%), mais qui peut
également étre positif dans d'autres maladies rénales (néphrite interstitielle, tuberculose, tumeur) et des
voies excrétrices (calcul, hypertrophie de la prostate, infection non bactérienne). L'état d’hydratation

et la durée de stagnation des urines dans la vessie influencent le nombre de leucocytes (Delhaye, 2021).
b) Une hématurie (> 10 hématies/champ)

Il est souvent observé dans les infections urinaires, mais également dans d'autres affections

rénales ou des voies excrétrices.

Un sédiment urinaire n'est pas recommandé en cas d'lU simple, a moins que la bandelette soit négative

et que la suspicion clinique soit élevée (Delhaye, 2021).
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3.3.Coloration de Gram:

Il est désormais déconseillé de réaliser un test semi-quantitatif (1 bactérie/champ équivaut a 10°
colonies en culture) sur des urines non centrifugées en raison des nombreux faux négatifs (Delhaye,
2021).

3.4.Culture d’urine :

Dans I'lU basse simple, il n'est pas recommandé de faire une culture d'urine lorsque les germes
habituels et leurs sensibilités sont connues. Cependant, il est important de prendre en considération le
taux local de résistance aux antibiotiques et de réaliser une culture et un antibiogramme en cas
dutilisation d'un antibiotique de deuxiéme intention, d'une infection urinaire compliquée, de
persistance des symptdémes ou de récidive moins d'un mois aprés le traitement. Il est nécessaire de
procéder a la culture en prélevant des urines a mi- jet apres avoir bien nettoye la région (avec du savon
et de I'eau). On peut cultiver l'urine & l'aide d'uriculture, qui détecte une présence de bactéries >103UFC
/ml et permet de différencier les bactéries Gram+. L'existence de deux germes suggere une

contamination.

La culture d'urine positive était généralement considérée comme étant associée a une

leucocyturie (>10° leuco/ml). Cependant, cette définition n'est pas valable pour tous les patients.

Selon les nouvelles recommandations suisses, il est considéré comme une bactériurie
importante lorsqu'un uropathogéne atteint au moins 102 UFC /ml chez une femme avec des symptomes
de cystite ou au moins 10® UFC /ml chez un homme symptomatique ou chez les patients ayant une

sonde urinaire.

La bactériurie asymptomatique se produit lorsque l'un ou plusieurs germes se développent chez
une personne sans aucun symptoéme. Il est déconseillé de prendre des antibiotiques pour traiter la
bactériurie asymptomatique, a I'exception de la femme enceinte ou avant certains gestes urologiques
(Delhaye, 2021 ; Hooton TM et al., 2013).

3.5.Antibiogramme:

Un antibiogramme a pour objectif de prédire la sensibilit¢ d'un germe a un ou plusieurs
antibiotiques dans un but principalement thérapeutique. 1l est également utilisé : pour surveiller
épidémiologiquement la résistance bactérienne ; et pour identifier les bactéries en précisant les

résistances naturelles qu'elles présentent. Il est réalisé par l'initiative du biologiste. Il est nécessaire
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d'effectuer cette procédure en raison de la qualité, de la densité de I'espéce ou des especes isolées, ainsi
que de I'état clinique du patient ou du lieu de l'infection sur les espéces susceptibles de provoquer une
infection. 1l est important de se rappeler que dans la pratique, I'effet des antibiotiques est généralement
étudié in vitro et dans des conditions normalisées de culture. Il est donc nécessaire de mettre en
évidence des liens pour prédire I'efficacité in vivo de l'antibiotique et donc la réussite (ou I'échec) du
traitement en se basant sur des données biologiques in vitro (Burnichon N. 2003)

3.6. Traitement : le traitement des infections urinaires peut étre médicale ou chirurgicale.
a. Le traitement medical:

Les infections de I'appareil urinaire nécessitent l'utilisation d'antibiotiques qui doivent respecter les

critéres suivants :

- Etre bactéricides et bactériostatique
- Avoir une absorption rapide avec un pic plasmatique précoce ; une élimination urinaire
prédominante et de fortes concentrations dans le rein et les urines ;

- Couvrir les spectres de la majorité des germes habituels des infections urinaires;

- Ne pas sélectionner rapidement les souches résistantes ;

- Avoir une bonne tolérance ;

En plus de ces caractéristiques genérales, il y a également des aspects tels que la méthode
d'administration (orale ou parentérale), la tolérance et les codts. Il est possible de commencer
I'antibiothérapie immédiatement apres 'ECBU, sans attendre le résultat, méme si la prescription

initiale peut étre modifiée.

Il convient de continuer le traitement jusqu'a ce qu'il soit terminé sans l'interrompre si les signes
fonctionnels ont complétement disparu. Il est recommandé d'effectuer un contrdle par ECBU une

semaine apres l'arrét du médicament (Ya Bi Foua Achille. 2006).

Dans le cadre de cette étude, nous ne pouvons que mentionner brievement quelques

médicaments couramment utilisés (Ya Bi Foua Achille. 2006).

Tableau | : Les médicament et leurs spectre d’action

Medicaments Spectre d’action
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Béta-lactamine

- Les pénicillines classiques du groupe « G » exercent une action
majeure sur les Cocci et les bacilles a Gram positif, a I'exclusion
du staphylocoque.

- Les pénicillines de la catégorie « M » ont des effets positifs sur
les staphylocoques.

- Le spectre des pénicillines du groupe « A » s'étend aux germes

Gram négatifs, en particulier au colibacille.

Aminosides

En regle géneérale, les aminosides agissent sur les bacilles Gram négatifs

(BGN), les staphylocoques Méti-S et les cocci Gram négatifs

Cyclines

Les cyclines ont la capacité de combattre les germes présents dans les
cellules, tels que Brucella, Chlamydia et Ureaplasma. Il est recommandé
d'éviter cela chez les femmes pendant la grossesse et chez les enfants de

moins de 8 ans.

Macrolides

En présence de staphylocoques Méti-R et 40% de pneumocoques, les
macrolides agissent sur les cocci a Gram positif, mais pas sur les germes

intracellulaires, sauf Coxiella burnetti.

Pheniclolés

Leurs agents pathogénes sont les S. pneumoniae, N. meningitidis et H.

influenzae.

Sulfamides

Trimethoprime

Ce sont les staphylocoques, les salmonelles et Shigella qui les produisent

principalement.

Quinolones Quinolones urinaires de premiere génération: Efficaces contre:

e Escherichia coli (E. coli)
e Proteus vulgaris (P. vulgaris)
e Kilebsiella oxytoca (K. oxytoca)

Quinolones systémiques (deuxiéme géneération): Spectre d'action plus

large:
e Entérobactéries
e Germes intracellulaires
e Staphylocoques
e Méthicilline-résistants (Méti-S)
e Haemophilus influenzae (H. influenzae)

UAMOB Page 19



Chapitre |

Partie bibliographique

e Moraxella catarrhalis (M. catarrhalis)

e Bordetella pertussis (B. pertussis)

Quinolones  de  troisieme  génération  (Fluoroquinolones

antipneumococciques):

e Activité la plus élevée in vitro contre:

e Streptococcus pneumoniae (pneumocoque)

Y compris les souches résistantes a la pénicilline et aux macrolides

b. Le traitement chirurgical:

Si un obstacle se présente, il est nécessaire de procéder a une intervention chirurgicale

principalement par voie endoscopique, avec lutilisation d'une sonde urétérostomie ou d'une

néphrotomie palliative (Ya Bi Foua Achille. 2006).

L'uropathie obstructive, les anomalies anatomiques et les troubles neurologiques du tractus

geénito-urinaire tels qu'une compression de la moelle épiniére nécessite généralement une intervention

chirurgicale. En cas de pathologie obstructive, le drainage des urines permet de maitriser rapidement

les infections urinaires. Il arrive parfois que le drainage chirurgical soit requis en cas d'abcés cortical

ou périrénal. Lorsqu'il y a une infection urinaire, il est préférable d'éviter, dans la mesure du possible,

toute intervention instrumentale sur le bas rein. Il est possible de prévenir la survenue d'un urosepsis

potentiellement mortel en stérilisant les urines avant un geste instrumental sur les voies urinaires, suivi

d'une antibiothérapie pendant 3 a 7 jours ( Wagenlehner et al., 2019 ; Gupta K et al., 2010).

c. Indication : le tableau 02 résume les syndromes de I’infection urinaire et leur traitement

Tableau 11 : Les syndrome d’IU et leur traitement

Syndrome Traitement
Seuls les individus a risque (diabétiques, immunodéprimes, reflux
Bactériurie vésico-urétérale, grossesse) doivent recevoir un traitement antibiotique

asymptomatique

conventionnel de 7 a 10 jours
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Peut étre traité en 3 maniére :

+ Traitement conventionnel
Durant 7 a 10 jours, il se fait au choix avec des Quinolones,
Cotrimoxazole et céphalosporines orales.
Exemple de traitement:
- Noroxine 400 *: 800 mg/j en deux prises.
- Bactrim Forte*: 1 comprimé matin et soir

+ Traitement de 3 jours
Mieux suivi et moins cher, exposant a moins d’effets secondaires
Les produits cités ci-dessus conviennent aux mémes posologies en
étant a priori aussi efficaces.

Cystite Exemple de traitement :

- Lomefloxacine (Logiflox*) : 400 mg/j
- Norfloxacine (Noroxine*) : 800 mg/j

+ Traitement « minute » :
Un traitement par dose unique est indiqué chez la femme de moins de
65 ans, non enceinte, en cas d’infection urinaire non compliquée
évoluant depuis moins de 3 jours en I’absence d’antécédent nephro-
urologique sous-jacent severe.
L’¢limination urinaire du produit utilisée doit étre prolongée.
- Bactrim forte *: 3 comprimés
- Fluoroquinolones (Ofloxacine) a la dose de 400mg

- Fosfomycine-trometamol (Monuril*) 3 g

- Si le nombre de germes est compris entre 100 et 100 000 : la

méme méthode de traitement est utilisée pour traiter la cystite.
Syndrome urétral - Si aucune infection n'est détectée, il est nécessaire de
considérer la chlamydia trachomatis et de prendre en compte

un traitement par tétracyclines (doxycycline) pendant 21 jours

Pyélonéphrite aigue -1l est nécessaire de suivre un traitement intensif avec une
antibiothérapie double et parentérale jusqu'a ce que la bactériurie
disparaisse, puis de prendre l'un des antibiotiques efficaces en per os
pendant 4 & 6 semaines. Etant donné que c'est un traitement d'urgence

généralement mis en place avant le résultat bactériologique, il est
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déconseillé d'utiliser l'association ampicilline aminoside en premiere
intention, mais il est possible de la modifier en fonction des données
bactériologiques.

-La prescription des béta lactamine pendant trois semaines
consécutives est effectuée apres 24 heures d'apyrexie. On procéde a un
examen bactériologique dans les heures qui suivent larrét du

traitement

Prostatite Dans presque tous les cas, il y a des signes d'une atteinte des voies
urinaires. Chaque antibiotique ne pénetre pas dans le tissu prostatique
ou ne s'active pas dans le liquide prostatique qui est tres acide.

Des substances alcalines, liposolubles, peu fixees aux protéines seront

utilisées, telles que les macrolides et les tétracyclines
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- Présentation de travail et lieu de stage :
Notre travail est porté sur I’isolement des bactéries a partir des infections urinaires et
I’évaluation de D’activité antibactérienne des extraits chloroformique et hexanique de la plante

Hyoscyamus niger sur les souches isolées.

Une partie de ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire d’analyse médicales de la clinique
Tuvirets de Bouira pendent quinze jours du 10 mars au 25 mars, et une autre au sein du laboratoire de

microbiologie de département des sciences biologiques, faculté SNV de Bouira.

- Matériel :

1. Matériel biologique :

1.1. Les souches bactériennes : dans notre étude nous avons utilisé 5 germes de bactéries qui

sont : Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,

et Acinetobacter baumannii. Ces souches ont éte isolées a partir des infections urinaires.

1.2.Le matériel végétal : il est constitué des feuilles de Hyoscyamus niger récolté dans le village
Beni Hamdoune, commune Aghbalou, wilaya de Bouira (Algérie), en mois de janvier 2024.
Hyoscyamus Niger (jusquiame noire) est une plante herbacee de la famille des Solanacées
originaire d’Eurasie, une plante toxique, riche en alcaloides tropaniques (hyoscyamine,

scopolamine et atropine) (Al-Snafi, 2018).

2. Matériel non biologique (appareil et réactif) :

L’ensemble des appareilles et des réactifs utiliser pour réaliser cette étude est résumé dans le
tableau 1 (voir annexel).
I1l-  Methodes :

Partie 1 : isolement des bactéries a partir des infections urinaires :

1. Echantillonnage:

Nous avons sélectionné nos échantillons a partir des patients qui sont venu au laboratoire
pour un motif d’analyses des urines (ECBU). Cette ¢étude a été portée sur 24 examens

cytobactériologiques des urines.

Le recueil des urines se fait généralement par le préléevement de second jet des urines (20ml

a30ml) dans un récipient stérile aprés avoir éliminé le premier jet (20ml) (Cavallo et al., 2003).

UAMOB Page 22



Chapitre 11 Matériel et méthode

Dans notre période de stage, des patients d’age, de sexe et d’état de santé différent (femme
enceinte, homme, personne sondé, enfant, bébé, homme) ont été venue au laboratoire pour les
analyses des urines (ECBU). Le recueil des urines pour ces patients a été faite de maniére différent :

e Chez I’adulte et I’enfant, le recueil est dit « a la volée » ou « du milieu du jet » :
Le patient effectue le prélevement Ilui-méme en suivant les instructions suivantes

Il est recommandé de collecter les urines dans un flacon stérile ( Annexe 4 ) le matin, car il est
nécessaire que les urines aient passé au moins 3 ou 4 heures dans la vessie (temps nécessaire pour
permettre la prolifération des germes) Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits de
Santé. (2008)

e Chez le nourrisson et le jeune enfant jusqu’a 3 ans :
C’est le prélevement le plus fréquent mais aussi le plus critiqué utilise un collecteur d’urine

(figure 06). Aprés une désinfection soigneuse du méat urinaire, on place, autour de ’orifice urinaire,
une poche plastique stérile adhésive. Dans tous les cas, la poche ne doit pas rester en place plus de 30

minutes. On transvase ensuite les urines dans un pot stérile (Aigrain 2004).

Figure 06 : Poche a urine bebé stérile

(Source : www.medicalex.ma)

e Chez un porteur sonde urinaire :
Sur la sonde urinaire, il y a une zone spécialement congue pour le prélevement. Une fois que cette

zone a été désinfectée a l'alcool iodé, on a prélevé I’urine a I'aide d'une seringue équipée d'une aiguille
fine (la figure 07 représente le sondage urinaire). Le recueil de l'urine peut également étre effectué a
partir d'une sonde neuve lors d'un changement de dispositif afin d'éliminer tout risque de contamination

par des bactéries adhérentes a la paroi des sondes (Berthélémy, 2016).
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Figure 07: Sondage urinaire

I faut noter que le prélévement doit étre accompagné d’une fiche de renseignement du patient.
Chaque cas doit préciser : nom et prénom, age, motifs de la demande, antécédent médicale et

symptomes.

Afin d’éviter toute prolifération bactériennes, le transport au laboratoire se fera le plus vite possible

(pas plus de 2h) et il faut le conservée a une température ambiante (20 °C) (Daudon et al., 2004).
2. Examen cytobacteriologique des urines (ECBU) :

L'examen cytobactériologique des urines (ECBU) est un examen urinaire recommandé pour

diagnostiquer ou suivre une infection du tractus urinaire, qui est habituellement stérile.

L'ECBU permet de confirmer la présence d'une infection urinaire et de déterminer l'agent
agissant. L'infection urinaire est associée a la manifestation de symptémes (Berthélémy, 2016). Il
est effectué selon le schéma suivant (la figure 08 représente les étapes devant suivre dans le cas

d’une infection urinaire)
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[ Prélévement de ’urine ]

Le transport au laboratoire se fera en moins de 2 heures. Au-dela de ce délai, le flacon d’urine sera gradé 24 heures a 4 °C.

Examen macroscopique

»  Aspect: limpide, trouble, hématique, purulent
»  Couleur : claire, marron, foncée, rouge.. .etc.

Examen microscopique

l
l l

Etat frais : numération cellulaire :
Noter la présence de : la numération des leucocytes et les
*Leucocytes-Hématies hématies s’effectue sur un échantillon
+Cristaux d’urine non centrifugé et bien

*Cellules épithéliales homogénéisé en utilisant une

*Levures cellule hématimétrique :

*Trichomonas vaginalis -Cellule de Malassez (Imm>
*Spermatozoides Cellule de Nagoette (50mm?

*Cylindres

*Schistosoma haematobium

l

Mise en culture

l

Identification et antibiogramme

Figure 08 : Conduite a tenir devant ECBU
2.1.Examen macroscopique :

L’examen macroscopique permet d’observé les caractéristiques physiques de 1’urine a I’ ceil nu.

Cela inclut la couleur, la transparence, I’odeur, et la densité (Berthélémy, 2016).
2.2.Examen microscopique :

L’examen microscopique utilisé pour calculer le nombre des leucocytes, des hématies et
I’estimation de la présence ou non des cellules épithéliales, des cristaux et des cylindres et de cherché

la présence de la flore microbienne (bactéries, levures...) (Courcol et al., 2005).
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A I’aide d’une micropipette quelques gouttes d’urine ont été pris et déposé sur la cellule malassez,

puis observeé les résultats sur un MO (grandissement x40).
2.3. Mise en culture :

Le nombre des leucocytes présent dans les urines nous orienter au milieu de culture que nous doit

choisir pour I’ensemencent :

e Si le nombre des leucocytes est >10 éléments/mm? : I’'ensemencement se fait sur le milieu
chromagar.

e Sile nombre de leucocytes est<10 éléments/mm?® : I’ensemencement se fait sur gélose nutritive.

e En cas d’'une femme enceinte I’ensemencement se fait directement sur chromagar.

+ Les milieux chromogeénes :

Bien que codteux, ils sont privilégiés par rapport aux milieux traditionnels (BCP, CLED). lls
offrent la possibilité :
- La différenciation des colonies est tres efficace gréace a leur coloration, ce qui permet une détection
efficace des urines polymicrobiennes.
- Il est possible d'identifier directement Escherichia coli, du genre Enterococcus, ainsi que Proteus

mirabilis en effectuant des tests complémentaires simples (EF, indole).

- Les genres Klebsiella, Enterobacter et Serratia et les autres espéces de Proteus, telles que
Providencia ou Morganella, doivent étre identifiés de maniere précise afin de minimiser les dépenses

en réactifs (galeries...) et le temps de manipulation pour la technique.

-La mise en place d'une antibiothérapie rationnelle plus rapide (Berthélémy, 2016 ; Denis et al.,
2007).
La composition de ce milieu est résumée dans I’ Annexe 3.

4+ Gélose nutritive :

Dans le domaine de la microbiologie, une gélose nutritive est un milieu gélosé propice a la

culture de microorganismes.

Cette atmosphere est qualifiée de non sélectif car elle ne permet pas de choisir une souche
bactérienne spécifique. Ainsi, ce milieu offre la possibilité a toutes les souches bactériennes de se

développer, a condition qu'elles soient non exigeantes, c'est-a-dire que les souches peuvent se
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développer sur un environnement minimal qui ne fournit que les éléments essentiels a leur

développement (Denis et al., 2007).

v Méthode de ’anse calibrée :

A I’aide d’une anse stérile, une quantité d’urine homogéne de 10 L a été déposé sur un rayon de
la boite en utilisant une anse stérile. Ensuite I’ensemencement se fait par des stries perpendiculaires au

rayon sur toute la surface de la gélose. Puis incubé 18 & 24 heures a 37°C (figure 09).

* Si le prélevement a été recueilli par ponction vésicale, on ensemence 100 uL d’urine.

Ensemencement d’une urine

b — Décharger I’oése de 10pL

Tirer une verticale
jusqu’aumilieu de la boite

*. Remonter légérement pour
—’< 3 " décharger entiérement le
prélévement
Faire des stries horizontales

4 — . enpartant du point de
—%_ dépot

Mettre a I’étuve 37°C pendant 18-24H

Figure 09: Méthode de I’anse calibré

3. ldentification :

3.1.Coloration de Gram :

Ce test est fait dans le cas de ’ensemencement sur GN.
Principe :

L'une des techniques de coloration les plus anciennes et les plus importantes utilisées dans la
microbiologie est la coloration de Gramme, qui a été introduite pour la premiére fois en 1882 par Hans
Christian Gram (un bactériologiste Danois), principalement pour identifier les organismes
responsables de la pneumonie a cette époque. Les echantillons cliniques et les sous-cultures sont
examinés microscopiquement directement grace a la coloration. Qui joue un rdle essentiel dans le
domaine de la microbiologie et constitue la premiere étape dans la distinction entre les bactéries. En

colorant les cellules en rose (Gram négatif) ou violet (Gram positif), on distingue les bactéries a Gram
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positif et Gram positif. La technique de coloration permet également de représenter les formes
morphologiques et les arrangements des bactéries. En plus des bactéries, on utilise également la
coloration de gram pour repérer différents champignons et parasites (Paray et al., 2023).

Protocole :

Préparer le frottis : mettre une goutte d’eau physiologique dans une lame puis prendre une

colonie de la souche et mélanger le tout bien, puis sécher a I’air libre ou sous bec.

Pour réaliser la coloration de frottis, commencez par placer celui-ci sur une grille de coloration
au-dessus de I'évier et appliquez une teinture primaire, le Cristal violet, pendant une minute. Apres un
quart d'heure, nettoyez le frottis a I'eau du robinet adoucie et ajoutez quelques gouttes de lugol pendant
une minute. Ensuite, rincez & nouveau avec de I'eau du robinet. Appliquez ensuite un décolorant, tel
que l'acétone ou l'alcool éthylique a 95%, pendant moins de 10 secondes. Poursuivez en ajoutant le
deuxieme colorant, la fuschine, pendant une minute. Enfin, nettoyez le frottis une derniere fois a l'eau

du robinet adoucie et laissez-le sécher a I'air libre.

Ajoutez une goutte d'huile d’immersion et observez sur microscope (GX100) (Paray et al., 2023).

4. Les tests biochimiques classiques :

Dans notre étude on a utilisée certains tests biochimiques pour I’identification des bactéries qui

sont inconnus parmi lesquels on trouve :
Milieu Triple Sugar Iron (T.S.1).

Un milieu différentiel tubé appelé gélose Triple sucre fer (TSI), elle est employée pour étudier
la fermentation des glucides et la production de H2S. On peut également détecter des gaz a partir du
métabolisme des glucides. Les hydrates de carbone peuvent étre métabolisés par les bactéries de
maniére aérobie (avec oxygene) ou fermentaire (sans oxygene). Le milieu TSI distingue les bactéries
selon leur capacité a fermenter du lactose, du glucose et du saccharose, ainsi que leur capacité a

produire de sulfure d’hydrogéne

L'utilisation de ce milieu est la plus courante dans I'identification des entérobactéries, mais il est

également bénéfique pour d'autres les bactéries a Gram négatif (Lehman, 2005).

Le protocole de TSI :

Pour effectuer cette procédure, commencez par utiliser une aiguille d'inoculation droite pour

prélever une colonie isolée. Avant d'inoculer l'inclinaison TSI, poignardez la crosse vers le bas, puis
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retirez l'aiguille et striez la surface de l'inclinaison. Assurez-vous de fermer Iégérement le contenant
afin de permettre I'entrée d'air. Enfin, lisez les résultats aprés incubation a 37°C pendant 18 a 24 heures.
(Lehman, 2005).

Test de coagulase :

Le test de coagulase permet de différencier les souches de staphylocoques aureus de S.
epidermidis et d'autres espéces a coagulase négative. Les souches de S. aureus ont généralement la
capacité de coaguler le plasma traité a 'EDTA et de produire des amas de cellules dans l'essai de
glissiére (Katz, 2010).

Le protocole de coagulase :

Pour realiser ce test, commencez par étiqueter le tube a essai avec le numéro de la souche a
tester. Ensuite, utilisez une pipette pour transférer de maniére aseptique 0,5 ml de plasma reconstitué
dans le tube a essai. Sélectionnez deux ou trois colonies isolées de bactéries a tester et collectez-les a
I'aide d'une boucle stérile ou d'un batonnet applicateur. Emulsionnez les bactéries dans les 0,5 ml de
plasma et placez le tube dans l'incubateur. Notez I'heure a laquelle le test commence et observez la
culture a intervalles réguliers au cours des quatre heures suivantes, a la recherche de la présence d'un
caillot, ce qui indiquerait un résultat positif. Si aucun caillot n'est observé aprés 4 heures, poursuivez
I'essai avec une incubation a température ambiante pendant une nuit et effectuez une observation finale
a 24 heures. L'organisme de controle positif devrait montrer une coagulation aprés 24 heures,

contrairement a l'organisme de contréle négatif (Katz, 2010).

Test de catalase :

Le test de catalase est effectué pour identifier la présence de l'enzyme catalase, produite par
des microorganismes vivant dans des milieux oxygénés. L'enzyme catalase est employée afin de
neutraliser les effets bactéricides des métabolites toxiques de I'oxygéne, comme le peroxyde
d’hydrogeéne (H205).

La catalase est une enzyme qui préserve les aérobies et les anaérobies potentiels des dégats oxydatifs.
En général, les anaérobies sont dépourvues de I'enzyme catalase. La catalase joue également un rdle

essentiel dans la virulence des Staphylocoque (Tille, 2017 ; Procop, 2016).

Le protocole de catalase :
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Pour effectuer cette procédure, commencez par appliquer une petite quantité de colonie bactérienne
sur la surface d'une lame de verre propre et seche a I'aide d'une boucle ou d'un batonnet en bois stérile.
Assurez-vous que la colonie soit visible a I'ceil nu sur la lame. Appliquez ensuite une goutte de H202
a 3% sur la lame et mélangez. Une évolution rapide de l'oxygéne, visible sous forme de bulles en 5 a
10 secondes, indique un résultat positif. En revanche, I'absence de bulles ou la présence de seulement
quelques bulles dispersées indique un résultat négatif (Tille, 2017 ; Procop, 2016).

Test d’urée :

Le test a l'uréase identifie les organismes capables d’hydrolyse de l'urée pour produire de
I'ammoniac et du dioxyde de carbone. C'est principalement utilisé pour distinguer les protéases a
uréase positive des autres entérobactéries (Brink, 2010).

Le protocole d’urée :

Pour réaliser cette procedure, commencez par ajouter une grande quantité de culture pure au bouillon
et laissez incuber pendant 18 a 24 heures. Pendant cette période, veillez a agiter lentement le tube
afin de suspendre les colonies correctement. Une fois les tubes ensemencés, ils doivent étre incubés a
une température de 35°C dans un incubateur ou un bain-marie pendant une période de 24 a 48
heures. Enfin, analysez les bouillons afin de voir si leur couleur change aprés 8, 12, 24 et 48 heures
d'incubation (Brink, 2010).

Test d’oxydase :
L'oxydase test est une réaction biochimique qui évalue la présence de cytochrome oxydase, une
enzyme parfois connue sous le nom d'indophénol oxydase. En présence d'une enzyme cytochrome

oxydase, le réactif incolore réduit se transforme en un produit coloré oxydé (Shields & Cathcar,
2010).

Le protocole de test oxydase :

Pour effectuer ce test, commencez par tremper un petit morceau de papier filtre dans un réactif
d'oxydase Kovac a 1% et laissez-le sécher. Ensuite, sélectionnez une colonie bien isolée a partir d'une
culture fraiche de 18 a 24 heures a l'aide d'une boucle, puis frottez cette colonie sur le papier filtre
traité. Observez les variations de teinte. Les microorganismes sont considérés comme oxydase positifs
si la couleur devient violette foncée dans les 5 & 10 secondes. Si la couleur devient violette dans les 60
a 90 secondes, les microorganismes sont des oxydases retardées positives. Les microorganismes sont
considérés comme oxydase négatifs si leur couleur reste inchangée pendant plus de 2 minutes (Shields
& Cathcar, 2010).

6. Antibiogramme :
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5.1.Définition :

La réalisation d'un antibiogramme est une méthode de laboratoire qui permet de tester la
résistance de souches bactériennes a divers antibiotiques. L'utilisation de l'antibiogramme permet

d'ajuster les traitements cliniques des antibiotiques (Courvalin et al., 1985).

5.2.But et principe :

L'objectif est d'évaluer les chances de succés d'une antibiothérapie sur un isolat bactérien
donné. Il implique de contacter le germe avec des disques de papier buvard contenant un antibiotique
specifique a des concentrations spécifiées par la standardisation de I'antibiogramme selon le Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI).

5.3.Protocole :

5.3.1. Préparation et ajustement de I’inoculum :

L'inoculum est fabriqué en utilisant une culture jeune de 18 heures sur un substrat gélose. Une
pipette pasteur est utilisée pour prélever trois colonies de la bactérie a etudier, puis elles sont placées
dans un tube a bout rodé contenant 10 ml d'eau distillée stérile afin de créer une suspension. Ensuite,
on ajuste I'inoculum a I'étalon 0,5 Mac Ferland. La premiére suspension est prélevée pour ajuster, puis
elle est introduite dans un autre tube a bout rodé contenant 10 ml d'eau distillée stérile. Cette suspension

sera utilisée pour I'ensemencement (MacWilliams, 2012).

5.3.2. Ensemencement :

- Un écouvillon stérile a été immergé dans la solution préparée et il a été légerement essoré sur la
paroi du tube

- Aprés avoir pris I'écouvillon, il faut le placer sur la surface de la gélose en effectuant un
ensemencement en étirant de haut en bas la boite. Refaire cette opération a deux reprise
(MacWilliams, 2012).

5.3.3. La Posée des disques :

Aprés le séchage, un distributeur de disques a été utilisé pour déposer les disques des
antibiotiques a tester, par-dessus la gélose ensemencée (un maximum de 9 disques) ; les boites ont été

ensuite placer a une température de 37°C pendant une durée de 24 heures (MacWilliams, 2012).

Les étapes de la réalisation d’un antibiogramme sont résumees dans la figure 10.
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;

-/

Ecouvillon Ensemencement sur Dép6t des disques d’ATB  Appanition des zones
Sténle gélose Muller-Hinton par-dessus la culture d’inhibition aprés incubation

Figure 10 : Les étapes de I’antibiogramme

Partie 2 : évaluation de ’activité antibactérienne de Hyoscyamus niger

Les étapes suivies pour I’investigation de I’effet antibactérien des extraits d’Hyoscyamus niger sont

résumés dans la figure 11.
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1. Préparation de I’échantillon végétale :
Les feuilles de (Hyocyamus niger) ont été récoltées a la fin du mois de janvier 2024 dans le
village Beni hamdoune de wilaya de Bouira, elles ont été séchées a I’air libre et a labri de ’humidité
et de la lumiére pendant 4 semaines. Ensuite, elles ont été broyées dans un broyeur électrique

(Moulinex) pour obtenir une poudre fine qui a été conservée dans des flacons en vert, & une température

ambiante et a labri de lumiére et de I’humidité.

= Préparation de \

~

Figure 11 : Schéma expérimentale

2. Méthodes d’extraction des composés secondaires a partir de H. niger
L’extraction des composés bioactifs a été réalisé par la méthode de macération, suivie d’une

séparation liquide —liquide selon le protocole de Bruneton (1999) avec quelques modifications, les
étapes suivies sont comme suite :

1. Macération
La macération a été réalisé par le mélange, dans un Erlenmeyer, de 62g de poudre de la plante avec
496 ml d’eau acidifi¢ 1 N (préparée par dilution de 83.3ml d’HCL concentré dans un 1L d’eau

distillée). La préparation a été couverte avec un papier aluminium pour éviter I’oxydation par la

lumiéere. Ensuite, laissée agiter pendant 2 Heures.
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2. Filtration :
Apres macération, la solution de la plante a été filtrée a I’aide d’un papier absorbant, puis sur papier
Wattman.
3. Délipidation :
Le filtrat a été versé dans une ampoule a décanter. Un volume de N- hexane (200 ml) a été ajouté
pour la solution afin d’éliminer les lipides. L’ajout de ’hexane se fait 3 fois afin d’obtenir une solution
sans lipides. Ces derniers sont ensuite récupéré par évaporation de I’hexane grace au Rota vapeur puis

conservé pour étudier leur activité.
4. Alcalinisation :

Concernant les alcaloides leur extraction nécessite un milieu basique, pour assurer cette condition

un volume de 20 ml d'ammoniaque a été ajouté a la phase aqueuse.

5. Extraction chloroformique

Un volume de 500 ml été ajouté pour la solution. Ce processus est répété 4 fois afin d’assurer une
extraction maximum de substances actives.

6. Lavage:

La solution organique (chloroformique) obtenue est ensuite lavée avec de I'eau distillée.

7. Evaporation :

L ’extrait chloroformique comme I’extrait hexanique ont été soumis a une évaporation dans un rota
vapeur pour finalement récupérer I’extrait presque sec, et le reste de solvant a été laissé évaporer a
I’aire libre pour avoir I’extrait sec dépourvu de toutes traces de solvants.

Le protocole de I’extraction est résumé dans le schéma de la figure 12.
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629 de poudre 496 ml d’eau
végeétale acidifié

Macération pendant 2h

i

Filtration avec papier absorbant aprés avec papier

wattman l
200 ml de n- )
hexane (3 / Filtrant

fois)

!

Délipidation et décantation

~ P G

20ml Filtrant Les lipides
d’ammoniaque

N |

Chloroforme Extrait Evaporation a
(4 fois) 60°c
Lavage Récupération des lipides

|

Evaporation a I'aide
d’un rota vapeur a 40°c

l

Récupération des
alcaloides

Figure 12 : Protocole d’extraction des alcaloides et des lipides

4. Calcule de rendement :

Le rendement d’extraction est défini comme étant un rapport entre la masse des extraits bruts
a I’état sec et celle de la matiere végétale utilisée (Ouahas et al., 1988).
R (%)= [P1-P0/P] *100
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Avec :
P : poids initial de I’échantillon(g).
PO : poids de bécher vide (g).
P1 : poids de bécher aprés évaporation totale(g).
5. Evaluation de I’effet antibactérienne des extraits :
Le test de I’évaluation de I’effet antibactérien des extraits d’H. niger a été réalisé sur des souches

jeunes cultivées sur leur culture spécifique

EMB : pour Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae.

Mac conkey: pour Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii.
Chapman: pour staphylococcus aureus.

King A: pour Pseudomonas aeruginosa.

La préparation de I’inoculum et la méthode d’ensemencement est similaire a celle décrite pour
I’antibiogramme standard toute en remplacant les disques d’antibiotiques par des disques contenant
des extraits végétaux avec des volumes différentes concentrations pour ’extrait alcaloidique et pour
I’extrait lipidique. Aprés un temps de repos, les boites contenant les différents échantillons sont

incubées a 37°c pendant 24h.
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Résultats :
I.  Analyse des cas d’infections urinaires :
1. Analyse macroscopique de I’échantillon :

L’aspect macroscopique permet de donner une idée préliminaire sur I’existence d’une Infection
urinaire. Sur les échantillons analysés 4 types d’aspects macroscopiques ont étés détectés : trouble,
légérement trouble, hématique et claire (La figure 13).

> Une urine claire, est due a une hydratation ce qui signifie que la personne boit
Suffisamment de liquides, cela peut vouloir dire que la personne est en bonne santé.

> Une urine trouble, est un symptome a évaluer avec attention. Il peut s’agir d’un signe
Bénin et réversible provoqué par une consommation excessive de phosphate. Une urine trouble peut
aussi d’étre du a une infection urinaire touchant la vessie ou les riens.

> Une urine hématique : la couleur rouge fonce signifie la présence du sang dans les urines et sa

présence est un des principaux symptémes du cancer de la vessie (Berthélémy, 2016).

Figure 13 : Urine claire

2. Examen directe de I’urine :
Selon I'examen au microscope des échantillons d'urines collectés, on a observé une forte présence
de leucocytes, des cristaux, des cellules épithéliales et des microorganismes (Courcol et al., 2005). La
présence de ces éléments dans 1’urine s’explique comme suite

e L’augmentation des bactéries se traduit par une augmentation des défenses immunitaires.
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Les cristaux peuvent étre associés a une consommation excessive de protéines, de calories et

de sel. D'autre part, une consommation excessive de produits laitiers et de poissons entraine

la formation de cristaux d'oxalate de calcium. (Les figures 14 et 15 représente 1’aspect des

cristaux et de hématies sous MO).

- ML
K

Phosphates
Oxalate de calcium Oxalate de calcium - ammoniacaux
dihydraté monohydraté Acide urique Phos(;;l;adt:: daet;:;clum magnésien ou
(weddellite) (whewellite) P phosphates triples
(struvite)
pH acide pH acide pH acide pH alcalin pH alcalin

Hématies

Leucocyte

Figure 14 : L’aspect de certains cristaux sous Microscope optique

Figure 15 : L’aspect des leucocytes et des hématies sous Microscope optique

(Prise personnel )

UAMOB

Page 39



Chapitre 111 Résultats et discussion

3. ldentification des souches isolées :
Dans I’ensemble des cultures positives, 5 souches bactériennes ont été isolées et identifiés chez les
patients testés elles sont: Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii (figure 16).

Escherichia coli : elle a été isolée & partir des urines d’une femme enceinte, son identification

est réalisée sur chromagar ou des colonies rose foncé sont apparus apres une incubation de 24h a 37°C.

Klebsiella pneumonia : elle a été isolée a partir des urine d’une femme, 1’identification de la
souche est réalisé sur chromagar ou des colonies bleues métallique sont apparus aprées une incubation
de 24h a 37°C. Les bactéries qui possedent ce caractére sur chromagar sont Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter et Serratia.

Pour bien identifier la bactérie on a effectué la coloration de Gram et les tests biochimiques (TSI et
urée). Aprés I’incubation on a obtenu les résultats suivant glucose, urée et le gaz (positifs), H2S

(negatif), ces résultats confirment que la souche est K. pneumoniae.

Pseudomonas aeruginosa : elle a été isolée a partir d’un homme de 39 ans avec une sonde
urinaire. La bactérie a été ensemencée sur milieu chromagar et apres incubation on a observée des
colonies creme. Le ré isolement sur hektoen et le test oxydase positive a confirmé que la souche est P.

aeruginosa.

Staphylococcus aureus : elle a été isolée a partir d’une femme qui possede une infection
vaginale. L’ensemencement a été fait sur chromagar et aprés 24 h on a observée 1’apparition de

colonies doré opaque de petites tailles qui ont donné un test positif de coagulase.

Acinetobacter baumannii : a été isolée a partir d’un homme de 87ans sondé. L’ensemencement
a été faite sur chromagar et apres 24h on a remarqué des colonies creme opaque qui donne un test

positif pour la catalase et négatif pour I’oxydase et le TSI.

Les caracteres biochimiques et culturaux des souches isolés sont résumés dans le tableau 3 et illustrer

dans la figure 16.
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Figure 16 : Les bactéries sur chromagar A : K. pneumoniae ; B : A.

(Prise personnel)
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baumannii ; C : E. coli

Tableau 111 : Les caracteres biochimique des souches isolés

Germes Caractéres Morphologie des | Gram Caractéres
culturaux  sur | bactéries biochimiques
chromagar

E. coli Colonies rose | Bacille droit - Glu, Lac,
foncé a rougeatre Urée, H2s(-)

K.pneumoniae Colonies bleu | Bacille courte _ Glu, lac, urée (+)
métallique extrémement H2S(-)

arrondie
S.aureus Colonies dorés, | Cocci en petits + Coagulase(+)

opaques, petites

amas, de

diplocoques ou de

trés courtes
chainettes
P. aeruginosa Translucide, Bacille - Oxydase (+)
créme a bleu Urée (-)
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A.baumannii Creme opaque coccobacille Oxydase (-)
Catalase (+)

Pas de
fermentation de
sucre, pas de
production de gaz
et H2S

4. Analyse globale des cas suspect d’infection urinaire :

Sur I’ensemble des urines des 24 patients analysés et qui sont suspectés d’avoir une infection
urinaire 13 d’entre eux ont présenté une croissance bactérienne avec une possibilité d’une infection
urinaire (ECBU+), un nombre qui correspond a une prévalence de 54,17%. Cependant, 7 patients ont
présenté une culture négative (absence d’infection) ce qui représente une prévalence de 29,17%.
Tandis que les 4 patients restants, ce sont des cas souillés (a refaire), Ceci correspond a une prévalence

de 16,66%. La répartition globale des résultats d’infections urinaire sont représentés dans la figure 17.

Répartition globale des résultats d'ECBU

0

= ECBU+ = ECBU- = SOUILLES
Figure 17 : Répartition globale des résultats ’ECBU

5. Analyse des resultats obtenus par tranche d’age des cas d’infection urinaires :
D’apres nos résultats, nous avons constaté que la tranche d’age adulte (de 25 ans et plus) a été
était la plus touchées par I’infection urinaire avec un pourcentage de 69,23%. Suivie par la tranche

d’age enfant (nouveau née a 10 ans) avec un pourcentage de 23,07%. Tandis que celle L’adolescent
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(11 ans a 24 ans), elle a été la moins touchée par ces infections avec un pourcentage de 7,69%. La

répartition des cas d’infection urinaire par I’age est représentée dans la figure 18.

Répartition des cas d'infection urinaire par l'age

= Enfant = adolescent = adulte
Figure 18 : Répartition des cas d’infection urinaire par ’age

6. Analyse par sexe des cas d’infection urinaire :
D’aprés nos résultats obtenus, Nous constatons que les patients de sexe féminin sont les plus confrontés
a une infection urinaire, ce qui représente un taux de 69,23% (9/13), pour seulement un taux de 30,77%

(4/13) chez les patients de sexe masculin (figure 19).

Répartition des cas d'infection urinaire par sexe

0o

= Masculin = féminin
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Figure 19 : Répartition des cas d’infection urinaire par sexe

7. Analyse par germes responsable d’infection urinaire :

Dans I’ensemble des cultures positives, 5 types de souches bactériennes ont été isolées et
identifiés chez les patients testés, il s’agit de 5 souches d’Escherichia coli et 4 souches de K.
pneumoniae, une souche de S. aureus, 2 souches de P. aeruginosa et une souche d’Acinetobacter
baumannii. Les résultats indiquent aussi qu’E. coli est la souche bactérienne la plus présente chez
I’ensemble des patients et représente un taux de 38,46% d’infection. Les autres souches impliquées
dans ces infections urinaires sont K. pneumoniae qui représente 30,77%, suivie par Pseudomonas
Aeruginosa qui représente 15,38%. Tandis que A. baumannii et S. aureus sont représentées avec des
taux faibles et égaux (7,69%). L’analyse par germes responsables d’infection urinaire est représenté

dans la figure 20.

Analyse par germes responsables d'infection urinaire

A

m E.Coli = Kleibsiella Pseudomonas Aeruginosa ® Acinitobacter baumanii = Staphylococcus

Figure 20 : Analyse par germes responsables d’infection urinaire

8. L’antibiogramme :

Lorsqu’une bactérie est isolée a partir d’un préleévement, sa sensibilité aux antibiotiques doit étre
recherchée. Ce test est capital, il permet de choisir un antibiotique adéquat pour le traitement. La
détermination de I’activité des antibiotiques est réalisée par la méthode de diffusion sur gélose
(Mueller Hinton), et I’interprétation a été faite selon les normes du Comité de I’antibiogramme de la
sociéte francaise de Microbiologie CASFM. La liste des antibiotiques testés est selon les
recommandations du CLSI 2020.

UAMOB Page 44



Chapitre 111 Résultats et discussion

Lors de notre étude on a réalisé I’antibiogramme pour seulement 5 souches dont le choix a été basé

sur les souches les plus résistantes.

» Apres avoir calculé les zones d’inhibition pour chaque souche et leur comparaison par rapport
au norme déclaré par CASFM (Annex 2) on a estimé les résultats suivant :

a) L’antibiogramme d’E. coli :
L’ensemble des résultats obtenue pour la souche d’E. coli sont résumé dans la figure 21.

Apres avoir testé la résistance et la sensibilité de la souche aux différents antibiotiques, on a
remarqué qu’elle posséde une forte résistance aux Amoxicilline, Amoxicillinetac clavulanique,
Cefixime, Cefotaxime qui montre des zones d’inhibition de 6 mm, 13 mm, 15 mm et 14 mm
respectivement. La souche d’E. coli est sensible aux Gentamicine, Amikacine, Nitrofurantoine et
Bactrim (Sulfamethaxazole+Triméthopprime) avec des zones d’inhibition respective au 23 mm, 20

mm et 24 mm et 16 mm.
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Figure 21 : Les zones d’inhibition d’E. coli exprimé en mm.
b) L’antibiogramme de Klebsiella Pneumoniae :
Les résultats sont résumés dans la figure 22.

Les résultats obtenus montrent que la souche est résistante au Amoxicilline, Amoxicilline+ac

clavulanique, Cefixime, Gentamicine, Cefotaxime et Bactrim qui possédent des zones d’inhibition
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de 6 mm, 13 mm, 14 mm, 6mm, 16 mm et 6 mm respectivement. Les zones de 19mm et 20 mm

respective au Amikacine et Nitrofurantoine montre que la K. pneumoniae est sensible a ces deux

antibiotiques.
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Figure 22 : Les zones d’inhibition de K. pneumoniae exprimé en mm.

c) L’antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa :

Les résultats sont résumés dans la figure 23.

D’aprés les résultats obtenus on remarque que la souche est sensible au Ticarcilline,

Piperacilline, Amikacine, Ceftazidime, et Gentamicine qui montre des zones d’inhibition respective

au 24mm, 25 mm, 20 mm, 25 mm, 21 mm. Par contre le Levofloxacine et le Fosfomycine montre des

zones d’inhibition de 6mm ce qui signifie que la souche est résistance a ces deux antibiotiques.
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Figure 23 : Les zones d’inhibition de P. aeruginosa exprimé en mm.

Ticcarcilline
Fosfomycine
Ceftazidime
Gentamicine
Amikacine

Piperacilline
Lévofloxacine

d) L’antibiogramme de Staphylococcus aureus :
Les résultats sont résumés dans la figure 24.

Les résultats montrent que la souche de S. aureus est sensible a tous les antibiotiques testés

sauf le Penicilline G qui montre une zone d’inhibition de 22 mm ce qui signifie que la souche est

résistante.
22.5
22 -
21.5 -
21 -
20.5 -
20 A
19.5 -
19 -
18.5 -
18 -
175 i T T T T T T T
e > ) 2 2
. 00(9 -\6}0 \{\0.‘. \\('}Q *(.;\Q ’béo
é,\\\\ S & < N 2"
N & & P © o
\c, C @*
Q
&
o~
&
<&
<&

Figure 24 : Les zones d’inhibition de Staphylococcus aureus exprimé en mm.
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e) L’antibiogramme d’Acinetobacter baumannii :

La figure 25 résume les résultats obtenue pour A. baumannii.

D’aprés les résultats on remarque qu’A. baumannii montre une forte résistance contre tous les

Résultats et discussion

antibiotiques testés sauf le bactrim (Sulfamethaxazole+Triméthopprime) qui posseéde une zone

d’inhibition de 16 mm.

18
16
14
12
10

o N B~ O

Figure 25 : Les zones d’inhibition d’Acinetobacter baumannii exprimé en mm.

II.  Evaluation de ’activité antibactérienne des extrais de Hyoscyamus niger sur les souches

Tableau IV : Résultats de ’activité antibactérienne exprimés en mm.

Germes Extrais alcaloidiques Extrais lipidiques
100l 60ul 40ul T: 120ul 80ul 60pl 40ul T:
éthanol hexane
100 120pl
E.coli 19mm | 9 mm 7 mm Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence
S.aureus 21mm |[13mm | 9mm Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence
K.pneumoniae | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence
P.aeruginosa | 12mm | 9 mm 7 mm Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence
A.baumannii | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence
UAMOB
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Le test de I’activité antibactérienne nous donne les résultats cités dans le tableau 4.

» Lasouche S. aureus montre des zones d’inhibition de 21 mm, 13 mm, et 9 mm pour les extrais
alcaloidiques & concentration 100 pl, 60 pl et 40 ul respectivement. Elle est par contre résistante
a ’extrait éthanolique (témoin).

» Lasouche E. coli montre des zones d’inhibition de 9 mm et 7 mm pour les extraits alcaloidiques
a concentration 60 pl et 40 ul respectivement. Et elle est résistante a I’extrait éthanolique
(témoin) et ’extrait alcaloidique a concentration 100 pl.

» La souche P. aeruginosa montre des zones d’inhibions de 12 mm, 9 mm et 7 mm pour les
extraits alcaloidiques a concentration 100 pl, 60 pl et 40 pl respectivement et une résistance a
I’extrait éthanolique (témoin).

» Les deux souches K. pneumoniae et A. baumannii montre une résistance a les extraites
alcaloidiques et éthanolique.

» Concernant les extrais lipidiques toutes les souches isolées montrent une résistance aux extrais

lipidiques et hexaniques (témoin).

Comme le montre ces résultats, aucun effet antibactérien n’a été observé avec 1’extrait obtenu
avec ’hexane qui est connu comme solvant extracteur des lipides, il est souvent utilisé pour la
dilapidation (fine et al., 2013). Par contre avec 1’extrait chloroformique qui permet la solubilisation
des alcaloides on a observé une activité antibactérienne qui augmente avec 1’augmentation de la
concentration et cela aussi bien avec les souches a Gram positif (Staphylococcus aureus) qu’avec les
souches a Gram négatif notamment Pseudomonas aeruginosa qui est connu comme un germe

nosocomial et présente des résistances accrues aux antibiotiques.

Le comportement des germes isolé vis-a-vis de ’extrait alcaloidique de H. niger est variable,
d’ailleurs, on remarque que la souche la plus sensible est S. aureus qui a montré des zones d’inhibition

de 21 mm, 13 mm, et 9 mm pour les concentrations respectives de 50mg/ml, 30mg/ml et 20mg/ml.

Suivie de la souche E. coli qui a montré des zones d’inhibition de19mm, 9 mm et 7 mm pour
les extraits alcaloidiques & concentration respective de 30mg/ml et 20mg/ml. Enfin, la souche de P.
aeruginosa qui a montré des zones d’inhibions de 12 mm, 9 mm et 7 mm pour les extraits alcaloidiques
a concentration 50mg/ml, 30mg/ml et 20mg/ml respectivement. Tandis que, les deux souches K.

pneumoniae et A. baumannii, elles ont montré une résistance aux extraites alcaloidiques de H. niger.

Discussion :

A. Les infections urinaires:
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» En fonction des tests positifs :

Sur la totalité de 24 échantillons prélevés, les ECBU positive représentent une fréquence de 54%.
Nos résultats sont différents de ceux obtenus par MAUROQY et al., 1996 qui ont trouvé une fréquence
d’ECBU positif de 27,6% en France et ceux obtenus par Mebarkia et Daoudi, 2016 qui ont trouvé
une fréquence de 18,92% a Tébessa. Cette différence de resultats entre les zones est du probablement
aux raisons suivantes :

e La mauvaise hygiene.

e La prise des médicaments sans aucun contréle médical.

e Le régime alimentaire.

> En fonction de I’Age :

On observe aussi une variabilité de la distribution selon 1’age par exemple : la tranche d’age adulte
a fréquence ¢leveé (63,23%) par rapport a la tranche d’age enfant (23,07%). Cette fréquence est lice a
plusieurs facteurs notamment :

e La stase urinaire, qui est la diminution ou l'arrét complet de la circulation d’un liquide, qui est le
principal facteur de risque d'lU chez les personnes agees. Elle favorise la croissance bactérienne. Cette
stase peut étre la consequence de plusieurs caractéristiques du sujet agé comme le vieillissement du
systéme veésical-sphinctérien qui ne permet plus une vidange complete de la vessie, d'ou la présence
de résidus post mictionnel.

e Le déficit hormonal en cestrogénes chez les vieilles femmes ménopausées joue un role
important dans la survenue d'lU. A la ménopause, I’atrophie des muqueuses vaginale et
urétrale, aboutit a une sécheresse des muqueuses, qui favorise 1’adhésion bactérienne. De
méme, I’augmentation du pH par diminution du taux d’cestrogéne augmente le risque de cystite
(MAUROQY el al., 1996).

e La diminution des défenses immunitaires chez la personne agée (Immunodépression),
additionnée a d'autres facteurs de risque, rend ces patients plus vulnérables face aux infections. Cette
diminution des défenses est physiologique et inévitable plus fréquentes chez les personnes agées.

» En fonction du sexe :

Nous avons observé un taux d’infections urinaires presque deux fois plus élevée chez la femme
(66,23%) que chez I’homme (30,77%). Cette fréquence est expliquée par ’anatomie de 1’appareil
urinaire féminine (Rakotovao-Ravahatra et al, 2017), qui est composée d’un urétre court qui mesure
environ Scm de longueur et s’ouvre entre le clitoris et ’ouverture du vagin dans le vestibule de celui-
ci. Son ouverture est insuffisante pour protéger contre les souillures du vagin et du rectum ; de ce fait,

il y a souvent des contaminations microbiennes avec des irritations inflammatoires. Contrairement a

UAMOB Page 50



Chapitre 111 Résultats et discussion

celui de ’homme qui mesure environ 20 a 25 cm ce qui diminue le risque d’infection urinaire. Donc,
I’effet des secrétions prostatiques permet d’offrir chez ’homme une protection supplémentaire.
» En fonction de germe en cause :

D’aprés ’analyse de la fréquence et la répartition des espéces microbiennes responsables
d’infection urinaire, nous avons noté la prédominance d’E. coli (38,64%). La prédominance d’E. coli
ne peut s’expliquer que par le faite que cette espéce est la plus dominante de la flore intestinale et
qu’elle peut migrer vers I’intestin puis vers I’appareil urinaire. Par ailleurs E. coli fait partie des
coliformes fécaux, donc un mauvais nettoyage de la partie intime peu facilement provoquer I’entrée
de la bactérie dans la vessie.

Ces résultats concordent avec ce de LEMORT et al. 2006, mettant en relation la présence de
cette bactérie avec la physiologie de I'infection urinaire qui est en général ascendante. Il existe une
forte colonisation du périnée par les entérobactéries d'origine digestive, et en particulier E. coli. Ainsi,
E. coli posséde des proteines de type adhésines, capables de lier la bactérie a I'epithélium urinaire et
d'empécher son élimination par les vidanges vésicales (SEKHSOKH et al., 2008).

» En fonction des antibiotiques utilisés :

L’¢tude de la sensibilité aux antibiotiques a montré des résistances importantes de la souche d’A.
baumannii qui est la plus implique dans les infections nosocomiales (Sieniawski et al., 2013).1a souche
a été resistante a tous les antibiotiques testés sauf le Bactrim. Cette résistance peut étre expliqué par la
mauvaise application des mesures préventives ainsi que la dispensation libre des antibiotiques en ville
(Hamouche, 2012).

Nous avons remarqué aussi que la souche K. pneumoniae est résistance aux antibiotiques de la
famille des béta-lactamases cela peut étre expliqué par le faite que cette derniére est une BLSE

(bactéries productrices des béta-lactamases a spectre élargi) (Hamouche, 2012).

La résistance de la souche d’E. coli aux amoxicilline et bactrim est la plus fréquente. Ce résultat est
similaire a celle de (Nadmi et al., 2010) qui ont trouvé que cette bactérie a acquis des résistances
touchant plusieurs classes d’antibiotiques, en particulier les béta-lactamine dont I’amoxicilline (62,
2%).cette résistance est la conséquence de la pression de sélection liée a la consommation abusive de

ces antibiotiques dans les pays de développement (Kamga et al., 2014).

Concernant la souche de P. aeruginosa, nous avons remarqué qu’elle est presque sensible a tous les
antibiotiques testés. Ces résultats sont différents a celle de (Auajjar et al., 2006) qui ont trouvé que

les souches de Pseudomonas possedent des résistances contre les antibiotiques de type Pénicilline
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(Ticarcilline, Piperacilline). Les résultats de (Auajjar et al., 2006) montrent aussi que les souches de
Staphylococcus sont résistantes a la Pénicilline ce qui confirme nous résultats.

B. Activité antibactérienne des extraits chloroformiques :

Contrairement a nos résultats qui montrent que 1’extrait hexanique d’H.niger ne possede aucun
effet sur les souches isolées a partir des infections urinaires, les travaux de Uysal et al., 2014 et de
Weli et al., 2022 confirment que les extraits hexaniques respectifs d’Hyoscyamus reticulates et de
Hyoscyamus gallagheri sont actifs notamment sur K. pneumoniae, S. aureus.

On observe que les zones d’inhibition de bactéries a Gram positive sont plus grandes par rapport
aux zones d’inhibition de bactéries a Gram négatif, cela peut étre expliqué par la structure de la paroi
des Gram négatif qui ont posséde une membrane épaisse par rapport a celle des Gram positif (Manuse
2018).

Cependant, I’extrait chloroformique des feuilles de la plante H. niger possede une activité
antibactérienne contre la souche de S. aureus avec une zone d’inhibition de 21 mm pour la
concentration 50 mg/ml, et avec zones d’inhibition de 19 mm et de 12 mm pour E. coli et P. aeruginosa
respectivement. Alors il ne possede aucune activité sur K. pneumoniae et A. baumannii. Nous résultats
sont inférieures aux résultats obtenus par Dulger, G., & Dulger, B, 2015 qui ont étudié I’effet d’extrait
méthanolique des grains de la méme plante sur les infections urinaires et ils ont trouvé que ces derniers
possedent un effet antibactérien important sur K. pneumoniae avec une zone d’inhibition de 19mm et

P. aeruginosa avec une zone d’inhibition de 11mm en utilisant des concentrations de 50 a 1000pug/ml.

De méme nos résultats sont inférieurs a ceux de Dulger et al., 2010 qui ont travaillé toujours sur
I’extrait méthanolique d’H.niger avec une concentration de 50 pg/ml et ils ont déclaré des zones
d’inhibition de 25mm et de 11mm respectivement pour S. aureus et P. aeruginosa.

Il est a signaler que ses mémes auteurs ont montré que cet extrait possede des effets antifongiques
contre les especes de Candida et Cryptococcus et un effet antisecticide contre le moustique Anopheles

Spp.

Par ailleurs, par comparaison avec des autres especes de la méme famille, les travaux de kadi
el al., 2013 annonce que [I’extrait alcaloidique d’Hyoscyamus albus possede des activités
antibactériennes contre K. pneumoniae, E. coli, S. aureus et P. stutzeri avec des zones respectives de

En effet H. niger posséde des alcaloides de type tropaniques qui sont connues par leur effet
antisecticide (May, 2021), ces métabolites secondaires sont généralement extraits par le chloroforme
qui est un solvant organique apolaire efficace pour extraire des composés non polaires telles que les
alcaloides.
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De plus Guelmine, 2018 a trouvé que les alcaloides de la plante Nerium oleander possédent
un effet antibactérien contre la souche de Escherichia coli qui montre des zones d’inhibition de 7 mm
et de 13 mm respective a des concentrations de (1/4,1/8).
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Conclusion
Les infections urinaires sont des infections qui se produisent au niveau de ’appareil urinaire.

Elles sont généralement causées par des bactéries et elles sont un probléme majeur de santé publique.
Les microorganismes responsables possédent parfois des résistances naturelles ou bien acquises contre
certains antibiotiques utilisés pour leur traitement, et au cours de ces dernieres années, le recours aux
composés bioactifs d’origine naturelle a base des végétaux est devenue une alternative pour lutter

contre ces microorganismes pathogenes multi résistants.

C’est dans ce cadre que s’est inscrit notre travail qui a visé premiérement 1’étude de la prévalence
des infections urinaires dans la région de Bouira et deuxiément la recherche de I’effet antibactérien
des extraits hexaniques et chloroformiques obtenue a partir des parties aérienne d”Hyoscyamus niger

sur les germes isolés.

A la lumiere de notre recherche des conclusions importantes sont a mises en évidence. Tout
d'abord, il a été démontré que la fréquence des infections urinaires est plus importante chez les femmes
que chez les hommes, de plus, les personnes agées et les immunodéprimeés sont fortement exposeés a
ces infections. Le pourcentage des bactéries a Gram positif dans les infections urinaires est inférieur a
celui des bactéries a Gram négatif, avec une prédominance des entérobacteéries.

Les bactéries isolées dans cette étude incluent E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus,
et A. baumannii, avec une fréquence élevée marquée ave E. coli. Les résultats de I’antibiogramme ont
montré que A. baumannii, K. pneumoniae, et E. coli sont fortement résistantes aux antibiotiques testés,
tandis que P. aeruginosa et S. aureus sont plus sensibles.

Les extraits hexaniques d’H.niger ne possedent aucun effet antibactérien alors que ceux de
I’extraits chloroformique présentent une activité antibactérienne contre les souches de E. coli, S.
aureus, et P. aeruginosa, ce qui suggere la possibilité de les utiliser comme antibiotiques contre
certains germes pathogenes pré dominant et résistant dans les infections urinaires tel que E. coli et P.
aeruginosa, connu pour sa prédominance dans les milieux hospitaliers.

Les perspectives de notre étude sont :

- L’optimisation des Extraits : La recherche de la concentration optimale et la purification des
composes actifs pourraient augmenter l'efficacité antibactérienne des extraits de H. niger. Des
techniques avanceées de purification et de fractionnement pourraient étre utilisées pour isoler et
identifier les constituants les plus actifs.

- La formulation et I’administration : Le développement de nouvelles formulations, telles que
des gélules, des pommades ou des solutions injectables, pourrait améliorer la biodisponibilité
et l'efficacité thérapeutique des extraits de H. niger. Des études sur les meilleures voies

d'administration seront également nécessaires.
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- Létudes Cliniques : A terme, des essais cliniques devront étre menés pour confirmer
I'efficacité et la sécurité des extraits chez I'nomme. Ces études permettront de déterminer les
doses efficaces et slres pour le traitement des infections urinaires.

- Le mécanismes d'Action : Des recherches supplémentaires sur les mécanismes d'action des
composés actifs de H. niger permettront de mieux comprendre comment ces extraits inhibent
la croissance bactérienne et pourraient aider & développer des analogues synthétiques plus

efficaces.
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Annexe 1:

Tableau Al : le matériel non biologique utilisée

Anse de platine
Ecouvillons
Pipettes Pasteur
Cellule malassez
Lame

Appareils Verrerie et petit matériels | Réactifs et produits
chimiques

Balance Becher Ethanol

Réfrigérateur Tubes a essai Chloroforme

Plague chauffante Boites de pétri Ammoniaque

Agitateur magnétique Papier filtre n-hexane

Autoclave Couton HCL

Bain marie Embouts Milieux :

Bec bunsen Micropipettes e EMB

Etuve Passoire e Mac conkey

Rota vapeur Ampoule a décanter 500 ml e King A

L’hote Erlenmeyer e Chapman

Spectrophotomeétre Entonnoirs e Chromagar

Microscope Papier wattman 01

Violet juntien
Lugol
Fuschine
Alcool




La charges des antibiotiques testés et caractérisation des diameétres de la zone d’inhibition
selon les normes de CASFM 2021(Comité de I’antibiogramme de la Société Francaise de

Microbiologie).
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Annexe 2:

Tableau A2 : La liste des antibiotiques utilisée pour les Entérobactéries.

Antibiotiques Charge des Diamétre d’inhibition
disques en g |Sensible Résistant
>/[= <

Amoxicilline 20 19 19
Amoxicilline +ac 20210 16 16
clavulanique

Céfixime 5 17 17
Céfotaxime 5 20 17
Amikacine 30 18 18
Gentamicine 10 17 17
Nitrofurantoine 100 11 11
Bactrim 1,25 -23,75 23 20
Ciprofloxacine / 14 11

Tableau A3 : La liste des antibiotiques utilisée pour Pseudomonas aeruginosa.

Antibiotiques Charge des Diamétre d’inhibition
disques en U9 [Sensible Résistant
>/[= <

Pipéracilline 30 50 18
Ticarcilline 75 50 18
Ceftazidime 10 50 17
Lévofloxacine 5 50 22
Amikacine 30 15 15
Gentamicine 10 EPI EPI
Fosfomycine 200 / =




Annexes

Tableau A4 : La liste des antibiotiques utilisée pour Staphylococcus aureus.

Antibiotiques Charge des Diamétre d’inhibition
disques en ug [Sensible Résistant
>/= <

Penicilline G 1 unité 26 26
Clindamycine 2 22 19
Erythromycine 15 21 18
Ofloxacine 5 50 20
bactrim 1,25- 23,75 17 14
Gentamicine 10 18 18

Tableau A5 : La liste des antibiotiques utilisée pour Acinetobacter baumannii.

Antibiotiques Charge des Diamétre d’inhibition
disques en ug [Sensible Résistant
>[= <

Pipéracilline 75 20 15
Ticarcilline 100 21 18
Ceftazidime 30 18 15
bactrim 1,25- 23,75 14 11
Amikacine 30 19 19
Gentamicine 5 50 21
Ciprofloxacine 10 17 17
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Annexe 3 :

Tableau A6 : La composition de base de chromagar.

Produits Base
Total g/L 33,0 g/L
Composition g/L Agar 15,0

Peptones et extraits de levure 17,0
Mix Chromogénique 1,0

Aspect Poudre

Stockage 15-30 °C

pH du milieu final 7,0+/-0,2
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Figure Al : Flacons de prélevement 30 a 200 ml en polypropyléne
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Annexe 5

Les souches revivifiées

Figure A2 : Les souches revivifié: A: Klebsiella pneumoniae; B: Staph.aureus C:
Acinetobacter baumannii; D: E. coli; E: Pseudo.aueruginosa.

(Prise personnel)



Résumé:

Les infections urinaires (1U) représentent une problématique de santé publique fréquente, souvent causée par des bactéries.
La résistance croissante de ces germes pathogénes aux antibiotiques souligne le besoin urgent de nouvelles stratégies thérapeutiques.
Dans ce contexte, Hyoscyamus niger, une plante médicinale montre un potentiel prometteur en tant qu'agent antibactérien. Dans
notre travail, nous avons effectué 1’extraction des alcaloides et des lipides a partir de cette plante, en utilisant du chloroforme et de
I’hexane comme solvants d’extraction. Nous avons ensuite testé ces extraits contre les germes responsables des infections urinaires
isolées a partir d’un milieu hospitalier. Aprés avoir analysés 1’ensemble des résultats, nous avons remarqué que les infections
urinaires touchent les femmes et les immunodéprimés plus que les autres. Les souches d’Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
et Acinetobacter baumannii montre une forte résistance contre les antibiotiques testés. Concernant ’activité antibactérienne des
extraits préparés nous avons remarqué que contrairement a 1’extrait hexanique, ’extrait alcaloidique posséde un effet contre S.
aureus, E. coli, et P. aeruginosa avec des zones d’inhibition de 21mm, 19mm et 11mm respectivement et a des concentrations de

50mg/ml.

Mots clé : Hyoscyamus niger, infection urinaire, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, effet antibactérien. Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, résistance.
Abstract:

Urinary tract infections (UTIs) represent a frequent public health problem, often caused by bacteria. The increasing resistance
of these pathogenic germs to antibiotics underlines the urgent need for new therapeutic strategies. In this context, Hyoscyamus niger,
a medicinal plant shows promising potential as an antibacterial agent. In our work, we have carried out the extraction of alkaloids
and lipids from this plant, using chloroform and hexane as extraction solvents. We then tested these extracts against the germs
responsible for urinary tract infections isolated from a hospital setting. After analyzing all the results, we noticed that urinary tract
infections affect women and the immunocompromised more than others do. The strains of Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
and Acinetobacter baumannii show strong resistance against the antibiotics tested. Regarding the antibacterial activity of the
prepared extracts, we have noticed that, unlike the hexanic extract, the alkaloid extract has an effect against S. aureus, E. coli, and

P. aeruginosa with inhibition zones of 21 mm, 19 mm and 11 mm respectively and at concentrations of 50 mg/ml.
Key words: Hyoscyamus niger, urinary tract infection, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, antibacterial effect. Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, resistance.
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