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Introduction

Les infections en générale posent un véritable probléme de santé publique du fait de leur

fréquence, leur gravité, et de leur colt socioéconomique (Zenati et al, 2014).

Le terme d’ « infection urinaire » signifie que 1’on a décelé un nombre significatif de
germes dans les urines (Lionel, 2009) qui pénétrent dans 1’organisme par ’orifice de
I’urétre (Gerard et al, 2012)

Toutes les régions des voies urinaires peuvent étre touchées, mais les infections les plus
fréquentes sont celles la vessie (cystite) et du rein (pyélonéphrite), dont la majorité des
patients sont de sexe féminin, certainement en raison de la longueur de 1’urétre plus courte
que chez I’homme (Schaechter et al, 1999).

Leurs traitements par les antibiotiques restent le moyen de choix, mais tout médicament
qui a des effets bénéfiques peut aussi provoquer des effets indésirables (Fattorusso et
Riker, 2004), en plus 1’émergence des bactéries résistantes pose un probléme d’inefficacité

de ces molécules anti-infectieuses (Zenati et al, 2014).

En Algérie, la médecine traditionnelle est en plein développement.

Pour notre part, notre intérét s'est porté sur 1’ail (Allium sativum), qui est une plante
largement utilisée en médecine traditionnelle pour ses vertus médicinales.

La présente étude a pour objectif de déterminer la fréquence, la répartition et la sensibilité
des germes responsables des infections urinaires d’une part, d’autre part ; elle consiste a
étudier I'activité antibactérienne des jus et extraits de cette plante.

Pour ce faire nous effectuerons tout d'abord deux extractions de cette plante a 1’état mature
et en voie de maturation.

Les extractions phénoliques ont été réalisées a partir de la plante fraiche et apres séchage
de cette derniére. Ensuite nous rechercherons l'activité antibactérienne des jus et des
extraits sur des germes fréquemment impliqués dans I'étiologie des infections urinaires et

finir en déterminant les caractéristiques phytochimiques des extraits.
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Partie bibliographique Chapitre I: Infections urinaires

1.1. Définition :

C’est la présence de germes microbiens dans les voies urinaires, généralement localisée a
la vessie et dont la propagation vers les cavités rénales doit étre redoutée (Brigitte et al,
2008).

Les germes sont le plus souvent des saprophytes intestinaux (role de la constipation) qui

colonisent la vessie (Brigitte et al, 2008).

1.2. physiopathologie :
L’arbre urinaire est normalement stérile a I’exception de la partie distale de I’urétre qui est

colonisée par une flore d’origine digestive et cutanéo-muqueuse (Michel, 2013).

Dans les infections urinaires, le réservoir de germes est digestif et/ou vaginal .le germe
migre pour atteindre le méat urétral, et remonte par voie ascendante le long de 1’urétre pour
gagner la vessie, et parfois le rein. Ceci nécessite la colonisation de 1’appareil urinaire
grace a des facteurs d’adhésion. Le germe se multiplie ensuite dans les voies urinaires
(Céline, 2010).

On distingue les infections du bas appareil (cystite) et du haut appareil (pyélonéphrite)
(Schaechter et al, 1999).

1.2.1 Infections urinaires hautes :
1.2.1.1. Pyélonéphrite :

La pyélonéphrite aigue est un état inflammatoire transitoire d’origine infectieuse,
atteignant le rein et sa voie excrétrice, responsable d’un cedéme, d’un afflux leucocytaire et

d’une ischémie localisée du parenchyme rénal (Céline, 2010).

Les germes les plus souvent en cause sont le colibacille (jusqu’a 75% des cas),

Pseudomonas, Proteus, Klebsiella (Fattorusso et Riker, 2004).
1.2.2. Infections urinaires basses :
1.2.2.1. Cystite :

La cystite résulte de la réponse inflammatoire a 1’adhésion des bactéries a la surface de la

muqueuse de la vessie ou de I’urétre (Céline, 2010).
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Environ 50% des cas sont causes par le colibacille Escherichia coli (E. coli), d’autres
germes en cause sont des espéces de Proteus, Klebsiella et Staphylococcus Saprophyticus
(fréquent chez la femme) (Fattorusso et Riker, 2004).

I.3. Voies de propagation de I’infection :

Les bactéries envahissent 1’urine est habituellement par voie ascendante rétrograde, a partir

de la région peérineale, exceptionnellement par voie hématogene (Pierre et al, 2004).
1.3.1. Voie ascendante :

Elle semble constituer la voie prépondérante dans I’installation de I’infection :

-Par reflux vésico—urétéral pour le rein.

-Par cheminement urétral pour le bas appareil.

Les especes bactériennes les plus souvent en cause sont représentatives de la flore colique

aérobie, elles colonisent normalement le périnée, le vestibule vulvaire chez la femme.

Par contiguité, la muqueuse du conduit urétral en abrite quelques espéces, tout au moins le

long du tiers externe (Michel, 2013)
La contamination vésicale donc quasi habituelle, du moins a bas niveau (Michel, 2013)
1.3.2.Voie descendante :

La contamination descendante ou voie hématogéne (infection urinaire secondaire a une

bactériémie) est possible mais rare (Michel, 2013)
1.4. facteurs favorisants le développement des infections urinaires :

Parmi les facteurs responsables des infections des voies urinaires (IVU), on doit considérés

les facteurs liés a I’hote et les facteurs liés aux bactéries (Schaechter et al, 1999).

1.4.1 facteurs liés a I’hote :

Chez la femme, les micro-organismes suivent un trajet plus court que chez I’homme, pour

aller de I’uretre vers la vessie.

Certains facteurs mécaniques facilitent la colonisation de la vessie, comme les rapports

sexuels, 1’utilisation de contraceptif de type diaphragme ou la présence d’une sonde de

Foley (Schaechter et al, 1999).
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Les diaphragmes contraceptifs génent 1’évacuation compléte de la vessie, la présence d’un
résidu mictionnel dans la vessie favorise le développement bactérien (Schaechter et al,
1999).

Certains maladies neurologiques, au cours desquelles la vidange vésicale est incomplete
favorise aussi les IVU (Schaechter et al, 1999).

Les femmes qui sont plus particulierement exposées aux infections urinaires(IU) possédent
une densiteé de récepteurs bactériens sur les cellules urothéliales plus importante que la
normale en d’autres termes, leurs cellules épithéliales sont particuliérement « attirantes »

pour les bactéries (Schaechter et al, 1999).

Certains sujets seraient prédisposes aux infections des voies urinaires(I\VU) peut étre en
raison de 1’absence d’un facteur qui cachent les récepteurs pour E. coli sur les cellules
épithéliales (Schaechter et al, 1999).

Les hommes sont beaucoup moins sujets aux infections urinaires(1U) peut étre en raison de
la longueur de 1’urétre et la présence de substance antimicrobienne dans le liquide

prostatique.

Une augmentation de la fréquence des infections chez les sujets plus agés est corrélée avec
I’apparition d’une hypertrophie prostatique responsable d'un obstacle a

I’évacuation(Schaechter et al, 1999).

1.4.2.Facteurs liés aux germes :

Parmi les facteurs bactériens responsables d’infections urinaires, le plus étudiée est la
capacité des germes a adhérer a la muqueuse des voies urinaires, 1’adhésion aux cellules
épithéliales permet d'éviter a la bactérie d’étre entrainée par le flux urinaire (Schaechter et
al, 1999).

1.4.3.D’autres facteurs :

La plupart des patients atteints d’infections urinaires au cours d’une hospitalisation 1’ont
été a I’occasion de manouvres sur les voies urinaires, en particulier au cours de sondage
urinaire (Schaechter et al, 1999).
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1.5. Moyen de defense :

La principale défense contre les infections des voies urinaires est représentée par le flux
des urines et desquamation des cellules épithéliales aux quelles les bactéries s’attachent ; le

role des défenses immunitaires est peu important (Schaechter et al, 1999).

L’acidité de 1’urine normale fait obstacle a la croissance microbienne. Toute fois; si les
bactéries proliferent dans la vessie, la présence des valvules situées a la jonction de celle-ci

et chacun des uretéres empéche le reflux de 1’urine vers les reins (Gerard et al, 2012).
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I1.1. Germes responsables de I’infection urinaire :

Le réservoir de germes est le plus souvent digestif, a la suite de la colonisation, spontanée
ou par manipulation, du périnée par flore fécale, la colonisation de 1’appareil urinaire se

fait par voie ascendante(Lionel, 2009).

11.1.1.1es bacilles & gram négatif (Gram -) :

-Escherichia coli (E.coli) :

Est une entérobactérie, c’est-a-dire, qu’il s’agit d’un bacille a gram négatif (Gram -),
oxydase négative, aéro-anaérobie, cultivant rapidement sur milieux ordinaires fermentant
le glucose avec production de gaz, possédant une nitrate réductase, le plus souvent mobile
(péritriche), ces bactéries sont identifiées en pratique par les tests suivants: fermentation du
lactose, du mannitol et du sorbitol, production d’indole, présence d’une béta
galactosidase.Les caractéres négatifs importants sont: [I’absence d’uréase et de
désaminases, 1’incapacit¢ de cultiver sur milieu synthétique au citrate (milieu de
Simmons), de produire du H,S ou de fermenter le glucose en formant de 1’acétoine

(réaction de voges — proskauer) (Patrick et al, 1991).

-Proteus : parmi celles d’intérét médical, on peut citer : Proteus mirabilis, Proteusvulgaris,

Morganellamorganu, Providencia rettgeri, Providencia stuartu.

Les Proteus sont des bacilles a gram négatif, aéro-anaérobies a métabolisme respiratoire et
fermentaire, oxydase négative, nitrate réductase positifs, cultivant trés facilement sur

milieux ordinaires et aussi sur milieux sélectifs (Patrick et al, 1991).
-Klebsiella —Enterobacter —Serratia (KES) :

Les bactéries du groupe KES sont des bacilles a gram négatif classés parmi les
entérobactéries, ces micro-organismes sont aéro-anaérobies a métabolismes fermentatif ou

sur milieux sélectifs (Patrick et al, 1991).

Klebsiella: ce sont des bacilles a gram négatif, toujours immobiles et tres souvent
encapsulés, fermentant le glucose et le lactose en produisant du gaz la production d’indole,
celle d’uréase et la fermentation acétoine mise en évidence par la réaction de voges-pros
Kauer (vp), sont des caractéres distinctifs importants entre les différentes especes de
Klebsiella (Patrick et al, 1991).
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Enterobacter : ce sont des bacilles a gram négatif, mobiles et non capsulés habituellement
(Patrick et al, 1991).

Serratia : les seules espéces d’intérét médical sont Serratia marcescens et Serratia
liquefacieus qui est beaucoup plus rare (moins de 3% des infections a serratia) ces germes
mobiles donnent par fois des colonies pigmentées en rouge tout a fait évocatrices de cette
espece (Patrick et al, 1991).

-Les Salmonelles :

Ces bactéries sont pratiquement toujours mobiles, a ciliature péritriche comme les autres

entérobactéries.

Les salmonelles sont des bacilles a gram négatif, oxydase négative, aéro-anaérobies,
cultivant facilement sur milieux ordinaires en 24 heures, possédant une nitrate réductase et
fermentant le glucose. Ces bactéries fermentent le glucose avec production de gaz, mais ne

fermentent pas le lactose (Patrick et al, 1991).

Les salmonelles ne produisent de I'uréase, de désaminases de gélatinasse, ni d’indole. En
revanche, la plupart des souches produisent de I’hydrogéne sulfuré, et une lysine
décarboxylase. Les salmonelles, enfin, sont incapables de produire I’acétoine par

fermentation du glucose (réaction de voges—proskauer négative) (Patrick et al, 1991).
11.1.2. Les coccis a gram positif (+)
-Staphylocoques

Sont des cocci a gram positif (Gram+), bactéries sphériques, regroupés en diplocoques ou
en petits amas (grappes de raisin), ils sont immobiles, asporulés, habituellement sans
capsule, sont aéro-anaérobies, a métabolisme respiratoire et fermentaire, cultivant

facilement en 24 heures sur milieux ordinaires.
Toutes les especes du genre staphylococcus sont catalase positive (Patrick et al, 1991).
-Streptocoques

Sont de nombreux cocci a gram positif en chainettes, germes aéro-anaérobies, ne possédant

pas de catalase et fermentant les sucres(Patrick et al, 1991).
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11.2. Diagnostic des infections urinaires :

11.2.1. Diagnostic clinique :
I1.2.1.1. Syndromes d’infection urinaire basse :

En I’absence de température ou de douleur lombaire avérée, I’infection est qualifiée de

basse, cette distinction, cliniquement, schématique, reste valable (Gilles et al, 1994).

Eprouve une sensation de brulure lorsqu’elle urine et a des mictions impérieuses, méme si

la quantité excrétée est tres faible (Gerard et al, 2012).
Cystite :

L’inflammation vésicale se traduit par une douleur rétro pubienne qui augmente a la
distension vésicale et détermine un réflexe mictionnel pour un trés faible remplissage
(pollakiurie), la miction est-elle-méme trés douloureuse, les urines sont riches en bactérieet
en pus, elles sont hématuriques et la protéinurie est fréquente. Si elle est présente, sa
disparition est a vérifier apres guérison de l'infection et de la leucocyturie(Gilles et al,
1994).

Urétrite :

Est cliniqguement difficile a distinguer est tres rarement isolée, sauf en cas d’infection
spécifique a chlamydia(Gilles et al, 1994).

I1.2.1.2. Syndromes d’infection urinaire haute :

Pyélonéphrite :

Pyélonéphrite aigue caractérisée par une montée rapide de la température a 40 C” ou plus,
accompagnée de frissons, de malaise général et par fois de signes de choc, elle succede
typiquement a une phase de 24-48 heures d’infection basse(Gilles et al, 1994).

Des douleurs lombaires ou abdominales (comme cette affection provoque généralement

une bactériémie)(Gerard et al, 2012).

Le traitement antibiotique(ATB) précoce permet d’éviter la diffusion au parenchyme ou les

complications génerales (Gilles et al, 1994).

La bactériémie est fréquente, prouvée par les hémocultures, les douleurs lombaires
spontanées ou provoquées a la palpation s’accompagnent d’une 1égere défense musculaire

(Gilles et al, 1994).
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11.2.2.Diagnostic biologique :

Tableau N°01:Examen macroscopique des urines (Fattorusso et Riker, 2004) :

Moyenne:1200ml par 24h. limites: 600 a 2500

Jaune-foncé
Rouge-brique, brun

Brun-foncé
Jaune- rose

Urines devenant rouges a la lumiére

Volume
ml.

Couleur Les urines normales sont jaunes, claire et
transparentes.

Jaune-pale Urines peu concentrées.

Urines concentrées.
Précipitation d’urates en milieu acide .
Hématurie.

pigments biliaires, les urines brassées forment
une mousse de coloration jaune brun.

Présence d’urobiline.

Présence de porphyrime.

Noiratre Présence d’alcaptone (acide homogentisique) ou
de mélanine (mélanome).

Odeur

Acre Odeur particuliere des urines infectées par le
colibacille

Acétone Acidose diabétique

Ammoniaque Fermentation in vitro des urines.

UrinesTroubles
Urates
Phosphates amorphes

Pus et bactéries (pyurie)

n’a pas de signification pathologique

il n’a pas de signification pathologique.

on I’observe dans les infections urinaires, les
néphrites interstitielles et le rejet de greffe

pH urinaire

Valeur normales 5,4 - 7,2
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11.2.3.Diagnostic chimique :
Bandelette réactive ou Bandelette urinaire (BU) :

L’utilisation des bandelettes réactives facilite I'identification de I'infection urinaire et la

surveillance des malades (Pierre et al, 2004).
Le test repose sur deux eéléments :

a) la détection de nitrites dans I’urine (en effet les nitrates provenant de I’alimentation sont
transformés en nitrites par les bactéries disposants d’une nitrate réductase) (Pierre et al,
2004).

b)La présence de leucocytes en exces dans 1’urine est basée sur la détection de ’activité est
érasique (dans les granules azurophiles des leucocytes) (Pierre et al, 2004).

11.2.4.Diagnostic bactériologique :

11.2.4.1. Examen cytobacteriologique des urines (ECBU) :

Seul cet examen authentifie I'infection urinaire, en effet les signes cliniques sont souvent
impreécis tout comme la description présentée par les patients (le terme impropre de cystite
étant évoqué devant le moindre trouble mictionnels: or, il est des troubles urétraux et des

cystalgies sans infection urinaire ainsi que des bralures vulvo-vaginales) (Michel, 2013).

L’ECBU, facile a réaliser, permet seul de caractériser 1’agent causal et apprécier sa
sensibilité aux différents antimicrobiens utilisables, pour étre fiable, il exige cependant que
les différentes étapes soient exécutées avec rigueur (Michel, 2013).

Le prélevement est une étape critique pour la qualité de I’examen, des conditions de
prélevement mais aussi de conservation et de transport défectueuses peuvent

considérablement géner I’interprétation (Michel, 2013).

a) Prélevement :

Cas général habituel (recueil dit « a la volée » ou du « milieu de jet ».
Il est utilisé dans la majorité des cas d’infection urinaire communautaire.

Le recueil correct implique une toilette soigneuse du meat urétral et du prépuce ou du
périnée, au savon ou a l’aide d’un antiseptique suivi d’un rincage.les urines émises
spontanément sont recueillies dans un flacon stérile apres élimination du premier jet qui

nettoie au passage 1’urétre antéricure.Le prélévement est fait, si possible, au moins
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4heuresapres la miction précédente pour permettre un temps de stase suffisant dans la
vessie (Michel, 2013).

b) Acheminement :

La conservation des urines avant examen ne doit pas exceder quelques dizaines de minutes
a température ambiante. Ce délai peut étre porté a 24 heures en prenant soin de disposer le
récipient a +4 °C.

Pour stabiliser la croissance bactérienne, on peut aussi user de conservateurs tel un

mélange commercialisé comprenant sorbitol, acide borique, fumarate de sodium, autorisant

la conservation a température ambiante (Michel, 2013).
c) Examen directe : cytologique et bactériologique :

L’ECBU commence par un examen cytologique et bactériologique au microscope puis la
mise en culture et la numération des germes, leur identification et un antibiogramme. Ces
résultats doivent étre ensuite confrontés aux données cliniques et aux antécédents

urologique et traitements antibiotiques antérieurs(Michel, 2013).
d) Interprétation :

L’interprétation détermine la décision thérapeutique; elle est primordiale. Plusieurs

situations peuvent étre envisagées (Michel, 2013):

Leucocyturie (+) : >10*ml ou >10 mm®
e Hématurie (+) : >10*/ml ou >10 mm?
e Bactériurie (+) :
- >10°UFC/ml :
o Cuystite aigue a E.coli, Proteus, Klebsiella.
o Infection urinaire nosocomiale
- >10°UFC/ml :
o Pyélonéphrite aigue (PNA)
o Prostatite bactérienne aigue (PBA)
- >10°UFC/ml :
o Cystite aigue a autre germes

o Bactériurie asymptomatique lors de la grossesse

11
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e Leucocyturie sans germe : évoquer 2 circonstances
- Infection :
o Décapitée par ATB
o PBA
o Infection a BK,C.trachomatis, Mycoplasma
- Absence d’infection :
o Contamination par leucocytes vaginaux
o Néphrite interstitielle chronique
o Tumeur urothéliale
o Néoplasie: tumeur de la vessie
o Inflammation vésicale: radiothérapie pelvienne
e Bactériurie sans leucocyturie :
- Contamination, surtout si plusieurs germes

- Recontrdler si 1 seul germe retrouvé(Yassine, 2012).

11.3. Traitement des infections urinaires :

Le traitement des infections urinaires repose sur I’isolement des agents pathogénes et sur

des tests de sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme) (Gerard et al, 2012).
Le choix du traitement antibactérien doit intégrer les éléments suivants :
+ Est-ce-que I’agent infectieux est sensible au traitement ?
« Est-ce-que une concentration efficace d’antibiotique sera obtenue au site de
I’infection ?
* Quel sera ’effet du traitement sur les éventuelles récidives? (Schaechter et al,

1999).

Il n’est généralement pas nécessaire de procéder a des examens urinaires de controle chez
les patients pour lesquels le traitement est rapidement efficace, sauf s’ils appartiennent a
un groupe a risque pour le quel une bactériurie simple doit étre traitée (Schaechter et al,
1999).

Cystite :

La plupart des cas sont secondaires des agents bactériens sensibles aux antibiotiques une
dose forte unique d’antibiotique suffit a éradiquer la majorité des infections nom
compliguées (Schaechter et al, 1999).
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Pyelonéphrite:

Les pyélonéphrites sont généralement traitées a I’hopital par voie intra veineuse
(Schaechter et al, 1999).

I1.4.Caractéristiques :
Une antibiothérapie efficiente requiert plusieurs caractéristiques simples:
-Une activité sur le germe (germe sensible in vitro)

-Une concentration physiologique suffisante (CMI ou CMB résultant de 1’antibiogramme)

en fonction de la gravité de 1’affection et de sa contagiosité.

-Une diffusion tissulaire jusqu’au siége de I’infection (selon la pharmacocinétique et la

voie d’administration).

-Une tolérance par le malade notamment ’acceptation des voies orale ou injectable,

I’observance, I’allergie, la grossesse, les insuffisances hépatique, rénale ...etc.

-Une durée suffisante pour assurer ’asepsie et éviter la survenue de résistance, soit une
période initiale jusqu' a 48 heurs d’apyrexie prolongée de 48 heurs par sécurité(Brigitte et

al, 2008).
11.5.Choix des molécules anti-infectieuses :

Tableau N°02: Anti infectieux urinaires et spectre d’activité (Fattorusso et Riker, 2004).

Les germes responsables des | Médicaments essentiels Médicaments

infections urinaires

complémentaires

Cocci gram (+)
-Staphylocoque
-Enterocoque

Cloxilline.

Pénicilline G ou V.
Voncomycine +
gentamicine

Ampiciline ou amoxilline
I

Une céphalosporine
cotrimoxazole
Fluoroquinolone

Bacilles gram (-)

Enterobacter,Citrobacter,
E.coli (colibacil)

Klebsiellapneumoniae

Imipenen
Une céphalosporine

Céfotaxime

Ampicilline +
gentamicine

Imipénem ou gentamicine

Proteus mirabilis (indole -)

Ampicilline

Une céphalosporine
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I11.1.Antibiotiques utilisées dans le traitement des infections urinaires :

La liste ci-dessous cite les classes de médicaments les plus prescrits en France, on choisit
des anti-infectieux a forte élimination et concentration urinaires, la diffusion intra
parenchymateuse, au niveau du rein et de la prostate doit étre également, selon les cas pris
en compte (Gilles et al, 1994) :

-Quinolones

-Nitrofuranes

-Trime thoprime

- Association: triméthoprime + sulfamide
-Céphalosporines

-Pénicillines

-Aminosides (Gilles et al, 1994).

I11.2.Mode d’action :

Le spectre d’action d’un antibiotique correspond a I’ensemble des germes sur lequel

I’antibiotique exerce ses activités bactériostatiques et bactéricide(Brigitte et al, 2008)

Le spectre est d’autant plus large que le nombre d’agents infectieux sensible a
I'antibiotique est important et diversifiée. Il peut étre étroit ou spécifique, moyen, large,
trés large(Brigitte et al, 2008)

Un spectre étroit est parfois tres intéressant, il ne perturbe pas la flore normale mais peut
s’avéter inefficace lors d’une antibiothérapie prophylactique ou aprés une prescription

pronostigque (sans antibiogramme)(Brigitte et al, 2008)

L’antibiogramme permet de connaitre les antibiotiques actifs sur le germe isolé et leur

mode d’action se résume a perturber Le développement bactérien en ciblant :
La paroi bactérienne (B-lactamines, polypeptides)

La membrane cellulaire (polypeptides, antiseptiques, amphotéricine B).

Les acides nucléiques (quinolones, rifamycine).

La synthése protéique (macrolides aminosides tétracyclines phénicoles)
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Le métabolisme bactérien de la vitamine B9, [’acide folique (sulfamides,

diaminopyrimidines) (Brigitte et al, 2008).

111.3. Mécanisme de résistance :

Résistance des germes aux antibiotiques :

111.3.1. Sensibilité (Facteur qualitatif) :

La résistance d’une bactérie a un antibiotique est la faculté pour cette bactérie de supporter
sans dommage une concentration de 1’antibiotique supérieure a celle que I’on peut réaliser

dans I’organisme(Brigitte et al, 2008).

La résistance naturelle ou innée est une résistance constitutionnelle a un antibiotique d’une
espece bactérienne sans aucun traitement préalable par cet antibiotique: la structure et le

métabolisme bactériens ne permettent par 1’activité de ’antibiotique (Brigitte et al, 2008).

La résistance acquise apparait a la suite d’un contact progressif avec I’antibiotique par
sélection d’un mutant résistant (chromosomique) ou a la suite d’échanges d’infomation

génétique codant la résistance (plasmide)(Brigitte et al, 2008).

La résistance d'un germe a un antibiotique peut entrainer la résistance a d’autres
antibiotiques de méme groupe ayant des formules chimiques proches (résistance croisée)
(Brigitte et al, 2008).

Il n’est jamais employé lors d’une antibiothérapie, deux antibiotiques de méme classe en

méme temps ou a la suite d’un premier traitement inefficace (Brigitte et al, 2008).

111.3.2. Facteurs quantitatifs :

La CMI (concentration minimale inhibitrice) d’une espece est ¢€valuer in vitro
quantitativement au bout de 18 heures lorsqu' il n” ya plus de croissance bactérienne, elle
est calculé en fonction de la concentration de ’antibiotique introduit dans le milieu de
culture liquide(Brigitte et al, 2008).

La CMB (concentration minimale bactéricide) est évaluée en mettant en culture des
échantillons de concentrations egale a la CMI sur des milieux solides contenant de
concentrations croissantes en antibiotique (Brigitte et al, 2008).

Lorsque la CMB est proche de la CMI, I’antibiotique est considéré comme bactéricide et

lorsqu’elles sont trés éloignées, il est dit bactériostatique (Brigitte et al, 2008).
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In vitro, la bactérie est dite « sensible » lorsque la CMI est nettement inférieure aux taux

plasmatique de I’antibiotique (Brigitte et al, 2008).

Elle est dite «résistante » lorsque la CMI est supérieure au seuil thérapeutique
toxique(Brigitte et al, 2008).

Entre ces deux valeurs, la bactérie est de sensibilité « intermédiaire » et I’antibiotique peut
conserver une activité par un traitement local ou par des phénomenes de concentration

tissulaire ou cellulaire particulier(Brigitte et al, 2008).
I11.4. Probleme de la résistance :

La problématique de la résistance bactérienne aux antibiotiques en médecine est a rattacher

a deux causes :

- une variation génétique impressionnante des bactéries qui ; en fin de compte ; pourrait

rendre les bactéries résistantes a n’importe quel anti-infectieux.

- une dissémination de souches bactériennes résistantes souvent multi-résistantes (Fritz et
al, 2008).

Le moteur essentiel du développement de résistances et de la propagation de bactéries

résistantes est la pression de sélection exercée par les anti-infectieux (Fritz et al, 2008).

I11.5. Effets indésirables de I’antibiotique :

Tout médicament qui a des effets bénéfiques peut aussi provoquer des effets indésirables

qui ne se manifestent pas chez tous les patients, mais qu’il faut surveiller (Fattorusso et

Riker, 2004).
111.5.1. Accidents d’intolérance :

Ces accidents les plus fréquents ne dépendent pas de la dose administrée et les réactions
allergiques surviennent chez les sujets sensibilisées par un premier contact avec

L’antibiotique ou un produit proche (Brigitte et al, 2008).
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Les accidents sont majeurs et rares: cedéme de Quincke et choc anaphylactique d’issue

fatale (avec pénicillines) (Brigitte et al, 2008).

Les accidents mineurs sont les plus fréquents: manifestations cutanées, urticaire,

photosensibilisation par les tétracyclines (Brigitte et al, 2008).
111.5.2. Accidents toxiques :

Ces effets dépendent de la dose administrée, de la structure chimique de I'antibiotique et du
malade :

a)Néphron-toxicité: héematurie, colique néphratique.

b) Hémato-toxicité: modification de la formule sanguine, anémie, agranulocytose,
leucopénie.

c)Hépato-toxicité: avec élévation des transaminases, ictére, hépatite chole stique.

d) Neuro-toxicité: autotoxicité neuropathies périphériques, convulsions (Brigitte et al,
2008).

111.5.3. Accidents par modification de la flore intestinale :

Certains antibiotiques administrés par voie orale modifient la flore intestinale normale
(bactéries saprophytes favorables et autres bactéries et champignons pathogénes mais
inactifs).Cela peut provoquer, d’une part, le développement de germes pathogenes
résistants a 1’antibiotique et de mycoses (candidose), d’autre part, la lyse de bactéries
pathogénes qui libérent leur entérotoxine (Brigitte et al, 2008).

Les résultats sont des troubles par fois severes nécessitant une autre antibiothérapie pour
limiter le germe pathogéne: diarrhées et entérites principalement lors d’un traitement par
un antibiotique a large spectre ou colite pseudo membraneuse a clostridium difficile
(Brigitte et al, 2008).
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I11.5.4. D’autres effets indésirables :

111.5.4.1 Effet toxique : effet indésirable prévisible lié & un surdosage absolu ou relatif
pour un patient donné par exemple un insuffisant rénal (Fattorusso et Riker, 2004).

111.5.4.2 Allergie médicamenteuse : Effet indésirable imprévisible, indépendant de la

posologie, ne se produisant que chez les sujets sensibilisés(Fattorusso et Riker, 2004).

111.5.4.3. Intolérance : apparition chez un sujet donné d’effets indésirables, méme avec

des doses faibles habituellement bien supportées (Fattorusso et Riker, 2004).

111.5.4.4. Idiosyncrasie : apparition d’effets indésirables lors de la premiére prise d’un
médicament chez un sujet atteint d’une anomalie génétique, par exemple un déficit
enzymatique ou une altération métabolique, la prise du médicament peut révéler
I’anomalie(Fattorusso et Riker, 2004).

111.5.4.5. Effet nocebo : effets indésirables provoqués par des substances inactives lorsque
le patient pense recevoir un traitement actif, par exemple : nausées, tachycardie, diarrhée,

sécheresse de la bouche, céphalées, éruptions cutanées(Fattorusso et Riker, 2004).
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IV.1.Généralité sur I’ail :

IV.1.1. Espece :Allium sativum L .var. sativum.

Systématique: 1’espéce Allium L.se subdivise en deux groupes selon sa capacité ou non a
développer une hampe florale et en plusieurs variétés qui différent par la taille. Et la forme

du bulbe ainsi que par la couleur de leur enveloppe, parmi ces variétés, citons :
a)Allium sativumL.Var .sativum, ail commun

b)Allium sativum L .var .ophioscordum

c)AlliumsativumL.Var.pekinense

IV.1.2. Famille: Alliaceae (Eberhard et al, 2005).
IVV.2.Description :

Originaire d’Asie centrale, 1’ail est naturalisé en Europe méridionale et cultivé dans toutes

les régions tempérées (Lucienne et al, 1980).

Herbacée pouvant atteindre 25 a 90 cm de haut et dont la tige est contournée avant la
floraison, elle est vivace par son bulbe formé d’un assemblement de petits bulbes ou caieux
ces caieux sont pressés les uns contre les autres, 1’ensemble étant enveloppé dans une
mince tunique membraneuse, de couleur variable (blanche, verdéatre, rosée, pourpre ou
violette) (Eberhard et al, 2005).

Les feuilles gris-vert a gris bleuté ont un limbe plat linéaire, étroit et atténue en pointe,
renversé€ et pendant pourvu d’une nervure médiane bien marquée, leur gaines de plus en
plus longues et emboitées les uns dans les autres entourent la tige jusqu’au

milieu(Eberhard et al, 2005).
IV.3. Principe actifs et emplois :
L’ail est riche en fructosanes (jusqu’a 75% du poids sec) et pour cette raison, diurétique.

L’absence renferme surtout du disulfure d’allyle provenant de la décomposition de

I’allicine (Lucienne et al, 1980).
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IV.4. Propriétés :

1VV.4.1. Activité antimicrobienne :

Toute la plante contient une huile essentielle a action antibiotique composée d’allicine, de
sulfides, diallyle, d’une enzyme: 1’allinase de divers ferments, de vitamines Al, B1, B2 et
de nicotynamide(Abdelkader, 2009).

L’ail et ses dérivés soufrés sont antimicrobiens. Dans des tests de diffusions sur agar, la
croissance de certains germes gram (+) et gram (-) ainsi qu’un certain nombre de germes
antibio-résistants, est freinée par du jus d’ail pressée; 20 mg de ce jus ont une activité

équivalente a 10 ug d’ampicilline (Eberhard et al, 2005).

Les propriétés antibiotiques de 1’ail pulvérisé, de son huile essentielle de 1’allicine ou du
diallyltrisulfide, concernant notamment Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Listeria monocytogénes, Staphylococcus épidermidis, Salmonella typhi,
mais aussi de levures, Cryptococcus neoformans, et Giardia intestinalis(Eberhard et al,
2005).

In vivo, le nombre de streptocoques et de germes coliformes présent dans la flore
intestinale des rats est réduit de 1% par des extraits d’ail (a raison d’une absorption de
1g/animal, durant 3 jours, soit une activité équivalente a 8 mg de chlorhydrate de tétra-
cycline).

Dans les mémes conditions, le nombre de Lactobacilles est réduit de 10% (Eberhard et al,

2005).

Une étude épidémiologiques réalisée en chine indique qu’une consommation réguliére
d’ail évite les infections par Helicobacter pylori et protege ainsi des ulcéres ou des
cancéres stomacaux, d’autres auteurs partagent cette méme conviction (Eberhard et al,

2005).

Apres avoir consommeé de 1’ail, il est €galement possible de mettre en évidence une activité

antimicrobienne aux niveaux sanguin et urinaire (Eberhard et al, 2005).

Les propriétés antiseptiques ont été mises a profit depuis des siecles contre des maladies

telles que la peste ou le choléra (Lucienne et al, 1980).
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IV.4.2. Activité antifongique :

Des travaux modernes ont montré que 1’ail et ses principes sont non seulement
bactériostatiques mais également et surtout fongicides, avec une action particulierement
nette sur les dermato-phytes et les levures pathogenes (candida essentiellement), on a aussi

montré sa toxicité pour les larves de certains moustiques (Lucienne et al, 1980).

Chez le lapin, la croissance de champignons cutanés pathogénes est également fortement
ralentie, comme le montrent des tests de diffusion sur agar ainsi que des applications

topiques (et non pas une administration orale) (Eberhard et al, 2005).
IV.4.3 Activité anti-oxydante :

L’ail est apéritif et digestif et agit également comme drogue antilipémiante anti-
athérosclérotique et anti-hypertonique, il freine 1’agrégation plaquettaire augmente
I’activité fibrinolytique et prévient ainsi 1’apparition d’infarctus, il favorise également la
circulation sanguine au niveau périphérique, diminue le risque de formation de tumeurs,

stimule 1’activité thyroidienne et agit comme anti-hépatotoxique.

Presque tous ces effets sont liés a 1’activité anti-oxydante de ses constituants soufrés
(Eberhard et al, 2005).

1V.4.4. Activité diverses :

En outre, I’ail posséde des propriétés anti-microbienne, anthelminthiques, insecticides et

immunostimulantes (Eberhard et al, 2005).

L’ail a des vertus antiseptiques, expectorantes, sudorifiques et anticoagulantes, il ferait
également chuter la glycémie et la pression artérielles, 1’ail contient de plus une quantité

importante de vitamines A.B.C et E (Elcy, 2007)

21



Partie bibliographique Chapitre IV: Plante médicinale Allium Sativum (Ail)

IVV.5. Polyphénols :
IV.5.1. Généralités

Les polyphénols sont des composés naturels, exclusivement synthétisés dans le regne
Végetal. Leur répartition qualitative et quantitative est inégale selon les espéces, les
Organes, les tissus et les stades physiologiques des plantes (Bhooshan et Rivizi,2009).
On les trouve principalement dans les fruits, les [égumes, les céréales et les boissons.
(Bhooshan et Rivizi,2009).

Les polyphénols sont des métabolites secondaires des plantes et sont généralement
Impliques dans la défense contre le rayonnement ultraviolet ou lI'agression par des
Agents pathogenes (Bhooshan et Rivizi,2009).

Les polyphénols ont une tres large gamme de structures chimiques (8000 composes
Connus) ce qui permet de les utiliser dans des domaines variés tel que 1’agroalimentaire

Et la pharmacologie (Collin et Crouze, 2011).
IV.5.2. Classification :

Les polyphénols sont classés en 4 familles: les flavonoides, les acides phénoliques, les
stilbénes et les lignines et subérines (Collin et Crouze, 2011).

IVV.5.2. Activités antibactérienne :

Les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins et les lignanes sont majoritairement
présents dans les feuilles, les fleurs et 1’écorce de bois. Ces molécules jouent un rdle
majeur au niveau de la croissance des végétaux et dans la lutte contre des agents
pathogénes et des infections (El gharras, 2009).

Les gallotannins ont une activité antibactérienne intense vis-a-vis des Salmonelles et
Bacillus cereus. La quercétine et la naringénine présentent une forte activitéantibactérienne
envers une large gamme de bactéries. La catéchine et I’épicatéchine ne montrent aucune
activité antibactérienne excepté pour Pseudomasaeruginosa. A I’inverse, les oligoméres
P2, P3, P4 ainsi que leurs dérivés gallates sont actifs contre I’ensemble des micro-

organismes testés (Collin et Crouze, 2011).
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| .1. Objectif :

L’objectif de ce travail était d’évaluer ’effet inhibiteur de I’extrait d’ail, sur les germes

responsables des infections urinaires (E. coli et S.aureus).

I.2. Lieu et durée de I’étude :

Notre étude expérimentale a été réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie et

hygiéene de I’EPSP de la Wilaya de Tiaret, de D’institut des sciences vétérinaires et

laboratoire de recherches améliorations et valorisation des productions animales locales.

1.3. Population de I’étude :

Notre travail a concerné des sujets qui avaient des signes cliniques d’infection urinaire. Les

investigations ont été réalisées sur un total de 58 cas, d’age et de sexe différents

1.4- Matériel et produits utilisés :

Tableau N°03 : matériel et produits utilisées

Appareillages

Réactifs et produits

Verreries et autres

- Spectro photometre
- Microscope optique
- Etuve

- Bain marie

- réfrigérateur

- Autoclave

- Bec Bunsen

- Agitateur

- Balance

- Micro onde

- Milieux de culture :
Chapman , Hektoen,

Gélosenutritif,MullerHinton
,Milieu TSI

-Colorants de gram

-Alcool

- L’eau distillée

-H20;

-L’eau physiologique
-Disques d’ATB

-Disques d’oxydases

- Bandelettes réactives.
-Api 20 E

- L’ail

- Glycérol

- Réactifs: TDA, Covax,
VP1+VP2

-Méthanol

-Papier buvard

-entonnoir

- Lames

- Lamelles

- Anse de platine
- Pince métallique
- Seringue

- Erlin

- Boites de Pétri

- Eprouvettes

- Pipettes Pasteur
- Tubes a essais

- Ecouvillons
- Micropipette
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1.5. Méthodes :

1.5.1.Protocole expérimental :

Le protocole expérimental de notre étude est représenté par la figure N° 01 :

Préléevements des urines

v

*

Examen macroscopique

Examen chimique

v

Examen cytobactériologique

ECBU

l

Examen cytologique

I

Examen Bactériologique

A 4

Mise en culture sur 2 milieux
Chapman, Héktoen

Incubation 24h & 37°C
_—

l

Macroscopique

Lecture

v

Microscopique

Identification

Biochimique

y

Antibiogramme

l

Lecture

Figure N°01: Protocole expérimental (01)
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1. Prélevement :

Ce prélévement doit étre reéalisé avant toute antibiothérapie, si possible sur les urines du
matin, le prélévement doit étre précédé d’une toilette périnéale soigneuse, recueilli dans un
flacon stérile, de préférence au milieu de jet des urines, le prélevement doit étre transporté

rapidement au laboratoire pour éviter la pollution.
2. Analyse :
2.1. Eude des caractéres macroscopiques des urines :

Les urines sont normalement de couleur jaunes claires, s’il ya une infection urinaire, elles
peuvent étre d’apparence trouble ou étre 1égérement teintés de sang, il faut noter ainsi

I’aspect et I’odeur des urines.
2.2. Examen chimique :
Bandelettes urinaires :

Les bandelettes urinaires permettent de détecter ’activité leucocyte estérase traduisant la
présence de leucocytes et la production de nitrites traduisant une activité bactérienne. Elles

recueillent donc des signes indirects d’une infection urinaire.
2.3. Examen cytobactériologique :
2.3.1. Examen cytologique :

Culot de centrifugation :

La centrifugation des urines a faible vitesse au laboratoire permet d’obtenir un « culot »

riche en cellules qui peut étre examiné au microscope sur lame apres coloration.

Le culot de centrifugation normal ne contient que de rares cellules vésicales, des cristaux

dont le type varie avec le pH (René Caquet, 2008).
Technique :

On pose une goutte d’urine entre lame et lamelle avec observation microscopique a 40x.
Lecture :

Noter la présence des cellules épithéliales, cylindres, cristaux, leucocytes, hématies,

bactéries, levures.
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2.3.2.Examen bactériologique :
2.3.2.1.Mise en culture :

L’uro-culture consiste a ensemencer 1’urine prélevée sur 2 milieux sélectifs (Chapman,

Héktoen).

2.3.2.2.1dentifications et antibiogramme :

Ces deux examens ne seront réalisés que si 1’uro-culture était positive.

2.3.2.2.1.1dentification des bactéries :

Réalisée a 1’aide des caractéres morphologiques, culturaux et biochimiques des bactéries.
a) caracteres macroscopique :

C’est I’étude de I’aspect des colonies dont la taille, la forme, la couleur ou la pigmentation.
b) Examen microscopique :

1.La coloration de Gram :

Elle permet, de cataloguer les bactéries de deux grands groupes distincts basés sur des

propriétés de coloration : les Gram positifs et les Gram négatifs.
c) Identification biochimique :

Les bactéries sont capables d’effectuer une grande diversité de réactions biochimiques qui
se traduisent par la production d’enzyme (catalase), et par le type nutritionnel

(fermentation ou oxydation des sucres, production ou pas de gaz).

En effet, I’identification des caractéres biochimiques est illustrée dans la figure N°02

suivante.
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Culture positive

Coloration de Gram

v

v

Cocci a Gram positif

y

Bacilles @ Gram négatif

{

Identification biochimique

Test de la catalase

Catalase positif

\

Staphylococcus

V%

Catalase
néaatif

\

Streptococcus

Figure N°02: Protocole d’identification biochimique
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a) Mise en évidence des enzymes respiratoires (catalase et oxydase) :
En régle génerale :

-La recherche de la catalase est indispensable pour I’identification des bactéries (gram+) et

es sans intérét pour la différenciation des bactéries gram(-).

-La recherche de 1’oxydase est indispensable pour 1’identification des bactéries gram (-) la

catalase étant elle, sans intérét pour leur différenciation(Senouci et Abdelouahid, 2010).
1. Test de catalase :

1.1. Technique :

Des gouttes d’eau oxygénée sont placées sur une lame et un peu de colories de cultures.
1.2. Lecture:

Un dégagement gazeux abondant sous forme de bulles d’air traduit la décomposition de

I’eau oxygénée sous I’action de la catalase.
2. Test de I’oxydase :
2.1. Technique :

Sur une lame propre, déposer un disque d’oxydase imbibé d’eau physiologie ou d’eau

distillé, et a I’aide d’une pipette pasteur stérile on dépose la colonie a étudier sur le disque.
2.2. Lecture :

Une réaction positive se traduit par 1’apparition d’une coloration violet noire.

Reéaction positive » non entérobactéries
Réaction négative — entérobactéries
3. TSI:

Milieu pour la différenciation des entérobactéries basée sur la production de sulfure
d’hydrogéene et la fermentation du lactose, du saccharose et du D-glucose.

3.1. Technique :

Ensemencer la colonie a étudier en strie longitudinale sur la pente, une piqure profonde

sera réalisée, en suite incuber a 37 c® pendant 24h.
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3.2. Lecture :
La fermentation des sucres se traduit par le changement de couleur (devient jaune)
La production de H,S se traduit par le noircissement de la zone.

La production du CO; se traduit par le décollement du milieu ou bien 1’apparition des

bulles d’air.
4. Galerie Api 20E :

Galerie de 20 micro tubes préts a I’emploi permettant de réaliser 20 tests biochimiques,
afin d’identifier des bacilles Gram négatives appartenant a la famille des

entérobactériaceaes.
4.1. Technique :
-Préparation de suspension bactérienne standard.

-Inoculer la suspension bactérienne dans chaque micro tube a 1’aide d’une pipette pasteur

stérile.
-Incubation a37c°® pendant 24 heures.
4.2. LECTURE :

Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages

colorés spontanes ou révelés par 1’addition de réactifs.

La lecture se fait a 1’aide du tableau de lecture et I’identification a 1’aide d’un logiciel

d’identification.
2.3.2.2.2. Antibiogramme :

Utilisé dans le but d’étudier la sensibilité des germes isolés aux différents antibiotiques
afin de pouvoir envisager les profils de résistance et de sensibilit¢ de 1’ensemble des

germes isolés.
2.3.2.2.2.1. Technique :

La méthode utilisée était la methode standard recommandée par ’'OMS (méthode de

diffusion des disques imprégnés d’antibiotiques).
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Les antibiotiques utilisés dans notre étude étaient les suivants :
-Ampicilline.

- Oxacilline.

-Gentamicine.

- Céphalothine.

-Erythromycine.

2.3.2.2.2.2. Lecture :

Pour chaque antibiotique testé les diametres d’inhibition retenus étaient ceux du comité de
I’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie.

1.6. Matériel végétal :

L’étude a été réalisée sur une espéce d’ail Allium sativum ; a I’état complétement mature
et en voie de maturation. La plante était de couleur rouge, et les parties qui font I’objet de
cette recherche sont les caieux d’ail.

Ail mature Ail en voie de maturation

Figure N°03: Ail (AliumSativum) mature et en voie de maturation.

30



Partie expérimentale Chapitre [: Matériel et méthodes

Le matériel végétal était constitué par :

e Lejus pur de la plante mature et en voie de maturation.

e L’extrait phénolique de la plante fraiche mature et en voie de maturation, dont les
résidus secs obtenus apres passage des extraits ont été mis en solution dans I'eau
distillée stérile pour les tests bactériologiques.

e L’extrait phénolique de la plante séchée mature et en voie de maturation, ou les
tranches fines de gousses d’ail ont été étalées sur un papier, puis ont subi un
séchage a une tempeérature de 50°C pendant 72 heures. La méme méthode que la

précédente a été réalisée pour les tests bactériologiques.

1.6.1. Préparation du matériel végétal :

1.6.1.1. Jus pur :

Le jus ou I’eau métabolique d’une plante, représente toute la partie liquide de la plante, en

ne laissant comme résidus que les fibres cellulosiques.

1. Technique :

- Décortiquer les gousses d’ail

- Découper immédiatement les gousses en des petites tranches

- Placer I’ail entre les deux plaques d’une presse-ail, puis presser.

- Mettre des tranches d’ail dans un compresse ;
1.6.1.2. Extraits phénolique :

1. Méthode d’extraction :
Apres le séchage (50°C pendant 72 heures), le matériel végétal a été broy¢ a 1’aide d’un
broyeur électrique dans le but d’obtenir une poudre fine d’ail.
Une quantité de 10 g du matériel végétal broyé était macérée dans 100 ml du méthanol
(70°) pendant 24 h. Apreés filtration, les solutions méthanoliques seront évaporées a sec a
une température de 50°C pendant 24 heures.
1.6.1.2.1. Calcul du rendement :
Le rendement (R) est exprimé en pourcentage, et représenté par la formule suivante :
Le rendement en extrait méthanolique (R) est le rapport entre la masse de 1’extrait et la

massede la matiére végétale utilisée.
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R =Pe/Ppx 100

Ou, Pe : poids de I’extrait méthanolique en g ;

Pp : poids de la plante en g.

1.7. Analyses chimiques des extraits phénoliques :

1.7.1. Les polyphénols :

1.7.1.1. Principe :

Le taux de polyphénols des extraits méthanoliques d’Alium Sativum était déterminé par
spectrophotométrie selon la méthode de Folin-Cioclateu (Slinkard et Singleton, 1977)

1.7.1.2. Mode opératoire :

Elle consiste a prendre un volume de 0,5ml de solution de I’extrait, 0,5ml de réactif de
Folin-Ciocalteu(10 fois dilué dans H,O distillée) est ajoutée, le mélange était agité
vigoureusement puis laissé pendant 10 minutes d’incubation avant d’ajouter 1,5 ml de
carbonate de sodium(Na,CO3) a 10 %.

Aprés une incubation de 30minutes a une température ambiante a I’obscurité, les
absorbances ont été lu par un spectrophotométre UV-visible a 765 nm, toutes les mesures
ont été répétées 3 fois.

1.7.1.3. Expression des résultats :

Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme
d’extrait (ug EAG/mg) en utilisant 1'équation de régression. Cette équation estobtenue a

partir de la courbe d'étalonnage de I’acide gallique (voire annexe N°07).

1.7.2. Les flavonoides :

1.7.2.1. Principe :

La raison principale pour laquelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside dans Le
fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus
de 5000 composés déja décrits (Gomez-Caravaca et al, 2006).

1.7.2.2. Mode opératoire :

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI13) cité par (Zhishen et al, 1999;Kanoun et
al, 2014), était utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.

Prendre un volume delmld’extraitméthanoliqueavecIml de trichlorure d’aluminium
(AICI3), maintenu a la température ambiante pendant 15min. nous avons lu les absorbances

a partir du spectrophotometre UV-visible a 430 nm, toutes les mesures sont répétées 3 fois.

32



Partie expérimentale Chapitre [: Matériel et méthodes

1.7.2.3. Expression des résultats :

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage linéaire
(y = ax + b) réalisé par un standard étalon "la quercétine” a différentes concentrations dans
les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en microgrammes

d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg).

1.8. Etude de ’activité antibactérienne :

Deux souches bactériennes ont été utilisées dans ce travail, une bactérie Gram positif

S.aureus et une bactérie Gram négatif E.coli.

Le protocole expérimental de notre étude est représenté par la figure N°04 :
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Prélevement des souches
bactériens (E. coli et S.aureus)

!

Conservation dans le glvcérol

N~

Repiquage sur G.N

N~

Préparation de la suspension bactérienne

N

Ensemencement de la gélose en
stries par l'inoculum

Depot aseptique des disques
stérile

Doite de pémi

Gelose Mucller Hinton

Disque imbibé dans I'extrait
phénolique ou jus d’ail

l Incubation 24h 2 37 °C

Lecture du résultat

Z: zone d'mhibition

Croissmce nncrobienme

Figure n°04:Protocol expérimental (02)
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1.8.1. Préparation de I’inoculum

Les tests antibactériens doivent étre réalisés a partir des cultures jeunes de (18 a 24 heures).
En prélevant 2 ou 3 colonies identiques dans 5ml d’eau physiologique stérile, on agite

quelques secondes.

Selon Mac Farland, on admet une densité optique comprise entre 0.08 et 0.13 correspond a

une concentration de 107 & 10® germes/ml.
1.8.1.1. Méthode de diffusion des disques (aromatogramme) :
1.8.2. Ensemencement :

Couler aseptiquement le milieu de culture gélosé Muller Hinton (M.H) en surfusion dans
des boites de Pétri. On laisse refroidir et solidifier sur la paillasse, une suspension de
culture bactérienne est ensuite étalée a la surface du milieu gélos¢ (M.H) a I’aide d’un

écouvillon.
1.8.3. Dépdt des disques :

A D’aide d’une pince stérile, déposer les disques imbibés dans ’extrait et dans le jus sur la

surface de la gélose ensemencée.
1.8.4. Lecture des résultats

Aprés incubation de 18-24h a 37°C, les résultats sont exprimés par le diametre de la zone
d’inhibition et peuvent étre symbolisés par des signes d’aprés la sensibilit¢ des souches

vis-a-vis I’extrait et jus d’ail.

Non sensible (-) ou résistante : diameétre < a 8mm.

Sensible (+) : diametre compris entre 9 et 14 mm.

Tres sensible (++) : diameétre compris entre 15 a 19 mm.

Extrémement sensible (+++) : diamétre > a 20.
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11.1. Résultats :

Au total, 58 prélévements d’urines ont été analysés chez ’Homme, dont 47 femelles et 11
males, réalisés au niveau du laboratoire de microbiologie et hygiéne de I’EPSP de la

Wilaya de Tiaret, apres les différents examens nous avons obtenu les résultats suivants :

11.1.1. Résultat de I’examen macroscopique :

pourcentage
100

90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

89,66%

10,34%

CLAIRE TROUBLE Aspect des urines

B Nombre de cas B Pourcentage(%)

Figure N°05: Aspect des urines

D’aprés ces résultats, 89.66% des urines prélevées avaient un aspect clair et 10,34%

avaient un aspect trouble.
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Figure N°06 : Bandelette urinaire (réactif)

Bandelette urinaire détectant la présence de nitrites et leucocytes dans 1’urine.

Tableau N°04 : parametres chimiques et leur orientation diagnostique probable :

Glucose

Diabéte

Corps cétonique

Diabéte insulinodépendant
Hypoglycémie

Sang tout saignement des voies urinaires
Protéines Albuminurie
Certaines insuffisances rénales
Hypertension artérielle
Leucocytes infection urinaire
Nitrite infection urinaire
Ph normalement comprise entre 6 a 7

aconfronter aux autres parametres

densité urinaire

indiquer la concentration des urines
et a confronter aux autres paramétres
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I1.1.3. Résultat de I’examen cytologique:

Figure N°07: Observation microscopique de sédiment de 1’urine d’un cas positif (X40)

(examen cytologique)

D’aprés le figure on observe La présence des cristaux ; des cylindres ; des hématies et des

leucocytes.
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I1.1.4. Résultats de I’examen bactériologique :

11.1.4.1. Résultats apres mise en culture :

Les résultats de la culture apres les 24 h d’incubation a 37°C sont résumés dans la figure
N°07.

Apreés d’incubation

Figure N° 08: Observation macroscopique des colonies d’E. Colisur gélose (Hektoen)

et des colonies deS.aureus sur gélose de (Chapman).

L’aspect des colonies d’E.coli est : bombé jaune pale sur milieu (Hektoen).

L’aspect des colonies de S.aureus apparaissent dorées en tapis sur milieu de (Chapman).
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I1.1.4.2. Résultats d’identification par examen microscopique :

Aprés avoir obtenu une culture positive, on a identifi¢ la présence de I'un de ces deux

caracteres microscopique par coloration de Gram :

Wiy Ge
I e

\

Bacilles gram (-) cocci gram (+)

Figure N°09 : Observation microscopique d’E .coli etS.aureus(x100) apres coloration de

gram.

Les cocci a gram (+) sont de couleur violette et regroupés en amas
les bacilles a gram (-) sont de couleur rose et isolés.

I1.1.4.3 Résultats de I’identification biochimique :

a) Identification biochimique des Entérobactéries :

1. Test de I’Oxydase :

Le test oxydase était négatif, ce qui indique que les bacilles & Gram négatives obtenues
sont des Entérobactéries

Figure N°10: Oxydase négatif
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b) Identification biochimique des coccis a gram positif :

1. Test de catalase :

- (”k:}/
Il -t A d

Figure N°11: Catalase positif

Catalase positif : dégagement gazeux
11.1.4.4 Répartition des germes identifiés :

Sur I’ensemble de 58 échantillons d’urines prélevées chez I’Homme, 28 soit 48,28%
étaient positives a I’examen bactériologique, dont 25soit 89,29 % femelles et 3 soit 10,71%

males.

25 femelles avaient une infection urinaire, dont E.coli était le germe le plus dominant,

isolée dans 11 échantillons, suivi par S.aureus dans 9 échantillons.

Serratia Schiguella

Salmonelles
S.aureus 3,57% 3,57% .
T 3,57% E.coli

+E.coli

3,57%

S.blanc
14,29%

S.aureus
32,14%

Figure N°12: Répartition des germes identifiés

D’aprés cette figure nous avons constaté une prédominance des infections urinaires par des
bactéries E .coli suivi par S.aureus, aprés S.blanc, Salmonelles,Seratia et Schiguella.
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I1.1.4.5. Répartition des infections urinaires chez les deux sexes selon I’age :

pourcentage
60

53,57%

50 46,43%

40

30

20

10

<20 20-45 >45 Age(an)

B Nombre de prelevement(+)  ® Pourcentage(%)

Figure N°13: Répartition des infections urinaires chez les deux sexes selon 1’age

Les résultats du tableau montrent que 53,57% de cas positifs ont été signalés chez les sujets
qui ont un &ge compris entre 20 et 45 ans.
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11.1.4.6. Répartition des infections urinaires selon le sexe :

pourcentage
100

89,29%

90
80
70
60
50
40
30
20

10,71%
10

0
Femelle Male sexe

B Nombre de prelevement(+) M Pourcentage(%)

Figure N°14: Répartition des infections urinaires selon le sexe

Le taux d’infection urinaire chez les femelles (89,29%) était plus fréquents que chez les
males (10,71%) .
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11.1.4.7. Antibiogramme :

L’antibiogramme réalisé sur les espéces bactériennes isolées a permi de déterminer la

sensibilité et la résistance de nos isolas aux antibiotiques.
La lecture de I’antibiogramme est présentée dans I’annexe N° 06

Tableau N° 05: Résultat de I’antibiogramme des bactéries isolées

ATB D I (mm) Résultats DI (mm) Résultats
E.coli S.aureus
AMP 6 R 6 R
OX 6 R 6 R
GEN 20-35 TS 22-35 TS
KF 19-38 TS 25-36 TS
E 15-20 I 10-20 |
R:Résistante TS: Tres sensible I: Intermédiaire

La céphalothine(KF) et la gentamicine(GEN) montrent un spectre large d’activité

antibactérienne vis a vis des germes a Gram positifs et & Gram négatifs.

Les bacilles a Gram négatives et Les coccis a Gram positifs étaient sensibles a la
céphalothine (KF) et a la gentamicine (GEN), intermédiaires a I’érythromycine (E) et

résistantes a I’ampicilline (AMP) et a I’oxacilline (OX).
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11.1.4.8. Résultats de I'extraction :
Les rendements des différentes extractions sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau N°06 : résidus et rendements des extraits de la plantemature :

Extrait frais Extrait sec

Résidus sec (g) Rendement % Résidus sec (g) Rendement %

5,6098 56,098 6,0137 60,137

Tableau N°07: résidus et rendements des extraits de la plante en voie dematuration

Extrait frais Extrait séche

Résidus sec (g) rendement% Résidus sec (g) Rendement%o

2,0617 20,617 1,9265 19,265

D’apres les tableaux ci-dessus N°06 et 07 nous remarquons que le rendement de 1’ail
mature a 1’état frais et sec (56,098% et 60,13 %) est plus élevée par apport au rendement
de I’ail qui est en voie de maturation (20,617% et 19,265%).

11.1.4.9. Résultats d’analyse chimique des extraits :
Ils sont exprimés en pourcentage par rapport a la masse de la poudre initial

Tableau N°08 : Caractéristiques chimique d’extrait d’ail.

Parametre Extrait méthanolique sec
Polyphénols totaux (mg EAG/Q) 77,273 £ 13,227
Flavonoides (mg EQ/Q) 31,954 +17,742

D’aprés le tableau N°10 on observe la présence des polyphénoles et des flavonoides dans

nos extraits, a un pourcentage considérable.
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11.1.4.10. Résultats des tests bactériologiques :
1. Tests de sensibilité des bactéries au jus pur :

Testés aux concentrations de 100% les jus de plante mature et en voie de maturation ont
montrés une activité inhibitrice sur E. coli, S. aureus. Avec un diamétre d’inhibition

important jusqu'a 35mm en utilisant la plante mature.

Tableau N° 09 : Résultats des diametres d'inhibition (DI) aux concentrations de 100%, des

jus de la plante mature et en voie de maturation :

Etat de la Diameétre des zones d’inhibition
plante (mm)
E. coli S. aureus
Plante mature 15-28 15-35
Plante en voie 16-20 16-21
de maturation

2. Tests de sensibilité des bactéries aux extraits frais et secs :

D’apres les résultats obtenus, I’extrait phénolique de 1’ail en voie de maturation n’a pas

montré une activité inhibitrice significative (& une concentration de 4g/ml).

Par contre D’extrait phénolique de 1’ail mature avait un effet antibactérien a une
concentration de 1g/ml.
Les résultats des diameétres d'inhibition (DI) des différentes concentrations sont résumés
dans le tableau suivant :

Tableau N°10: Résultats des diametres d'inhibition (DI) des différentes concentrations des

extraits :
Concentration y s DI (mm) de I’ail en voie de
des extraits en DI (mm) d’ail mature maturation
g/ml E. coli S. aureus E. coli S. aureus
0,5 00 00 00 00
1 10-12 10-12 00 00
2 / / 00 00
3 / / 00 00
4 / / 10-12 10-12
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Discussion :

Sur I’ensemble de 58 échantillons d’urine prélevés chez ’Homme, 28 soit 48,28% étaient

positifs a ’examen bactériologique.

L’ECBU, permet seul de caractériser 1’agent causal et apprécier sa sensibilité aux
différents antimicrobiens utilisables, pour étre fiable, il exige cependant que les étapes
suivantes soient exécutées avec rigueur (Michel, 2013)

Pour I’examen macroscopique des urines, 6 échantillons étaient troubles soit 10,34%et 52

avaient une couleur jaune claire soit 89,66 %.

Nos résultats sont proches de ceux de 1’étude de (Abdelhakim et Benzerrouk, 2012)dont,
sur un total de 74 échantillon, 10 prélévements d’urine soit 13,51% avaient un aspect

trouble, et que I’aspect le plus fréquent était observé dans 64 cas soit 86,49%.

Ce qui nous a conduits a conclure que I’aspect macroscopique des urines ne présume pas a

I’infection.

Dans la présente étude, les germes isolés sont Escherichia coli (39,29%), suivi par
Staphylococcus aureus (32,14 %), Staphylococcus blanc (14,29%), une infection mixte
avec S.aureus et E.colia été signalée dans 3,57%, suivi par Salmonelles, Serratia et

schegelladans 3,57% des prélévements positifs.

Ces résultats sont proches de ceux de 1’étude de (Abdelhakim et Benzerrouk, 2012), d’ou

le germeE. coliétait observé dans40,98%des prélevements positifs.

Selon (Pierre et al, 2004), les bactéries responsables sont des entérobactéries ou
prédomine E.coli .Ces germes d’origine intestinale sont présents dans la région anale qui

risquent de venir contaminer la région péri-urétrale.

Une étude menée par (Pierre et al, 2004), a montré que les germes les plus impliqués dans
les infections urinaires sont souvent les entérobactéries, dont E. coli & 80% des cas,

nettement supérieurs a nos résultats.

Le taux d’infection urinaire chez les femelles étaient plus fréquents (89,29%) que chez les
males(10,71%). Touchant les différentes tranches d’age.
Nos résultats sont similaires avec ceux de(Michel, 2013) qui a montré que I’infection

affecte plus souvent la femme que I’homme, pour une méme tranche d’age de 15 a 65ans,
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I’incidence est en moyenne dix fois plus élevées chez la femme que chez I’homme pour

des raisons anatomiques (distance urétre-anus chez la femme).

Ainsi que les infections urinaires sont fréquentes au cours de la grossesse(Brigitte et al,
2008).

Selon (Schaechter et al, 1999), la majorité des patients sont de sexe féminin, certainement
en raison de la longueur de 1’urétre plus court que chez I’homme, ainsi que la bactériurie

symptomatique ou non est plus fréquent chez la femme a tout age.

D’apres 1’examen cytologique, les prélévements positifs ont présentés des cristaux, des

cellules épithéliales, des hématies, des leucocytes, des bactéries et des levures.

(Sophie et al, 2011) a montré que le but de I’examen cytologique est de réaliser un relevé
et un compte des éléments retrouvés dans 1’urine du patient avec une numération: des
hématies, des leucocytes. Noter la présence de cellules épithéliales, de cylindres, de
cristaux.

Les résultats de I’antibiogramme montrent une sensibilité de nos isolats a la céphalothine

(KF) et a la gentamicine (GEN). Avec une résistance a I’ampicilline et a 1’oxacilline.

Nos résultats semblent étre similaire a ceux rapportés par (Abdelhakim et Benzerrouk,
2012)d’ou les bactéries a gram (-) et (+) présentaient une sensibilité a Céphalothine et une

résistance pour Oxacilline.

Selon (Gilles et al, 1994) les anti-infectieux de choix a forte élimination et concentration

urinaires sont les céphalosporines et aminosides.

Pour évaluer D’effet antibactérien de la plante étudiée vis-a-vis des souches les plus
impliquées dans les infections urinaires, nos résultats montrent que 1’ail est doué d’activité
antibactérienne remarquable, notamment le jus. En effet, la sensibilit¢ des souches
bactériennes suggére leur possible utilisation en thérapeutique comme alternative naturelle

aux agents chimio-thérapeutiques.

Nos extraits méthanoiques ont révélé un rendement considérable et une forte teneur en
polyphénols totaux de 1’ordre de 77,273 mg EAG /g.
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(Xia et al, 2011) Beaucoup d’¢études ont été faites pour 1’évaluation des propriétés
antibactériennes des polyphénols. A 1’heure actuelle, cet effet est certain etdémontré par de
nombreuses recherches expérimentales.

L’analyse phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence d’uneforte
teneur en polyphénols totaux de I’ordre de 77,273 mg EAG /g, des Flavonoides (31,954).
Les travaux antérieurs de (Mandez Lagunas, 2007) sur les tests
phytochimiquesd Alliumsativumont démontré la présence des polyphénols et des
Flavonoides, qui présentent une forte activitéantibactérienne envers une large gamme de
bactéries.

Ceci est comparable a nos résultats.
Selon (Eberhard et al, 2005); L’ail et ses dérives soufrés sont antimicrobiens.dans des
tests de diffusions sur agar, la croissance de certains germes gram positifs et gram négatifs

ainsi qu’un certain nombre de germes résistants, était freinée par le jus d’ail pressé.
Cela etait nettement observe dans nos résultats.

L’étude de la nature de I’effet antibactérien du jus d’ail selon (Pibiri et al, 2005) a
démontré un effet bactéricide manifesté par 1’absence du développement des colonies, cela
indique que le jus d’ail est composé de plusieurs substances actives telles que ’allicine et

d’autres dérivés hydrophiles responsable de I’action anti bactérienne (Block, 1992).

De méme I’extrait phénolique d’ail avait un effet antibactérien, spécifiquement celui de la

plante complétement mature, ce qui a été prouvée par I’étude de (Eberhard et al, 2005)

(Eberhard et al, 2005) dans une étude réalisée in vivo sur les rats; le nombre de
streptocoques et de germes coliformes présent dans leur flore intestinale était réduit de 1%
par des extraits d’ail (a raison d’une absorption de 1g/animal, durant 3 jours, soit une

activité équivalente a 8 mg de chlorhydrate de tétracycline).

(lwalokun et al., 2004) dans leur étude in vitro des propriétés antibactériennes de 1’extrait
d’ail contre les bactéries multi-résistantes, ont obtenu des résultats significatifs vis-a-vis
de plusieurs souches testées, parmi lesquelles E. coli et S. aureus ou les diametres des
zones d’inhibition étaient: 21,5mm et 24,6mm respectivement. Ces derniers sont
Iégerement supérieurs par rapport & nos résultats qui sont moyennement de 1’ordre de
10 mm et 11 mm.

D’autre part, les résultats de (Benzeggouta, 2005), ont montré la sensibilité des deux

souches avec des degrés divers, ou le diamétre de zones d’inhibition chez S. aureus était
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trés important (40 mm ; équivalent d’une extréme sensibilité) par rapport au diamétre

d’inhibition chez E. coli qui présentaient une zone d’inhibition de

I5mm de
diamétre, qui sont proches a nos résultats.
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Conclusion :

L’anti-biorésistance représente une vraie menace pour la santé publique,
L’objectif assigné a cette ¢tude était d’évaluer ’effet inhibiteur de I’ail (Allium sativum)
sur les germes responsables d’infections urinaires.
D'aprés les résultats de notre étude, 58 malades ayant eu des infections urinaires (ECBU)
ont été recensés durant la période allant de février 2018 au mars 2018. La fréquence de ces
infections urinaires était élevée chez les femmes (89,29%) par rapport a celle des hommes
(10,71%). Les patients qui ont un &ge compris entre 20 et 45 ans ont montré une incidence
d'infection urinaire importante.
Parmi les germes isolés, Escherichia coli a été le plus fréquent (39,29%).
Dans ce travail, I'étude de I'activité antibactérienne de 1’ail vis-a-vis des différentes souches
testées nous a permis de conclure que :
La plante d'Allium sativum a présenté un rendement important (60,13%) en extrait sec et
(56,09%) pour D’extrait frais, ce dernier s'est caractérisé par une composition chimique
analysée par la méthode cholorimétriquefollinciocalteu, constituée de composes
phénolique dont 77,273 mg EAG /g.
Les résultats obtenus affirment bien le pouvoir antimicrobien de cette plante notamment le
jus, qui a montré une forte activité in vitro contre les souches testées.
I est enfin depuis longtemps démontré par de nombreux chercheurs qu’il existe dans le
végeétal plusieurs constituants synergiques qui font que I’action résultant de son emploi se
montre moins brutale ,plus prolongée ,plus compléte que celle du principe chimique et qui
explique que le médicament naturel soit , dans I’ensemble ,mieux toléré par 1’organisme
que les substances étrangeres crées artificiellement dont on connait mal la toxicité a longue
échéance et les effets accessoires .
A la suite de ces résultats, il serait donc trés intéressant de continuer ce travail sur plusieurs
aspects

e Etendre I'étude antibactérienne sur d'autres germes afin de déterminer le spectre

d'activité de la plante.
e Approfondir I'étude chimique des extraits de la plante.

e Effectuer des tests cliniques de la plante sur des cas d'infections urinaires
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ANNEXE N° 01

Résultats de Cexamen macroscopique et bactériologique des urines. :

E.
Prélévement Sexe Age macroscopique _ Examerl
microscopique
Couleur

1 F 38 ans Claire -
2 F 26 ans Claire -
3 F 42 ans Claire E .coli
4 F 64 ans Claire -
5 M 60 ans Claire -
6 F 53 ans Claire -
7 F 28 ans Claire -
8 F 39 ans Trouble E .coli
9 F 11ans Claire -
10 M 11ans Claire -
11 F 21 ans Trouble E .coli
12 F 8 ans Claire E .coli
13 F 28 ans Claire E.coli
14 F 22 ans Claire S.aureus
15 M 45 ans Claire S.aureus
16 M 5ans Claire S.blanc
17 M 30 ans Claire S.blanc
18 F 12 ans Claire S.aureus
19 F 30 ans Claire -
20 F 38 ans Claire S.blanc




21 03 ans Claire -

29 08 ans Claire S.aureus
23 6 ans Claire S.aureus
24 11 ans Claire S.aureus
o5 26 ans Claire E.coli
26 70 ans Claire -

27 23 ans Claire E.coli
28 3ans Claire -

29 38 ans Claire -

30 49 ans Trouble -

31 29 ans Claire E.coli
32 10 ans Claire -

33 20 ans Claire -

34 22 ans Claire -

35 7 ans Claire -

36 3ans Claire E.coli+ S.aureus
37 30 ans Claire Schegella
38 35ans Claire E.coli
39 45 ans Claire E.coli
40 7 ans Claire -

a1 10 ans Claire Salmonelle
42 20 ans Claire E.coli
43 30 ans Trouble -

44 38 ans Claire -

45 64 ans Claire -




46 7 ans Claire S.blanc
47 8 ans Claire -
48 5ans Claire -
49 63 ans Claire -
50 9 ans Touble Serratia
51 25 ans Claire S.aureus
52 32 ans Claire -
53 8lans Claire -
54 30 ans Trouble -
55 10 ans Claire S.aureus
56 45 ans Claire -
57 13 ans Claire -
58 3ans Claire S.aureus

négative




ANNEXE N°02

Compositions des milieux de culture utilisées

1) Gélose Hektoen :

Sa formule (g/l) est la suivante :
Protéose péptone

Extrait de levure

Chlorure de sodium
Thiosulfate de sodium
Sels biliaire

Citrate de Fer ammoniacal
Salicine

Lactose

Saccharose

Fuchsine acide

Bleu de bromothymol
Agar

pH final 7.5

Laisser bouillir quelques secondes mais ne

autocolover.

12
03
05
05
09
1,5
02
12
12
0,1
0,065

14

pas

2) la gélose de chapman (milieu complexe gélosé,a la fois sélectif et différentiel).

Peptone

Extrait de viande de beeuf
Chlorure de sodium
Mannitol

Rouge de phenol

Agar agar

10g
19
759
10g
0,025¢

159



Eau distillée

pH 7,4

Stérilisation par autoclavage a 110 c® pendant 20 min.

3) le bouillon nutritif (milieu de base, complexe, liquide)

Extrait de viande sec
Bacto —Peptone
Chlorure de sodium
Eau distillée

pH 72-7/4

Stérilisation par autoclvage, 15 min & 120 c°.

4) la gélose nutritive :

1000ml

59
10g
59
1000ml

Est obtenue par ajout, avant I’autoclavage, de 20g d’agar agar au bouillon nutritif.

5) TSI (triple sugar iron)
Peptone

Extrait de viande

Extrait de levure

Chlorure de sodium
Citrate phenique

Lactose

Saccharose

Glucose

Rouge de phenol

Agar

pH 7,4

20g
2,59
39
59
0,59
10g
10g
10g

0,25¢
11g



6) milieu utilisé pour I’étude de résistance des bactéries aux ATB :

Milieu de Muller —Hinton :

Sa formule (g/l) est la suivante :
Infusion de viande de beeuf
Hydrolysat de caséine

Amidon

Gélose

pH final 7.4
Stériliser a 121 C° pendant 15 min
7) Les réactifs utilisés :

-Le violet phéniqué (colorant primaire)
Violet de gentaine (crystal violet)
Alcool absolu

Eau phéniquée a 1%

-Liquide de lugol (mordant)
lode

lodure de potassium

Eau distillée

-Alcool 96° (agent de décoloration)

-Solution de fuchsine ou de safranine (colorant de contraste)

Solution de fuchsine saturée a 1’alcool

Eau distillée

3000
17,5
1,5

17

1g
10ml

90ml

19
29
3000ml

10ml

90ml



Annexe N° 03

Tableau de lecture de la GALERIE miniaturisée API 20 E

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E

Microtube Substrat : Caractére recherché Révélateur Lecf:_re dir?cfle o in}dimcfe Résultat Résultat +
est (si nécessaire) -
pupe =t | s Lecture directe
SRES g';'lgcfg ;Q:I- galactosidase
ADH Arginine frginine Dihydrolase
e = | ysine Décarboxylase Rouge de . ®
% 3-?:5&% mithine Decarboxylase phénol Lecture directe =
cIT Citrate Utilisation du citrate BBT Lecture directe P
H,S I:é?jﬂfate % Production d'H,S Felll Lecture directe P
P . Rouge de :
URE Urée Uréase Phénol Lecture directe H
Tecture marecie
Tryptophane
TDA Tryptophane dreys?an%nase ﬁ
Lecture indirecte
Tryptophanase ou O
IND | Tryptophane production d'indole
PiiatEis production d'acétoine Tecture Indirecte O
VP sodiim (3-hydroxybutanone
v
GEL, | Gélatine gelatinase Paticules de | | octre girecte ®
— charbon
X/
i’# Aa Substrat Utilisation de substrats A @
b carboné carbonés (glucides) BET Lecture directe
zymogramme (glucide) =
Lecture indirecte 0)
NO, /N, | Nitrates (NO5?) Nitrate réductase =4




Annexe N°04

Technique de ’antibiogramme :

[1 A partir d’une culture pure de 18heures sur milieu d’isolement, racler a 1’aide d’une anse
de platine (ou pipettes Pasteur boutonnée) stérile des colonies bien isolées et parfaitement

identiques
[1 Décharger 1’anse ou la micropipette dans 5 mld’eau physiologique stérile

[1 Bien homogénéiser la suspension bactérienne et l’ajuster : son opacité¢ doit Etre

équivalente a 0.5 Mc Farland ou a une D.O. de 0.08 a 0.13lu a 625 nm.

[1 L’ensemencement doit étre fait dans les 15 mnqui suivent la préparation de 1’inoculum.

[1 Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne

[1 L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de

le décharger au maximum

[] Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas en stries

serrés

[1 Répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite de 60°a chaque fois sans oublier de faire

pivoter I’écouvillon sur lui-méme
[J Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose

[1 Appliquer les disques d’antibiotique, il est préférable de ne pas mettre plus de 6
disquesd’antibiotiques sur une boite.

[] Presser chaque disque d’antibiotique a 1’aide d’une pince stérile pour s’assurer de son
application.

Une fois appliqué, le disque ne doit jamais étre déplacé.

[1 Incuber 18 h a 37°C (BOUDAR, 2012).



ANNEXE N°05

Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibitions des bactéries

Antibiotiques Charge des | Diametres critiques
) Symboles )

testes disques Résistance | Intermédiaire Sensible
Ampicillin AMP 10u 13 14-16 17
Oxacillin OX 1 mcg 17 / 18
Cephalothin KF 30Ug 14 15-21 22
Gentamicin GEN 10mcg 12 13-14 15
Erythromycin | E 15 mcg 13 12-22 23




Annexe N°06

Interprétation des résultats de leucocyturies et bactériuries

Interprétation des

) Leucocytes | Bactériurie Remarque
résultats
) 3 3 Si>2 sortes de bactéries (urines
Urine normale <10/mm® | <10°UFC/ml o
contaminées
10°UFC/ml
Infection urinaire
-1 sorte de bact
Infection Urinaire | >10/mm®

-2 sorte de bact

Refaire le prélevement

Flore polymicrobienne, a

confronter au contexte clinique

Infection urinaire

chez daibétique,

>10°UFC/ml

-1 sorte de bact

Flore polymicrobienne, &

0
neutropénique ou 1U -2 sorte de bact confronter au contexte clinique
débutante . -
Refaire le prélevement
ATB
BK
Leucocyturie 3 3 -
10/mm <10°UFC/ml Leucocytes génitaux

aseptique

Germes intracellulaire

Néphrite interstitielle




Annexe N°07

Courbesd’étalonnages

Absorbance

o e o
i )] [e] —
1 1 1 1

o
N
1

y =0,0154x + 0,0917
R*=0,999

o

20 40 60 80
Concentration pg/ml

100

120

Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

e e o o
<) N 00 ©

Absorbance
o
w

0,4

0,3

0,2

0,1

y=0,

0077x +0,1129
R2=0,996

20 40 60 80
Concentration pg/ml

100

120

Courbe d’étalonnage de la quercétine




AnnexeN° 08 :

Photos représentants les résultats de ’activité antibactérienne de jus d’ail mature




Annexe 09 :

Photos représentants les résultats de I’activité antibactérienne de jus d’ail en voie de
maturation




Annexe 10 :
Photos représentants les résultats de I’activité antibactérienne des
Extraits phénoliques d’ail mature




Annexe 11 :
Photos représentants les résultats de I’activité antibactérienne des
extraits phénoliques d’ail en voie de maturation




Annexe N°12 :
Photos représentants des extraits phénoliques d’ail a I’état frais et sec.

Extrait phénolique (frais) extrait phénolique (sec)



Résumé :

Lail (Allium sativumL.) est de plus en plus mis en avant pour ses propriétés
antimicrobiennes notamment gréce a la présence d‘allicine. Notre étude a été réalisée pour
objectif de déterminer 'effet inhibiteur d'extrait et de jus de deux variétés d’ail (mature et
voie de maturation) sur la croissance des principaux germes impliqués dans les infections
urinaires (Escherichia coli, staphylococcus aureus).

L'activité antibactérienne a été testée sur 04 souches cliniques par la méthode de diffusion
en disque, qui a révélé que le jus et I’extrait posséde une activité inhibitrice avec des zones
d'inhibition importantes :

Pour le jus de la plante mature (35 mm), le jus de ’autre variété (16 mm) et pour les extrait
phénoliques de la plante mature avec concentrations de 1g/ml (12 mm),les extrait
phénoliques de 1’autre variété avec concentrations de 4g/ml (12 mm).

L’analyse chimique des extraits nous a permis de conclure que ces derniers semblent
contenir les polyphénoleset les flavonoides. L'activité antibactérienne de ces extraits
pourrait étre due aux polyphénolesdont les propriétés antibactériennes sont connues.

Ces résultats obtenus justifient l'utilisation (Allium sativum) dans le traitement des
infections urinaires en meédecine traditionnelle.

Mots clés : I’ail, infection urinaire, extrait phénolique.
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