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Résumé

Résumé

Dans le cadre de la contribution a 1’étude de la lithiase urinaire en Algérie, on a établi I’'impact
de la lithiase infectieuse, au niveau de la région « Est Algérien ». Différents volets ont été
envisagés dont le premier consacre a une étude épidémiologique sur un ensemble de 1553 cas
lithiasiques afin de déterminer la fréquence des calculs en rapport avec I’infection et d’établir
avec le plus de précision les conditions de leur lithogenese. Les calculs urinaires ont été analysés
selon une approche morpho-constitutionnelle qui détermine, pour chaque calcul, aussi bien son
typage morphologique que sa composition chimique orientant vers sur les principales étiologies
responsables de sa formation. Quant a la composition des calculs, Il ressort de cette analyse une
prédominance nette de I’oxalate de calcium. La lithiase d’infection, sujet de notre théme,

représente 222 cas (Homme : 121 et Femme : 101).

Dans le deuxiéme volet de ce travail on a entrepris une expérimentation in-vitro sur la formation
des cristaux de struvite a partir de differentes bactéries. Cette étude a montré une forte
corrélation entre I’infection urinaire et la formation des cristaux de struvite. Elle a également

mis en évidence les cinétiques de germination et croissance par type de bactéries testées.

Au final notre travail a été cloturé par une étude sur une prise en charge préventive de la lithiase
d’infection via des mesures prophylactiques a base d’une plante médicinale. L’extrait de plante
utilisé est celui des feuilles de Fraxinus excelsior L (famille ; Oléacées) dont on a évalué ses
effets anti -lithiasique et anti-bactérien. Pour ce faire, on a procédé par une étude quantitative
de I’extrait aqueux (E.AQ) au moyen des dosages spectrophotométriques qui permet de
déterminer la teneur des polyphénols totaux et des flavonoides, les résultats enregistrés ont
révélé des taux importants qui sont respectivement, de 60,92 + 0,94 mg EAG/g d’extrait et
19,32 + 0,75 mg EQ/g d’extrait. Le test de I’effet inhibiteur, in vitro, a montré que de ’E.Aq
de Fraxinus excelsior a exerce un effet remarquable sur la cristallisation de struvite. Par ailleurs,
un effet dissolutif important a été prouvé sur les cristaux de struvite précédemment formés.
Finalement, les tests de ’activité antibactérienne vis-a-vis des isolats bactériens de patients
lithiasiques sont exprimés sous forme de diametres de zones d'inhibition par la méthode de
diffusion sur disque et de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par la méthode de
microdilution. L activité antibactérienne s’est révélée importante avec des CMI comprises entre

3,15 a 25 mg/ml et elle est variable selon la nature de I’espéce bactérienne testée.

Mots clés : Lithiase, infection urinaire, morpho-constitutionnelle, cristallisation, struvite,

Fraxinus excelsior, inhibition, activité antibactérienne.



Abstract

Abstract

As part of the contribution to the study of urinary lithiasis in Algeria, the impact of infectious
lithiasis in the "East Algerian™ region was established. Various aspects were considered, the
first of which was an epidemiological study of a set of 1553 stones cases in order to determine
the frequency of stones in relation to infection and to establish with the greatest precision the
conditions of their lithogenesis. The urinary stones were analysed using a morpho-
constitutional approach which determines, for each stone, both its morphological typing and its
chemical composition, orienting towards the main etiologies responsible for its formation. As
for the composition of the stones, this analysis shows a clear predominance of calcium oxalate.

Infection lithiasis, the subject of our theme, represents 222 case. (Men: 121 and Women: 101).

In the second part of this work, an in-vitro experiment on struvite crystal formation from
different bacteria was undertaken. This study showed a strong correlation between urinary tract
infection and struvite crystal formation. It also highlighted the germination and growth kinetics

for each type of bacteria tested.

Finally, our work was concluded with a study on the preventive management of lithiasis via
prophylactic measures based on a medicinal plant. The plant extract used was that of the leaves
of Fraxinus excelsior L (family; Oleaceae) whose anti-lithiasis and anti-bacterial effects were
evaluated. To do this, a quantitative study of the aqueous extract was carried out by means of
spectrophotometric assays to determine the content of total polyphenols and flavonoids. The
results recorded revealed significant levels of 60,92 + 0,94 mg EAG/g of extract and 19,32 +
0,75 mg EQ/g of extract respectively. The inhibitory effect test, in vitro, showed that aqueous
extract of Fraxinus excelsior exerted a remarkable effect on struvite crystallization. Moreover,
a significant dissolving effect was proven on previously formed struvite crystals. Finally, tests
of antibacterial activity against bacterial isolates from lithiasis patients are expressed as
inhibition zone diameters by the disk diffusion method and minimum inhibitory concentration
(MIC) by the microdilution method. Antibacterial activity was found to be significant with
MICs between 3,15 and 25 mg/ml and varied according to the nature of the bacterial species
tested.

Keywords: Lithiasis, urinary tract infection, morpho-constitutional, crystallization, struvite,

Fraxinus excelsior, inhibition, antibacterial activity.
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Introduction générale

La lithiase urinaire résulte de 1’un des troubles les plus communs des voies urinaires. Elle a
affligé I'numanité depuis des temps reculés jusqu’a nos jours, elle présente la troisieme maladie
urologique la plus fréquente dans le monde (Qaader et al, 2006; Zarasvandi et al, 2014; Alatab
et al, 2016). Elle est caractérisée par la croissance des cristaux en un gros morceau d'agrégats
ou de calculs dans les reins ou du tractus urinaire (Zarasvandi et al, 2014). Elle est responsable
d’une morbidité considérable et pouvant entrainer une détérioration de la fonction rénale et de
méme une insuffisance rénale terminale (Chandrajith et al, 2006; Sakhaee et al, 2012). Leur
mode de révélation le plus courant est la crise de colique néphrétique aigué (Chamy et Rouprét,
2014).

La formation de calculs rénaux est une affection assez fréquente, elle touche 4 a 20% de la
population générale de différents pays, developpés ou en voie de développement. Durant ces
30 derniéres années, plusieurs études épidémiologiques s’accordent sur le fait que son incidence
et sa prévalence sont en nette augmentation. Elle est facilement récurrente et son étiologie est
souvent inconnue (Vivek et al, 2014; Prezioso et al, 2014; El Habbani et al, 2021). Cependant,
I’analyse de 1’aspect morphologique et constitutionnel des calculs contribue des informations
nécessaires qui permettre a la compréhension des mécanismes impliqués dans leur lithogenese.
Elle devrait donc étre le premier temps de toute enquéte étiologique. De ce fait, tous les types
de calculs doivent étre analysés pour identifier leur composition cristalline, et leur distribution
élémentaire (Bazin et al, 2006; Daudon 2013; Courbebaisse et al, 2016). La détermination de
la provenance lithiasique permet de lui opposer des mesures thérapeutiques et prophylactiques
efficaces conduisant a I’atténuation ou a I’interruption des récidives calculeuses (Abdelkhalek
et al, 2000; Bazin et al, 2006; Daudon 2013).

La lithogénése regroupe I’ensemble des processus qui conduisent a la formation de calculs
a partir de cristaux qui naissent, croissent et s’agglomérent (Maxime, 1996). Elle ne peut pas
étre due a un seul facteur et peut étre due a des troubles métaboliques, des influences
hormonales, des médicaments, des conditions et habitudes alimentaires, un apport hydrique
insuffisant qui concentre et diminue le volume d'urine, une immobilisation, des Iésions ou des
obstructions dans la vessie ou rein et a des infections urinaires (Durgawale et al, 2010;
Zarasvandi et al, 2013; Ahmed et al, 2016). Ce dernier facteur, sujet de notre theme, nécessite
des études d’ordre clinique et biologique (Harrache et al, 1997). Dans ce sens, et du point de
vue composition, la lithiase infectieuse est généralement caractérisée par le phosphate-

ammoniaco-magnésien (PAM : MgNH4PO..6H20), connue par « struvite » (au nom du
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minéralogiste Heinrich VVon Struve), « calcul d’infection » et aussi « calcul d’uréase » qui peut
se développer rapidement pour former des calculs coralliformes. Leur cristallisation est liée a
I'infection des voies urinaires par des micro-organismes uréolytiques, principalement les
Proteus, qui décomposent l'urée et provoquer une urine persistante et alcaline (Kramer et al,
2000; Biocic et al, 2003). Les calculs d’infection sont parmi les calculs de I’arbre urinaire qui
causent les problemes les plus difficiles, dangereux et complexes en raison du potentiel de
complications graves voire létales. Les patients ayant une lithiase de struvite pourraient perdre
une fonction rénale en raison d’épisodes obstructifs ou pyélonéphritiques et interventions
chirurgicales sur le rein. Ainsi, les patients atteints de calculs de type coralliforme (ou en cornes
de cerf) infectés, qui ne recoivent aucun traitement, ont environ 50% de chances de perdre leurs
reins (Chauhan et Josh, 2013).

Le traitement de la lithiase d’infection repose principalement sur trois clés: le premier est
d’assurer 1’¢limination compléte de la masse lithiasique, le second est [l'utilisation
d'antibiotiques efficaces pour traiter I'infection, le troisieme, est de prévenir les récidives
(Flannigan et al, 2014). Il se trouve que dans le cas de lithiase d’infection a germes uréasiques,
le calcul urinaire peut protéger les germes, et de ce fait, entretenir I’infection méme en adoptant
une stérilisation des urines par antibiothérapie. De plus, les infections urinaires récurrentes
doivent recevoir un traitement supplémentaire pour prévenir les Iésions rénales et la formation
des calculs rénaux en particulier la struvite (Daudon et al, 1993; Nair et al, 2005). 1l est a noté
¢galement que dans le cas d’infection urinaire nosocomiale les bactéries sont souvent capables

de survivre dans un milieu hostile et développer de multiples résistances aux antibiotiques.

Malgré les progres des traitements de la lithiase en termes de diversité et de modernisation
des techniques urologique, la prise en charge préventive de la récidive lithiasique n'a
malheureusement pas suivi le méme élan (Traxer, 2012). Par conséquent, il est temps qu’une
thérapie alternative slre et efficace doit étre requis pour la prévention du calcul d’infection en
utilisant des plantes médicinales. Il se trouve qu’une telle approche semble prendre de plus en

plus de place ces dernieres années (Nair et al, 2005).

En Algérie, le recours au traitement traditionnel, comme mesures prophylactiques, se fait
souvent a l'automédication et sous la plus simple forme « en tisanes ». L’utilisation des plantes
médicinales pour le traitement de la lithiase reste assez ancrée dans les pratiques populaires ou
elle constitue la principale base curative (Khitri et al, 2016). Cependant, le recours a la
phytothérapie, est mal documenté et repose particulierement sur des recommandations faites

par des herboristes. En effet, plusieurs plantes sont recensées et recommandées dans le
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traitement de la lithiase urinaire, mais leurs effets par rapport au type de calcul ne sont pas
appropriés. Dans une partie de ce travail, on a, pour cet effet, proposé d’évaluer I’efficacité
d’une plante de la pharmacopée locale trés répondue au niveau des hauts plateaux,
recommandée dans le traitement de la lithiase urinaire, sur les facteurs lithogénes de struvite et

ceci afin de contribuer a la prévention de la survenance des calculs d’origine infectieuse.

Dans le présent travail, on a opté pour trois axes d’étude d’objectifs divers. On a étudié en
premier différents aspects épidémiologiques de la lithiase de I’arbre urinaire dans la région Est
Algérien pour finalement dégager I’impact de la lithiase d’infection au niveau de cette région.
Il s’en est suivi une étude in-vitro sur la germination et croissance ainsi que la cinétique de
formation des calculs d’infection par une série des bactéries. Finalement, on s’est orienté sur
I’axe préventif en étudiant les effets inhibiteur, litholytique et antibactériens d’une plante

médicinale (Fraxinus excelsior L) sur les cristaux de struvite.
Dans la présentation de cette these, on a considéré deux volets :
Le Premier est consacré a I’étude bibliographique qui traite :

- des généralités la lithiase urinaire.
- de la lithiase d’infection

Le deuxieme volet est consacré au travail expérimental et dispatché quatre (04) parties :

= Partie 1 : On a abordé I’étude épidémiologique de la lithiase urinaire au niveau de la
région Est-Algérien en adoptant une étude selon une approche morpho-constitutionnelle
d’une cohorte de 1553 lithiase urinaire. Les résultats obtenus nous ont permis de degager
I’ampleur de la lithiase d’origine infectieuse et sa répartition selon le sexe et ’age des
patients.

= Partie 2 : On a expérimenteé in-vitro la formation de cristaux de struvite dans des urines
synthétiques par d’une panoplie de bactéries uréolytiques isolées a partir de patients
lithiasiques. Cette étude comprend également 1’évaluation de la cinétique de
germination et croissance des cristaux précipités pour chaque type de bactérie.

= Partie 3: Onadéterming, in-vitro, I’effet litholytique et/ou inhibiteur de I’extrait aqueux
des feuilles de Fraxinus excelsior L sur les cristaux de struvite.

= Partie 4 : On a finalement évalué, toujours in-vitro, I’activité antibactérienne de I’extrait

aqueux de Fraxinus excelsior L.
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l. Infection et la lithiase urinaire

L’infection des voies urinaires constitue un grave probleme de santé médical et
économique majeur. Elle peut provoquer des cicatrices rénales conduisant & une hypertension
secondaire et a une maladie rénale chronique, ainsi a la formation des calculs urinaires. Les
taux de récurrence élevés et l'augmentation de la résistance aux antimicrobiens parmi les
uropathogénes menacent d'accroitre considérablement le poids économique de ces infections
(Weichhart et al, 2008; Ragaa et al, 2012).

I.1. Rappel anatomique et physiologique du tractus urinaire
1.1.1. Systeme urinaire :

Le systeme urinaire ou l'appareil urinaire est un groupe d'organes du corps qui s‘occupe de
filtrer I'exces de liquide et d'autres substances dans la circulation sanguine (Bangaru et al,
2014). 1l se compose des voies urinaires supérieures « reins et uretéres » et des voies urinaires
inférieures « vessie et uretre » (Fig 1). Ces voies coopérent pour assurer la production, le
stockage et I'élimination de l'urine (Velho, 2013). Une infection du systéme urinaire peut
perturber la coordination du systéme urinaire, entrainant des problémes de stockage et

d'élimination de l'urine.
1.1.2. Constitution de ’appareil urinaire
Le systeme urinaire comprend les éléments suivants :

> Les reins : deux organes qui filtrent les solutés du sang, puis sécretent, concentrent et
excréetent l'urine dans les voies urinaires inférieures via les uretéres. Ils sont les
principaux organes de I'homéostasie car ils maintiennent I'équilibre acide-base et
I'équilibre eau-sel du sang.

> Les uretéres : deux conduits qui transportent I'urine sur environ 22 a 30 cm des reins a
la vessie pour son élimination. La gravité et les ondes péristaltiques a l'intérieur des
ureteres propulsent l'urine d'une extrémité a l'autre.

» Lavessie : est I'entrepdt temporaire de I'urine, elle est composée de fibres musculaires
lisses. L'urine remplit la vessie a basse pression, ce qui la distend, jusqu'a une capacité
normale d'environ 500 ml d'urine chez l'adulte. Prés du col de la vessie, a la base
inférieure, le muscle lisse est organisé de fagon circulaire, ce qui lui permet de servir de
sphincter fonctionnel. L'urine est évacuée de la vessie vers l'urétre via l'orifice urétral
interne (Bangaru et al, 2014; Van, 2001).
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> L'urétre : est un tube musculaire (d'environ 2 pouces chez la femme et 8 pouces chez
I'nomme) qui relie la vessie a I'extérieur du corps. Il transporte l'urine de la vessie vers

le milieu extérieur (\VVan, 2001; Livingston, 2016).

Le systéme urinaire travaille avec les autres systémes de l'organisme pour maintenir
I'noméostasie (Suresh et Das, 2013).

Kidney
(cut open)

Kidney Stone

Urethra o hedicine Net, Inc

Figure 1 : Appareil urinaire et calcul rénal (Bangaru et al, 2014).

1.2. Infection urinaire
1.2.1. Définitions

Une infection urinaire s'accorde a ’agression d’un tissu des voies urinaires par un (ou
plusieurs) microorganisme(s), produisant une réponse inflammatoire et des signes et
symptomes de nature et d’intensité variables selon le terrain. Elle est définie par une bactériurie
supérieure a 10° bactéries/ml et accompagnée d’une leucocyturie pathologique supérieure a

10%ml, dans un prélévement urinaire réalisé de maniére aseptique (Atmani et al, 2007).
1.2.2. Classification

Sur le plan clinique, les infections urinaires sont classées selon qu'elles sont simples ou

compliquées.

1.2.2.1. Les infections urinaires non compliquées : touchent généralement des personnes qui
sont par ailleurs en bonne santé et qui ne présentent aucune anomalie structurelle ou

neurologique des voies urinaires (Hooton, 2012; Nielubowicz et Mobley, 2010); ces infections
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sont differenciées en infections urinaires inférieures (cystite) et superieures (pyélonéphrite). La
cystite est le syndrome urinaire le plus fréeguemment rencontré en pratique clinique (Foxman,
2014), dont les symptébmes urinaires sont genéralement confinés a la vessie. Il s'agit de la
dysurie, de la fréquence, de I'hématurie macroscopique, de la sensibilité sus-pubienne et de
I'apparition ou de I'aggravation de I'incontinence urinaire ou de l'urgence. La pyélonéphrite est
une infection moins fréquente mais plus grave, qui touche le parenchyme rénal. Les patients
atteints de pyélonéphrite peuvent présenter de la fiévre et des frissons, des douleurs dorsales,
des nausées et des vomissements ; des symptdmes urinaires localisés peuvent étre présents ou
non (Ashraf et al, 2020; Ninan et al, 2014; Hannan et al, 2012; Nicolle, 2001).

1.2.2.2. Les infections urinaires compliquées sont définies comme des infections associées a
des facteurs qui compromettent les voies urinaires ou la défense de I'hdte, notamment
I'obstruction urinaire, la rétention urinaire causée par une maladie neurologique,
I'immunosuppression, l'insuffisance rénale, la transplantation rénale, la grossesse et la présence

de corps étrangers tels que des calculs urinaire (Flores-Mireles et al ,2015).
1.3. Définition de la lithiase urinaire

Le terme lithiase désigne la maladie caractérisée par la formation de concrétions cristallines
dans le systeme urinaire, les reins, la vessie et/ou les uretéres (\Wang et al, 2021). « Lithiase »
vient du grec lithos (pierre) et celui de calcul du latin calculus (caillou). Depuis I'Antiquité, la
lithiase urinaire a eté appelée maladie de la pierre, la majorité des calculs ressemblant, en fait,
a des pierres dont ils ont la solidité. Elle était souvent également désignée sous le nom de
gravelle, car les concrétions d'acide urique trouvées dans les urines ressemblaient a de petits
graviers (Manassero et al, 2014; Daudon et al, 2012; Joshi et al, 2012).

I.4. Historique de la lithiase urinaire

Les calculs urinaires ont affligé les humains depuis l'aube de I'histoire, et sont allés
parallelement a I'histoire de la civilisation, comme le rapporte une revue récente (Tefekli et
Cezayrli, 2013). La maladie était connue a I'époque d'Hippocrate (400 avant notre ére), des
alchimistes (1200 avant notre ére) et des chirurgiens barbiers (1400 - 1700 avant notre ére)
(Meyers, 2021). Les premieres calculs connues ont été découvertes dans des momies
égyptiennes, et I'archéologue anglais E. Smith a découvert un calcul vesical, trouvés dans une
tombe préhistorique parmi les os du bassin d'un garcon de 15 ans vivant a Al Amrah pres
d'Abydos dans le présent Jour Egypte, 4800 BCE, en 1901 (Brown, 1901).
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Les calculs ont été mentionnés dans les écrits médicaux egyptiens anciens a partir de 1500
avant JC, et la chirurgie pour traiter les calculs a été décrite pour la premiere fois par Sushruta,
un chirurgien indien vivant vers 600 avant JC, qui a fourni des informations détaillées sur les
calculs urinaires, I'anatomie urinaire et la chirurgie des calculs dans ses écrits, compilé sous le
nom de Sushruta Samhita. Les écrits médicaux de I'ancienne Mésopotamie, de I'Inde, de la
Chine, de la Perse, de la Gréce mentionnent tous une telle maladie (Abate et al, 2004;
Manfredini et al, 2016; Aulus, 1983).

A notre ére, plusieurs écrits témoignent de la fréquence des calculs vésicaux au cours des
siécles passés. Deux types de lithiase bien distincts ont coexisté jusqu'a I'orée du XXe siecle :
la lithiase phosphatique pour les enfants des classes pauvres et la lithiase urique pour les adultes

des classes aisées. (Daudon et al, 2012)
|1.5. Prévalence et incidence de la lithiase de I’arbre urinaire

La lithiase urinaire est un probleme urologique courant (Laohapan et al, 2020), qui affecte
probablement la population dans tous les pays (Kazumi et al, 2019; Joshi et al, 2020). Les
données épidémiologiques récentes démontrent que les taux d'incidence et de prévalence sont
plus élevés dans les pays développés et la tendance semble étre a la hausse dans les pays en
voie de développement. (Romero et al, 2010; Morgan et Pearle, 2010; Zhu et al, 2021,
Castiglione et al, 2015; Joshi et al, 2020; Wang et al, 2021).

En effet, de par le monde, la prévalence lithiasique differe considérablement d'une région a
une autre. Elle varie de 1 a5 % en Asie, 5 a 9 % en Europe, 13 % en Amérique du Nord de 10
a 17 % aux Etats-Unis et finalement jusqu’a 20 % en Arabie saoudite (Amato et al, 2004; Sun
etal, 2011; Knoll et al, 2011, Millan et al, 2011). On estime que 1 a 15% des individus souffrent
de formation de calculs urinaires a un moment donné de leur vie. Cette maladie est souvent
récurrente et permanente avec un taux de récidive dépasse 50 % dans les 5 a 10 ans et de 75 %
dans les 20 ans suivant le premier épisode lithiasique (Eisner et Goldfarb, 2014; Bouatia et al,
2015). Le taux de réapparition est de 70 a 81 % chez les hommes et de 47 a 60 % chez les
femmes (Soundararajan et al, 2006). De plus, le taux d’occurrence est trois fois plus élevé chez
les hommes que chez les femmes, en raison de I'amélioration de la capacité de la testostérone

et de la défaillance de celle des cestrogénes dans la formation de calculs (Jyothi et al, 2012).

En Italie, plusieurs études réalisées au cours des 15 dernieres années ont observé une
progression moyenne de la prévalence de la lithiase de 47 % (10,1 % des hommes et 5,8 % des

femmes avaient des antécédents de lithiase) (Trinchieri et al, 2000; Serio et Fraioli, 1999).
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En Espagne, I’étude d’Alapont et al. (2001) a mentionné une incidence de 2,66 pour mille
habitants par an, montrant une prédominance masculine avec un ratio H/F de 1,26/1. L'age
moyen était de 51,34 ans.

En France, 1’étude réalisée par Daudon et ces collaborateurs. (2007), entre 2001 et 2004, a
montré que les hommes étaient plus touchés que les femmes avec un ratio hommes/femmes
(H/F) globale est de 2,63. L’adge moyen des patients était en moyenne de 49 ans pour les

hommes et de 47 pour les femmes.

En Belgique, Castiglione et al. (2015) ont rapporté que la maladie touche davantage
I’homme que la femme avec un ratio H/F de 2,25. Le pic de prévalence lithiasique s’observe

entre 1I’age de 50 et 60 ans dans les deux sexes.

Une étude menée aux Etats-Unis a révélé que l'incidence a vie de la maladie lithiasique était
de plus de 12 % chez les hommes et de plus de 6 % chez les femmes, et qu'environ un tiers des

patients présentaient une récidive dans les 5 ans (Curhan, 2007).

En Asie, la maladie s'est étendue a travers I'Asie occidentale et I'Asie du Sud, y compris la
Corée du Sud et le Japon, avec des taux de prévalence allant de 5 a 19,1 % (Tae et al, 2018;
Sak et al, 2019). Chez la population taiwanaise, ils ont conclu que la prévalence est voisine de
9,6 % (14,5 % des hommes et 4,3 % des femmes) (Lee et al, 2002). De plus, la prévalence des
calculs rénaux est passée de 4 a 6,4 % au cours des 30 derniéres années en Chine (Zeng et al,
2017).

A Bagdad, une étude publiée en 2006 (Qaader et al, 2006) a rapporté que les hommes
(71,7 %) étaient plus sujets aux calculs urinaires que les femmes (28,3 %), avec un ratio de
2,5/1.

A Burkina Faso, une étude réalisée entre 1993 et 2002, a noté que la prévalence était de 1.54
% avec une prédominance masculine dont I’age moyen des patients était de 35 ans (Kambou et

al, 2005).

Au Maroc (Mekneés), entre 2002 et 2007, ils ont prouvé que cette pathologie touche 60,8%
des hommes et 39,2% de femmes (I’age moyen est de 44,45 + 12,9 ans) et que le pic de
fréquence se situe chez les deux sexes entre 41 et 50 ans (Laziri et al, 2009). Une autre étude
Marocaine (Rabat-Sale) réalisée entre 2008 et 2013, a montrer que le sex-ratio global H/F était
de 2,03/1 et la majorité des patients étaient ages de 40 a 60 ans (Bouatia et al, 2015).
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Au niveau de 1’Ouest Algérien, Djelloul et al. (2006) ont montré que la répartition des
calculs était a une prédominance masculine comme on 1’observe dans les autres pays du monde
avec un rapport H/F trouvé a 2,24. Dans une étude englobant la région Est Algérien, la lithiase
urinaire est également a prédominance masculine mais avec un ratio H/F de 1,32 (Bouslama et
al, 2015).

En Tunisie, Alaya et ces collaborateurs. (2012) ont indiqué que le rapport H/F global était a

1,5/1 avec un net pic de fréquence des calculs dans la tranche d’age de 40 a 69 ans.

Cependant, dans les pays occidentaux, la fréquence de la lithiase rénale a triplé durant les
50 derniéres années, avec une tendance montrant que les femmes pourraient étre presque aussi
touchées que les hommes (Lieske et al, 2006; Kittanamongkolchai et al, 2018). En Chine, des
études ont aussi confirmé ces tendances ou il est rapporté que la prévalence des calculs urinaire
était de 6,5 % chez les hommes et de 5,1 % chez les femmes (5,8 % chez les adultes) ce qui

correspond a environ 1 adulte touché sur 17 (Zeng et al, 2017; Zhu et al, 2021).

Des études récentes, ont signalé que plus de 30800 cas d'hospitalisations et environ de
550000 visites aux urgences avaient de lithiase urinaire en Angleterre et aux Etats-Unis
successivement, pour chaque année, dont I'age maximal d'incidence se situe entre 35 et 55 ans.
(Bultitude et Rees, 2012; Aditya et al, 2019).

Certaines études ont indiqué qu'une augmentation de la fréquence de la lithiase urinaire est
attendue, en raison de multiples facteurs lithogéniques, notamment I'age, le sexe, des
modifications dans le mode de vie, les habitudes alimentaires, l'apport hydrique, le
réchauffement climatique, la profession, le statut socio-économique, ainsi que les maladies
génétiques et métaboliques. (Brikowski et al, 2008; Romero et al, 2010; Ziemba et Matlaga,
2017; Liu Y et al, 2018). Cependant, les facteurs précis responsables de la prévalence a la
hausse et de la récidive de de cette pathologie n'ont pas encore été identifiés. En raison de sa
forte prévalence chez les adultes, cette maladie a un impact important sur lI'individu et la sociéte,
et, de ce fait, elle est devenue donc un probléme de santé publique (Abeywickarama et al, 2016;
Wang et al, 2019).

1.6. Lithogénese

Le terme lithogénese regroupe I’ensemble des processus physicochimiques et biologiques
qui conduisent, au développement d’un calcul urinaire (Daudon, 2013; Tilahun et Beyene,

2018). La formation des calculs urinaires se déploie selon quatre étapes essentielles dont la




Etude bibliographique

formation d’une phase insoluble, une augmentation de la taille des particules formés, il s’en suit
une rétention de ces derniéres a un niveau des voies excrétrices (nucléation) et enfin 1’accrétion
ou la croissance du calcul autour d’un noyau. Il est vrai que la majorité des calculs sont formés
de substances cristallines ou des processus de cristallisation sont mis en ceuvre pendant leur
germination et leur croissance. On doit cependant tenir compte aussi des substances lithiasiques
non cristallines dans les processus de lithogenése. L’ensemble de ces processus sont regroupés

dans six théories de lithogenese qui sont :

Théorie de la Sursaturation—Cristallisation;
Théorie du déficit en inhibiteur de cristallisation;
Théorie de [’exces en inducteurs de cristallisation;
Théorie des corpuscules papillaires calcifiés;

Théorie de la lithogenése infectieuse;

o ok~ wnhE

Théorie de la matrice protéique lithogéne.
1.7. Etapes de la lithogénese

Le processus physique de formation du calcul est une cascade complexe d'événements. Les
calculs rénaux résultent de la croissance de cristaux en calculs. Le processus de formation des

calculs dépend du (Bangaru et al, 2014) :

Volume urinaire;
Concentrations d'ions calcium, phosphate, oxalate et sodium;
Concentrations d'inhibiteurs naturels du tartre;

pH urinaire.

YV V. V VYV V

Protection de 1’épithélium urinaire contre I’adhérence cristalline (Daudon, 2013).

Des niveaux élevés d'ions, un faible volume urinaire, un pH bas et de faibles niveaux de
citrate favorisent la formation de calculs urinaires. La pathogenese de la formation de calculs
urinaires est le resultat final des processus physico-chimiques fondamentaux suivants en
plusieurs étapes (Fig 2) (Bangaru et al, 2014; Aggarwal et al, 2013; Garcia-Perdomoet al, 2016;
Daudon, 2008).

1.7.1. Sursaturation des urines

L'urine est un liquide métastable qui contient plusieurs substances capables de former des
particules solides. Ces composés peuvent étre présents a des concentrations super sursaturées

(Grases et al, 2011). L'événement central dans la formation des calculs est la sursaturation.

10



Etude bibliographique

Celle-ci est obtenue lorsqu’une solution contient une quantité de matiére dissoute supérieure a

celle qui est normalement nécessaire a la saturation du solvant (Daudon et al, 2008).

De ce fait, elle se produit lorsque la concentration des substances formant les calculs
urinaires augmente dans l'urine, ou lorsque aussi, lors d’une baisse conséquente du volume
urinaire. L'absence ou la réduction des inhibiteurs de la cristallisation des calculs urinaires reste
aussi un facteur déterminent de lithogenéese. Cette derniére, dépend également du pH urinaire,
de la force ionique, de la concentration du soluté et de la complexation. Le niveau de super
saturation d'un sel est exprimé par le rapport entre le produit d'activité ionique reel (sel AP) et
le produit de solubilité (sel SP). Le point auquel la saturation d'une solution est atteinte et ou la
cristallisation commence est communément appelé produit de solubilité thermodynamique
(Ksp) (Aggarwal et al, 2013; Dradamanis et al, 2013).

L'urine contient naturellement des inhibiteurs de cristallisation et peut maintenir de grandes
concentrations de soluté au-dessus du Ksp, un état métastable. La concentration du soluté ayant
atteint, en augmentant, un point ou le soluté ne peut étre maintenu en solution est connu sous le
nom de coefficient de filtration, qui correspond au point de formation du produit dans l'urine.
Ainsi, la sursaturation de Il'urine constitue une force motrice au sein de la solution qui peut
conduire a la cristallisation et déclencher une série d'événements physiopathologiques
comprenant la nucléation, la croissance, I'agrégation des cristaux et la fixation aux épithéliums
(Bangaru et al, 2014).

Le processus de cristallisation dépend donc de la thermodynamique et de la cinétique d'une

solution sursaturée (Daudon et al, 2008; Wang et al, 2014; Saljoughian, 2020).
1.7.2. Germination ou nucléation cristalline

La sursaturation urinaire a elle seule ne peut expliquer la formation de calculs urinaires.
L’étape de la nucléation est la formation d'une phase cristalline solide dans une solution reste

essentielle dans la formation des calculs urinaires.

La nucléation implique I'association de cristalloides en solution pour former des particules
sub-microscopiques (Basavaraj et al, 2007; Bangaru et al, 2014). Elle peut s'exprimer selon

deux sortes :

1.7.2.1. La nucléation homogéne se produit lorsque la cristallisation se déroule spontanément

dans une solution pure, dont le niveau de sursaturation est éleve (Daudon et al, 2008). Comme
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des impuretés sont toujours présentes dans I'urine humaine, la nucléation homogeéne a peu de

chances de se produire in vivo.

1.7.2.2. La nucléation hétérogene se produit généralement a un niveau de sursaturation
inférieur a celui requis pour la nucléation homogéne. Les sites de nucléation hétérogéne dans
I'urine peuvent étre des cellules épithéliales, des globules rouges, des débris cellulaires, des
platres urinaires, d'autres cristaux et des bactéries. Les surfaces fournies par les impuretés
peuvent servir de nidus dans le processus de nucléation, conduisant a la nucléation hétérogene
(Bangaru et al, 2014). De plus, la matrice organique, le muco-polysaccharide, agit comme un
agent de liaison en augmentant la nucléation (Ahmed et al, 2016). La nucléation des composants
cristallins peut se produire dans les lumieres des tubules rénaux, dans les membranes basales
des cellules tubulaires, ou dans les deux sites, selon le type de calcul Bangaru et al, 2014;
(Aggarwal et al, 2013).

1.7.3. Croissance cristalline

Les cristaux génerés par une sursaturation élevée des urines sont d'abord trés petits (moins
de 100nm) et ne posent donc pas un risque lithiasique. lls vont ensuite grossir plus ou moins
rapidement par captation de nouvelles molécules de la substance sursaturée présentes dans
I’urine et former des particules plus grosses et dures de calcul appelée croissance cristalline,
inclus, selon les espéeces cristallines et la composition urinaire, de 1 a 100um (Daudon, 2008;
Tilahun et Beyene, 2018). Une fois qu'un nidus est atteint, I'énergie libre globale est diminuée
en ajoutant de nouveaux composants cristallins a sa surface. L'énergie libre totale du cluster est

augmentée de I'énergie de surface.

La croissance cristalline est I'étape majeure suivante de la formation des calculs urinaires.
Au cours de ce processus, les petits cristaux (moins de 100nm) générés par une sursaturation
élevée des urines, selon une disposition géométrique précise, vont grossir plus ou moins
rapidement par captation de nouvelles molécules de la substance sursaturée présente dans
I’urine. Ainsi, sera formé des particules plus grosses et dures et la croissance cristalline, inclue,
selon les espéces cristallines et la composition urinaire, les particules de 1 & 100um (Daudon,
2008; Tilahun et Beyene, 2018).

La croissance des cristaux est déterminée par la taille et la forme des molecules, les
propriétés physiques du matériau, les niveaux de sursaturation, le pH de la solution et les défauts
présents dans la structure du cristal. La combinaison de l'agrégation et de la croissance

cristalline peut expliquer la genese des calculs urinaires (Bangaru et al, 2014). Cependant, Le
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processus de croissance des calculs est lent et necessite plus de temps pour obstruer les tubules

rénaux (Basavaraj et al, 2007).
1.7.4. Agrégation des cristaux

Contrairement a la croissance, 1’agrégation cristalline est un processus qui peut étre tres
rapide, au cours duquel les noyaux cristallins se lient les uns aux autres pour former des
particules volumineuses, dépassant parfois 200 um, plus grandes est appelé agrégation. Les
noyaux initiaux peuvent croftre par I'ajout ultérieur de sels souhaités. L'agrégation des particules
en solution est déterminée par un équilibre de forces, certaines ayant des effets d'agrégation et
d'autres des effets de désagrégation. Une petite distance inter-particulaire augmente la force
d'attraction et favorise l'agrégation des particules. L'agrégation des cristaux joue un role

important dans la formation des pierres (Daudon, 2008; Daudon, 2013).
1.7.5. Agglomération cristalline

Un phénomeéne dans lequel les cristaux sont agglomérés formant des particules multi-
composant urinaire, qui par leurs nombreuses charges négatives, capables de se fixer a la
surface des cristaux et favoriser secondairement la fixation de nouveaux cristaux sur les
premiers en les organisant les uns par rapport aux autres, participant donc a I’architecture du
calcul (Vidyashree et al, 2021; Daudon et al, 2008).

1.7.6. Rétention des particules cristalline

La rétention des cristaux se produira si les cristaux deviennent suffisamment gros pour étre
piégés dans les tubules rénaux (Bangaru et al, 2014). En effet, I'attachement des cristaux
développés a la paroi tubulaire rénale des cellules épithéliales est appelé rétention cristalline ou
contact entre les cellules cristallines (Tsujihata, 2008). Cette étape peut étre envisagée comme
la premiere étape de la lithogéne proprement dite, a partir de laquelle des substances cristallines
générées au cours des différentes phases de la cristallogenése vont étre retenues dans le tractus

urinaire ou le rein et croitre pour former un calcul (Daudon et al, 2008).
1.7.7. Croissance et évolution du calcul

Au niveau du tractus urinaire, le calcul peut grossir en fixant de nouveaux cristaux ou en
attrapant de nouvelles molécules (calculogenése). Cette croissance se fait a une vitesse variable
qui dépend de I’environnement physico-chimique, un calcul de 10 mm de diamétre se formant
sur une période comprise de quelques mois jusqu’a 15 ou 20 ans selon le degré ou la stabilité
de I’activité cristallogéne de 1’urine (Daudon, 1989; Daudon, 2000; Marshall et al, 2007).

13
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La croissance n’est pas le seul mode d’évolution spontanée que subit un calcul retenu dans
les tractus urinaires. En effet, d’autres processus peuvent se produire, qui vont emmener a des
changements de phases cristallines. Ils provenir de I’instabilité de certaines formes hydratées
qui ont aptitude a évoluer peu a peu dans le temps vers des formes thermodynamiquement plus

stables et moins hydratées (Daudon et al, 2012).

Sursaturation
( # concentration
molaire ou ' ionisation)

{

Gemination cristalline
(particules de dimensions < 0,1 pm
inframicroscopiques)

\

Croissance cristalline 0,5-100 pm

'

Agrégation cristalline
(atfraction &lectrostafique 5 — 500 pm
et liaisons visqueuses)

{

Rétention cristalline (par U P

la taille des particules ou
I'adhérence a |'épithélium)

Figure 2 : Principales étapes de la lithogénése (Daudon et al, 2012)

1.8. Promoteurs et inhibiteurs de la lithogéneése

La sursaturation et la cristallisation urinaires sont la force motrice des précipitations de
cristal intra-rénales et est principalement causée par des maladies héréditaires ou acquises
associées a une altération de la fonction rénale. De plus, la sursaturation et la cristallisation
urinaires sont influencées par le pH de I'urine et les concentrations spécifiques de substance en
exces, notamment CaOx, CaP, acides uriques et urates, struvite, acides aminés (cystéine),
purines (2,8-dihydroxyadénine et xanthine) et médicaments (atazanavir , sulfaméthoxazole,

amoxicilline, ceftriaxone) (Rodgers, 2017; Daudon et al, 2018).

La formation et le développement des cristaux sont influencés par plusieurs molécules de

modulateur, appelées récepteurs, promoteurs et inhibiteurs.
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1.8.1. Promoteurs de la formation de calculs

Les promoteurs sont des substances qui stimulent la création de calculs par divers
mécanismes (Fig 3). Certains des promoteurs comprennent les lipides de la membrane cellulaire
(phospholipides, cholestérol et glycolipides) (Khan et Kok, 2004), I'amélioration de I'normone
calcitriol en activant I'normone parathyroidienne (Centeno et al, 2009), I'oxalate, le calcium, le
sodium, la cystine et un faible volume d'urine (Basavaraj et al, 2007). Parmi les formateurs de
calculs récurrents, I'excrétion d'oxalate urinaire s'est avérée plus élevée, tandis que I'excrétion

de citrate était plus faible (Cakiroglu et al, 2016).

Promoteurs Substances cristallisables Especes cristallines
1y
lr; Chlats ? Oxalates de calcium — Whewellite, weddellite, caoxite
% [[_calcium ——— Phosphates de calcium —— Carbapatites, brushite, phosphate
O ><: Phosphate de calol " octocalcique pentahydraté, PACC
osphate de calcium e ! .
E Phosphate >—<'- magnésium — Whitlockite
% Magnésium “—— Phosphates ammoniaco- — Struvite, dittmarite
@ //' magnésiens
ol Ammonium 7 Urate d?ammonium — Urate acide d?armmonium anhydre
. . Uricite, acide urique monohydrate,
Urate ~ fAE]de (rique > acide Urique dihydraté
- Urate de sodium — Urate acide de sodium
D | Sodium ' monchydrat;
= sé?éis?ﬁrgﬂd'”m = — Urate de sodium et potassium
G | Potassium
B Urate de potassium — Urate acide de potassium anhydre
Dihydroxy-
2 8 adomme —— Dihydroxy-2,8-adénine  —» Dihydroxy-2,8-adénine
| Xanthine + H*——— Xanthine —* Xanthine
Cystine + H+ —— Cystine — Cystine

Figure 3 : Promoteurs, substances cristallisables et especes cristallines (Daudon et al, 2008)

1.8.2. Inhibiteurs de la formation de calculs

Les inhibiteurs sont des substances qui agissent a la fois en compétition et en coopération,
réduisant ainsi l'initiation de la sursaturation, de la nucléation, de la croissance cristalline,
inhibant lI'agrégation et/ou I'adhésion des cristaux aux cellules épithéliales tubulaires ou de tout

autre processus nécessaire a la formation des calculs (Fig 4). Normalement, l'urine contient des
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produits chimiques qui empéchent la formation de cristaux (Schepers et al, 2002; Basavaraj et
al, 2007).

Les inhibiteurs dans I'urine peuvent étre divisés en trois groupes : de petits anions organiques
comme le citrate qui peuvent inhiber trés efficacement la croissance des cristaux, a des
concentrations supérieures a 0,1 mM (Khan et al, 2004, Hess et al, 2000), de petits anions
inorganiques tels que les pyrophosphates, des cations métalliques multivalents comme le
magnésium ou des macromolécules qui sont les inhibiteurs les plus efficaces de la croissance
cristalline, plus précisément, l'ostéopontine, les glycosaminoglycanes, les glycoprotéines, le
fragment de prothrombine urinaire-1 (UPTF-1) et les protéines de Tamm-Horsfall (THP) (Khan
et Kok, 2004; Ratkalkar et Kleinman, 2011; Aggarwal et al, 2013).

Ces inhibiteurs ne semblent pas fonctionner de la méme maniére pour tout le monde; par
conséquent, certaines personnes développent des calculs. Cependant, si les cristaux formés
restent minuscules, ils traversent généralement les voies urinaires et sortent du corps avec des

éclaboussures d'urine sans étre remarques.

Les inhibiteurs peuvent agir soit directement en interagissant avec le cristal, soit
indirectement en influencant I'environnement urinaire (Khan et Kok, 2004). Lorsque les
composés inhibiteurs s'adsorbent sur la surface du cristal, ils inhibent la nucléation, la
croissance cristalline, I'agrégation ou I'adhérence aux cellules cristallines est inhibée (Basavaraj
et al, 2007).
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Sursaturation urinaire

inhibiteurs de la germination l Concentration de citrate, magnésium

Cure de diurése, variation du pH

Germination cristalline

Inhibiteurs de la croissance Néphrocalcine, bikunine, GAGs
Stabilisants de phase cristalline Magnésium, pyrophosphate

Croissance cristalline

Inhibiteurs de I'agrégation l Protéine de Tamm-Horsfall non

polymérisée, UPTF1, GAGs, citrate

Agrégation cristalline

Inhibiteurs de I'adhésion Protéine de Tamm-Horsfall polymérisée,
a l'épithélium et/ou de néphrocalcine, uropontine, fibronectine,
I'endocytose des cristaux CAl, GAGs
Ak Rétention cristalline

Figure 4 : Nature des mécanismes d’inhibition cristalline en regard des différentes étapes
de la lithogénése (Daudon, 2013)

CAL.: Crystal Adhesion Inhibitor;
GAGs: Glycosaminoglycanes;
UPTF1: Fragment 1 de la prothrombine (présent dans I’urine)

1.9. Facteurs de risque de la lithiase urinaire

Les facteurs de risque de formation de calculs rénaux comprennent, entre autres, un faible
apport en liquide, une hypercalciurie, un régime riche en sel et une hyperparathyroidie primaire.
L'apport en liquide contribue a la formation de calculs par le biais d'une urine concentrée,
provoquant une sursaturation et une cristallisation des composes formant les calculs. Un autre
mécanisme est la diminution du débit urinaire, qui en retour provoquera probablement la
disposition des cristaux sur l'urothélium. Un débit urinaire inférieur a 1 L/jour présente un
risque nettement accru de formation de calculs. Les calculs rénaux ne doivent pas étre
considérés comme un diagnostic en soi, mais plutdt comme le symptdme d'une anomalie sous-
jacente (Alblowi et al, 2022).

Les facteurs de risque de formation de calculs rénaux peuvent étre classés en facteurs non
alimentaires, alimentaires et urinaires. Les facteurs non alimentaires comprennent les

antécédents familiaux de calculs, les troubles systémiques tels que I'hyperparathyroidie
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primaire et les facteurs environnementaux, principalement dans les environnements chauds
(Dawson CH, Tomson, 2012; Safarinejad, 2007). Au contraire, les facteurs alimentaires
comprennent une consommation excessive de calcium, de proteines animales, d'oxalate, de
sodium, de potassium, de magnésium et de saccharose ; une diminution de la consommation de
fibres a également été impliquée comme facteur de risque possible (Scales et al, 2012;
Penniston et al, 2021). Un faible apport en calcium est un facteur connu contribuant & un taux
élevé d'oxalate urinaire, qui est un déchet excrété par l'urine et qui contribue a la formation de
calculs. Il faut étre prudent lors de la consommation de protéines animales, car elles sont
métabolisées en oxalate et en acide urique. Par conséquent, le fait que les médecins de soins de
santé primaires soient informés des facteurs de risque joue un réle majeur dans la prévention
de l'incidence, de la récurrence et du développement de la maladie et des complications
associees. Les médecins ont un r6le important a jouer dans I'éducation de la population saine et
de celle a risque par le biais d'une intervention diététique appropriée et de la transmission de

connaissances (Ferraro et Bargagli, 2020; 2021).

1.10. Classification morpho-constitutionnelle et orientations étiologiques

Il est connu que la lithiase urinaire a un fort potentiel de récidive, d'ou la nécessité d'identifier
les especes cristallines constitutives des calculs et leur type morpho-constitutionnel des le
premier épisode de la maladie afin de déterminer les principaux facteurs lithogénes
responsables de la formation d’un calcul donné, ainsi d’initier des mesures préventives
adéquates (Daudon et al, 2008; Diangienda et al, 2021).

Cette identification se fait actuellement par la méthode de classification morpho-
constitutionnelle (CMC), établie par le Pr Michel Daudon, elle s’est cruciale dans la prise en
charge du patient car cette méthode met en corrélation les caractéristiques morphologiques des
calculs avec des troubles métaboliques spécifiques a l'origine de l'urolithiase. (Daudon et al,
1993; Pozdzik et al, 2021). Elle également fournit des informations d'intérét clinique pour le
diagnostic étiologique et la stratégie thérapeutique (Daudon et al, 2016; Roger et al, 2020).

La classification morpho-constitutionnelle des calculs distingue 07 types subdivisés en 21
sous-types selon la composition cristalline et la forme, la couleur et la structure des calculs
identifiés dont les principales caractéristiques sont résumées dans le tableau 1. Cette méthode
trés spécifique est facile a apprendre et offre la possibilité d'identifier rapidement des maladies
trés récurrentes, parfois graves dans leurs conséquences cliniques. En effet, les sous-types Ic,

le, Illd, IVax et V sont pathognomoniques d'entités cliniques spécifiques correspondant
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respectivement a I'hyperoxalurie primaire de type 1, I'nyperoxalurie entérique, I'hyperuricosurie
avec diarrhée, I'acidose tubulaire distale et la cystinurie. En 2019, I'International COllaborative
NEtwork on Kidney sTones (ICONEKT) a encouragé la communauté médicale a intégrer cette
méthode pour une identification rapide des troubles responsables des maladies hautement

récurrentes (Pozdzik et al, 2019).
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Tableau 1 : Classification morpho-constitutionnelle des calculs urinaires selon Daudon et al, 2012

Caractéristiques structurales des calculs whewellite (type I)

SOUS-TYPE PRICIPALE PHASE PRINCIPALES CARACTERISTIQUES SURFACE SECTION
CRISTALLINE MORPHOLOGIQUES
la Whewellite Surface mamelonnée. Section faite de couches

concentriques a cristallisation radiale. Couleur : brun

+ foncé. Ombilication et plague de Randall fréquentes

Ib Whewellite Surface mamelonnée et rugueuse. Pas d'ombilication.

Section inorganisée. Couleur : brun a brun foncé

Ic Whewellite Surface bourgeonnante. Section finement granuleuse
et peu organisée. Couleur claire, creme a brun-jaune

clair

Id Whewellite Surface lisse. Section faite de couches concentriques

fines. Couleur : beige ou brun clair

le Whewellite Surface localement bourgeonnante, mamelonnée ou
rugueuse. Section : localement inorganisée ou a

structure radiale. Couleur : brun-jaune clair a brun
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Caractéristiques structurales des calculs de weddellite (type I1)

SOUS-TYPE PRICIPALE PHASE PRINCIPALES CARACTERISTIQUES SURFACE SECTION
CRISTALLINE MORPHOLOGIQUES
lla Weddellite Surface spiculée montrant des cristaux bipyramidaux

agréges avec des angles et des arétes vifs.
Section a cristallisation radiale lache.
Couleur : brun-jaune clair
b Weddellite Surface spiculée faite de cristaux bipyramidaux épais
aux angles et arétes émousses.
Section cristalline inorganisée compacte.

Couleur : brun-jaune clair a brun-jaune foncé

lic Weddellite Surface rugueuse.
Section : inorganisée au centre avec une cogue a
structure concentrique diffuse en périphérie.

Couleur : gris-beige a brun-jaune foncé
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Caractéristiques structurales des calculs d’Acide urique ou d’autres (type III)

SOUS-TYPE

Ia

b

Illc

Iid

PRICIPALE PHASE
CRISTALLINE

Acide urique anhydre

Acide urique dihydraté
(z acide urique anhydre)

d'ammonium
[’urate acide
Urates, incluant

Urate acide
d'ammonium

PRINCIPALES CARACTERISTIQUES
MORPHOLOGIQUES

Surface homogene lisse. Section: structure
concentrique avec une organisation cristalline
radiale. Couleur: homogéne, souvent orange, mais
parfois creme. beige ou brun rouille

Surface bosselée, rugueuse et poreuse.

Couleur hétérogene allant du beige au brun

orangé. Section peu organisée avec des zones
poreuses fréquentes. Couleur : orange

Surface homogeéne, rugueuse et localement poreuse.
Couleur beige a grisatre.

Section inorganisée poreuse.

Couleur: blanchatre a grisatre

Surface hétérogéne. bosselée. rugueuse et poreuse.
Couleur : grisatre a brune.

Section faite de couches alternées, épaisses et

brunes ou fines et gréges, localement poreuses

SURFACE

SECTION




|  Etude bibliographique

Caractéristiques structurales des calculs de Carbapatite (type 1V)

SOUS-TYPE

IVal

Va2

IVb

Ve

Ivd

PRICIPALE PHASE
CRISTALLINE
Carbapatite

Carbapatite

Carbapatite + struvite

Struvite

Brushite

PRINCIPALES CARACTERISTIQUES
MORPHOLOGIQUES

Surface rugueuse homogéne. Section : peu organisée
ou faite de couches concentriques diffuses.

Couleur : blanchatre a beige

Surface bosselée et vernissée avec de fines
craquelures. Aspect émaillé, vitrifié. Section faite de
couches alternées, épaisses brun-jaune et fines
beiges. Souvent noyaux multiples

Surface hétérogene, bosselée et rugueuse. Couleur
hétérogéne, creme a brun foncé. Section faite de
couches irrégulierement  alternées  épaisses
blanchatres et fines brun-jaune

Surface homogéne faite de cristaux agrégés aux
angles et arétes émousses. Section : cristallisation
radiale diffuse t lache. Couleur : blanchatre

Surface finement rugueuse ou pommelée. Section
faite de couches concentriques a cristallisation

radiale. Couleur : blanchatre a beige

SURFACE

SECTION
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Caracteristiques structurales des calculs de Cystine (type V)

SOUS-TYPE PRICIPALE PHASE PRINCIPALES CARACTERISTIQUES
CRISTALLINE MORPHOLOGIQUES
Va Cystine Surface rugueuse ou faite de petits cristaux empilés.

Aspect cireux ou de bonbon au miel. Section : peu
organisée. Parfois organisation cristalline radiale

diffuse. Couleur: jaunatre

Vb Cystine Surface lisse. Section : couches concentriques en
périphérie, centre inorganisé. Couleur: créeme a

jaunatre

SURFACE
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Caractéristiques structurales des calculs de Protéines (type VI)

SOUS-TYPE PRICIPALE PHASE PRINCIPALES CARACTERISTIQUES SURFACE ET SECTION
CRISTALLINE MORPHOLOGIQUES
Via Proteines Calculs matriciels mous. Surface homogene.

Section inorganisée. Couleur : créme a brun-jaune

clair
Vib Protéines et médicaments Surface hétérogene irrégulierement rugueuse,
OU Composes localement craquelée. Section : structure feuilletée
métaboliques grossiére. Couleur : brun fonce a noir. Les autres

corps souvent présents peuvent modifier la structure
et la couleur

Vic Protéines et whewellite Surface homogeéne, lisse, avec des &allies et des
crevasses. Couleur brun fonce. Section faite (tune
enveloppe protéique brun fonce entourant un centre

inorganisé clair contenant un mélange de cristaux de

whewellite et de protéines
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Il. Lithiase d’infection

La relation entre les infections et les calculs rénaux est connue depuis I'époque d'Hippocrate,
mais ce n'est qu'en 1817 que Marcet a identifié le lien entre l'alcalinité urinaire, I'infection, les
calculs de phosphate et I'augmentation de I'ammoniac urinaire. En 1901, Brown a suggéré pour
la premiere fois que l'activité des bactéries de division de l'urée augmentait la production
d'ammoniac urinaire, ce qui était la cause immédiate de I'augmentation des niveaux d'alcalinité
urinaire et de la formation de calculs de phosphate (struvite). La description de l'uréase en 1926,
la premiere enzyme jamais isolée et purifiée, a valu a Sumner le prix Nobel de chimie en 1946.
La struvite a été découverte pour la premiere fois dans des excréments de chauve-souris par le
géologue suédois Georg Ulex, qui I'a nommée en I’honneur de son ami le diplomate et

naturaliste russe, le baron von Struve.

Les infections des voies urinaires peuvent modifier la composition de l'urine, entrainant un
risque accru de formation de plusieurs types de calculs urinaires. Les souches bactériennes
dotées d'une activité uréase, autrement appelées bactéries uréolytiques, peuvent hydrolyser
I'urée, ce qui entraine une augmentation des concentrations urinaires d'ammonium et de
bicarbonate en présence d'eau. L'augmentation du bicarbonate urinaire provoque l'alcalinisation
de I'urine et, avec l'augmentation de I'ammonium urinaire, augmente la saturation urinaire en
struvite ou phosphate de magnésium et d'ammonium (MgNH4PO.6H20) et en carbonate
d'apatite (Ca10(PO4)6CO3) (Halinski et al, 2023).

De plus, une urine tres alcaline et une concentration élevée d'ammoniac urinaire agissent
localement en endommageant les glycosaminoglycanes qui constituent la couche superficielle
de l'urothélium pour protéger les cellules d'une invasion bactérienne (Flannigan et al, 2014;
Rahman et al, 2003). Un biofilm bactérien se forme alors a la surface de I'urothélium du bassinet
et des calices rénaux, dans lequel précipitent des cristaux de struvite et d'apatite (Hobbs et al,
2018). Les bactéries, a leur tour, produisent des polysaccharides extracellulaires et des
lipopolysaccharides, contribuant a la croissance rapide du calcul par l'apposition rapide
ultérieure des couches de matiére minérale mélangées et maintenues ensemble par la matiere
organique (Arkusz et al, 2021; Nickel et al, 1994). Un nuage de matiére cristalline se forme
autour des bactéries, qui tend a précipiter autour des bacteéries et a l'intérieur des bacteéries elles-
mémes, avec la formation de microlithes apres bactériolyse (Prywer et Torzewska, 2019). Ces
mécanismes expliquent la croissance rapide de ces types de calculs, qui ont tendance a remplir
toutes les cavités rénales pour former un moulage des cavités et prendre un aspect coralliforme

ou en staghorn (cornes de cerf).
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La présence de struvite, méme en faible quantité affirme 1’origine infectieuse du calcul.
Lorsqu’elle est localisée dans le noyau, I’infection est a I’origine de la formation du calcul,
sinon, lorsqu’elle est présente dans les couches périphériques (et absente dans le noyau) on aura
un cas de surinfection ou I’infection est secondaire a une cause initiale de type metabolique. En
pratique, la struvite se forme presque exclusivement en association avec une infection des voies
urinaires causee par des bactéries productrices d'uréase (Torzewska et al, 2003; Rozalski et al,
1997).

Toutefois, en absence de struvite, plusieurs critéres orientent vers 1’origine infectieuse d’une

lithiase :

» Carbapatite ayant un taux carbonatation élevé : Un taux de carbonatation supérieur a
17% atteste I’implication d’un processus infectieux par des bactéries uréolytiques dans
la formation de la Carbapatite (Carpentier et al, 2009; Bruyere et al, 2008; Englert et al,
2013).

» La nature des constituants : Calcul contenant en plus de la Carbapatite, la Whitlockite
(phosphate mixte de calcium et de magnésium), le PACC (phosphate amorphe de
calcium carbonaté) et I’urate acide d’ammonium suggére une formation avec un

processus infectieux (Lomas et al, 2017; Chou et al, 2012).

Tableau 2 : Critéres de I’analyse du calcul orientant vers une infection urinaire lithogene
(Saussine, 2008)

Informations tirés du calcul criteres  Significations cliniques
Struvite Présence Infection a micro-organismes uréasiques
Taux de carbonate des phosphates >17% Infection a micro-organismes uréasiques
calcique (CA et PACC)
Association CA et/ou PACC et Présence Infection a micro-organismes uréasiques
UrAm + Hyperuricurie
UrAm Type llic  Infection & micro-organismes uréasiques
+ Hyperuricurie
PACC >10% Infection & micro-organismes uréasique
ou non selon le taux de carbonate
Whitlockite >20% Infection & micro-organismes uréasique
ou non selon les autres criteres présents
Protéines (distribution diffuse dans >5% Infection urinaire
le calcul)
Acide urique +filaments Candidose urinaire
mycéliens

CA : Carbapatite, PACC : Phosphate Amorphe de Calcium Carbonaté, UrAm : Urate acide d’ammonium
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11.1. Définition de la lithiase d’infection

La lithiase infectieuse est un cas particulier de lithogenése caractérisé par la nature de ses
composants, principalement le phospho-ammoniaco-magnesien (PAM ou struvite) associee
généralement a la Carbapatite (Carbonate apatite). En pratique, cette lithiase résulte d’une
infection chronique des tracts urinaires par des bactéries possédant une uréase active (Siener,
2006).

La struvite est un minéral phosphaté dont la composition chimique est MgNH4P04.6H20
(phosphate de magnésium et d’ammonium hexahydraté). Les calculs de struvite sont en fait un
mélange compose de trois cations (calcium, magnésium, ammonium) et d'un anion (phosphate).
Elle a été découverte dans certains environnements naturels particuliers associés a la
décomposition de la matiere organique, tels que les dép6ts de guano, les grottes basaltiques et
les marécages (Ben Omar et al, 2014; Sanchez-Roman et al, 2007). Parallelement, la struvite
est un composant principal des calculs urinaires infectieux dans les corps humains et animaux,

ce qui a suscité I'intérét des scientifiques pour ce minéral (Doyle et al, 2012; Zhao et al, 2021)

La struvite cristallise en urine alcaline et forme des cristaux de grande taille pouvant se
présenter sous différents faciés, en raison du processus cristallogene responsable de sa
formation (Daudon et al, 2012).

Les premiéres études ont révélé que la formation de calculs de struvite était associée a une
infection des voies urinaires causée par des bactéries productrices d'uréase telles que les espéces
Proteus, Klebsiella, Pseudomonas et Staphylococcus (Nemoy et Stamey, 1971; Fowler, 1984),
reconnaissant ainsi le lien entre I'activité bactérienne et la formation de struvite. Depuis lors, la

minéralisation bactérienne de la struvite a fait I'objet d'une attention croissante.

11.2. Mécanisme de la lithogeneése infectieuse

La pathophysiologie des calculs infectieux est bien connue et a été résumée comme suit par
Healy et Ogan. (2007). L'uréase produite par les bactéries scinde I'urée urinaire en ammoniac
et en dioxyde de carbone (CO>). La poursuite de I'hydrolyse conduit a la production de deux
ions ammonium et d'un ion bicarbonate pour chaque molécule d'urée, ce qui donne une urine
trés alcaline impossible a obtenir dans des conditions physiologiques normales. Le niveau élevé
d'alcalinité urinaire favorise la sursaturation du phosphate d'ammonium de magnésium et du

phosphate de calcium (apatite) (Fig 5).
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La Carbapatite commence a cristalliser a un pH supérieur ou égal a 6,8 et la Struvite a un
pH supérieur ou égal a 7,2. Le citrate a normalement un effet protecteur contre la formation de
ces calculs en se complexant avec le calcium et le magnésium, mais les fortes concentrations
de bactéries métabolisent le citrate et empéchent la formation de ces complexes. On trouve de
la poussiére de struvite et d'apatite autour des bactéries et la cristallisation peut se produire
autour ou a l'intérieur des bactéries. Les cristaux d'apatite se développent dans les bactéries et
apres lyse des bactéries, les microlithes formés servent de noyau pour la formation des calculs.

Les cristaux qui se développent autour des bactéries vont s'y fixer et former un revétement
de phosphate. Les bactéries ainsi piégées dans le calcul seront a l'origine de récidives
infectieuses. La propagation des calculs est extrémement rapide en raison de la production
permanente des ingrédients de base pour leur formation et de la nature alcaline de l'urine qui

rend l'apatite et la struvite peu solubles (Saussine et al, 2008).

. Urée
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Figure 5 : Schéma de la lithogénése infectieuse (Daudon, 2008)

11.3. Calcul infecté et calcul d’infection

L’infection urinaire est un facteur de risque et de gravité de la lithogenese infectieuse
(Netelenbos et al, 2005; Kukreja et al, 2003) car; le calcul urinaire peut étre préexistant ayant
une origine métabolique secondairement surinfectés par des bactéries communes ou par des

bactéries uréasiques dans ce cas on parle de calcul infecté (Bruyere et al, 2008).
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On peut expliquer la présence de bactéries sur un calcul par le biofilm. Ce dernier est initié
par un dépot protéique a la surface du calcul propice a I’adhérence des bactéries. Ces bactéries
forment ensuite une matrice polysaccharidique et deviennent ainsi difficilement accessibles aux
antibiotiques (Sohshang et al, 2000). Par la suite, les bactéries, uréasiques ou non, entretiennent
la lithogénése, ou les incrustations de struvite s’accumuleront (Hedelin, 2002). De plus,

Aspergillus fumigatus peut également étre associé a un calcul ou a un corps étranger urinaire.

L’infection urinaire peut également étre secondaire a la formation d’un biofilm sur un corps
étranger (sonde JJ) pouvant entretenir par la suite un processus de lithogenése (Grases et al,
2001).

D’autre part I’infection urinaire peut étre la principale cause de formation du calcul, dans ce
cas on parle de calcul d’infection, (struvite par exemple), il est a savoir que ce dernier peut aussi

étre secondaire a un agent infectieux non urinaire (Daudon et al, 2012).
I1.4. Micro-organismes uréolytiques

La formation de calculs de struvite est exclusivement associée a des bactéries qui produisent
I'enzyme uréase, y compris des especes Gram-positives et Gram-négatives appartenant a des
genres tels que Proteus, Staphylococcus, Pseudomonas, Providencia et Klebsiella. Les

principaux producteurs d'uréase sont présentés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Microorganismes producteurs d'uréase (Daudon, 2012; Esen et Oktar Tayfun,

2010; Bhadra et al, 2005)

Organismes producteurs
d'uréase
Gram-négative

Gram-positive

Habituellement

(> 90% des isolats)
Bacteroides corrodens
Bordetella pertussis
Brucella species
Flavobacterium spp
Haemophilus influenzae
Morgenalla morganii
Proteus mirabilis
Proteus morganii
Proteus rettgeri
Proteus vulgaris
Providencia stuartii
Yersinia enterocolitica

Corynebacterium hofmannii
Corynebacterium ovis
Corynebacterium renale
Corynebacterium ulcerans
Micrococcus varions

Occasionnellement
(5-30% des isolats)
Aeromonas hydrophila
Bordetella bronchiseptica
Haemophilus parainfluenzae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Pseudomonas aeruginosa
Pasteurella species
Serratia marcescens
Serratia ureilytica sp

Bacillus species
Clostridium tetani
Corynebacterium equi
Corynebacterium murium
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Flavobacterium species Mycobacterium rhodochrous
Staphylococcus aureus group
Peptococcus

asaccharolyticus
Staphylococcus epidermidis

Mycoplasma T-strain Mycoplasma
Ureaplasma urealyticum
Yeasts Cryptococcus

Rhodotorula
Sporobolomyces
Candida humicola
Trichosporon cutaneum

Le nombre de souches productrices d'uréase au sein d'une espéce bactérienne peut étre tres
variable, ces bactéries utilisent I'urée comme source d'azote (Rieu, 2005). Le groupe Proteus
est la principale cause de la lithiase d’infection. Cependant, les infections a Proteus sont
connues pour étre persistantes et difficiles a traiter et peuvent conduire a plusieurs

complications telles que la pyélonéphrite aigué ou chronique (Cokeret al, 2000).

Une étude des isolats bactériens provenant de patients souffrant d'infections urinaires
compliquées a montré que 100 % des Proteus spp, Providencia spp et Morgenalla morganii
spp produisaient de l'uréase contre, seulement 84 % des Klebsiella spp et 55 % des
Staphylococcus spp (Bichler et al, 2002). Ces bactéries sont principalement rencontrées en
milieu nosocomial chez les patients souffrant de sondes urinaires a long terme (cathéters

urinaires) ou chez les patients ayant des dérivations urinaires.

Les staphylocogues sont pour la plupart porteurs d'une uréase et ont une faible activité
uréasique, ils sont rarement responsables de calculs de struvite (Rieu, 2005; Fowler, 1985). Bien
qu'il s'agisse d'une cause majeure d'infection urinaire, on pense que seulement 1,4 % des
Escherichia coli spp produisent de l'uréase et ne sont donc pas considérés comme une cause

majeure de formation de calculs de struvite (Mariappan et al, 2006; Akagashi al, 2004).

Ureaplasma urealyticum a nécessairement besoin d'urée pour proliférer et peut exister a
I'état commensal sur les muqueuses des hommes et des femmes (Deguchi et al, 2001).
Corynebacterium urealyticum, ou Corynebacterium groupe D2 sont des bacteries
commensales, ont une forte activite uréasique. Elles sont résistantes a de nombreux
antibiotiques et peuvent infecter les urines de patients ayant subi des interventions urologiques
et sous traitement antibiotique. Elles sont plutdt responsables de cystites incrustantes et de

pyélites chez les sujets immunodéprimés (Meria et Jungers, 2000; 2008).
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Ces données souligne I'importance d'identifier les espéces productrices d'uréase en se basant
sur la culture du calcul plutét que sur la seule culture d'urine, car les bactéries cultivées a partir
du calcul lui-méme ne correspondent pas toujours a celles identifiées par la culture d'urine
(Mariappan et al, 2006; Akagashi al, 2004).

I1.5. Les cristaux de la lithiase d’infection

Les cristaux de struvite étant les plus courants (phosphate d'ammonium et de magnésium),
peuvent apparaitre chez des sujets en bonne santé, en particulier dans les urines alcalines. Ils
sont souvent associés a des cristaux d'apatite (phosphate de calcium). En combinaison, ils sont
connus sous le nom de triple phosphate. Comme déja mentionné, ils ne sont précipités dans
I'urine qu'en présence d'un pH urinaire élevé associé a une forte teneur en ammoniac. Cette
condition ne se retrouve que dans le cas d'une infection des voies urinaires par des micro-

organismes uérolytiques (Daudon, 2015).

Les cristaux de struvite sont des prismes incolores, qui prennent le plus souvent la forme de
lingots d'or ou ressemblent au couvercle d'un cercueil (Fig 6), bien qu'en pratique d'autres
formes atypiques de cristaux de struvite puissent étre observées, comme la fougere (Rizzi et al,
2017; Katica et al, 2020).

Figure 6 : Cristaux de struvite entourés d'érythrocytes (500X) (Rizzi et al, 2017).

11.6. Traitement de lithiase d’infection

Les calculs de struvite ont tendance a se développer rapidement, de sorte que tout fragment
lithiasique présent peut servir de nid a la formation de nouveaux calculs. De ce fait, Le
traitement optimal consiste en I'éradication compléte du calcul, associée a une antibiotherapie
(Flannigan et al, 2014).
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Les trois principes clés du traitement des calculs de struvite sont :

v/ L'élimination de tous les fragments de calculs;
v L'utilisation d'antibiotiques pour traiter I'infection;

v’ La prévention des récidives.

Plusieurs méthodes d'élimination des fragments de calculs ont été décrites dans la littérature

(Fig 7), notamment :

v L'utilisation d'inhibiteurs de l'uréase (tel que I’Acide acétohydroxamique (AHA)
(Griffith et al, 1991);
La thérapie d'acidification (La L-méthionine (Siener et al, 2016);
La thérapie de dissolution (Dretler et Pfister, 1984);

v
v
v’ La lithotripsie extracorporelle par ondes de choc (SWL);
v' L'urétéroscopie (URS);

v" La néphrolithotomie percutanée (PCNL);

v

La néphrolithotomie anatrophique (AN) (Flannigan et al, 2014).

La PCNL est considérée comme I'approche de référence pour le traitement des calculs de
struvite, mais des adjuvants peuvent étre utilisés si nécessaire. Le suivi par imagerie et cultures
urinaires périodiques aprés la chirurgie des calculs de struvite est recommandé entre 6 et 12
mois, bien que cela puisse étre fait plus souvent entre 3 et 6 mois chez les patients qui ont

montré des récidives rapides ou fréquentes de calculs (Kelly et al, 2007).
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Thérapie
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de dissolution
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l

Y

Sans calcul

Répéter l'imagerie
culture d'urine

Figure 7 : Proposition d'algorithme pour la prise en charge des calculs de struvite.

*Les adjuvants a la PCNL peuvent inclure la mini-PCNL, la néphroscopie flexible et 'URS
rétrograde (Flannigan et al, 2014).

En présence d'un calcul de struvite, des antibiotiques doivent étre utilisés avant la chirurgie.
Si le patient n'est pas un candidat a la chirurgie, la SWL peut étre envisagée (si elle est
réalisable) ; sinon, la PCNL, la méthode de référence, doit étre utilisée. Dans les rares cas ou la

PCNL n'est pas possible en raison d'anomalies anatomiques, I'AN doit étre envisagée.

En présence de fragments, des antibiotiques doivent étre envisagés apres l'intervention
(Zanetti, et al, 2008). Ces fragments peuvent étre traités avec plusieurs modalités différentes ;
I’URS, la SWL, la PCNL répétée et la mini-PCNL sont les plus couramment utilisés pour
obtenir I'élimination des calculs. Une imagerie répétée et des cultures d'urine doivent étre

effectuées en postopératoire (Flannigan et al, 2014).
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11.7. la phytothérapie et lithiase urinaire

Malgré les progrés des sciences pharmacologiques, la mémoire de la médecine traditionnelle
survit encore et elle reste comme un patrimoine commun a utiliser en cas de besoin (Tita et al,
2009). La médication traditionnelle est une source essentielle de composés potentiellement
précieux pour le développement d'agents thérapeutiques potentiels (Palombo et Semple, 2001).
Un large éventail d'extraits de plantes médicinales sont utilisés comme des médicaments bruts
(Uniyal et al, 2006) et sont connus pour étre une source essentielle de composés anti-infectieux
avec des effets potentiels de guérison (Acharya et Shrivastava, 2008). En outre, cela a conduit
a l'invention d'un nouveau médicament contre diverses maladies pour I'étre humain en raison
de la securité et l'efficacité (Anand et al, 2014). Selon les informations de I'Organisation
mondiale de la santé (OMS), pas moins de 80% de la population mondiale s'attendent a leurs
soins de santé primaires (Igoli et al, 2003) parce qu'elle est fiable, simple, non toxique, facile,
disponible, respectueux de I'environnement et faible effet indésirable, ce qui améliore son
acceptabilité pour les personnes consommatrices (Mukul et al, 2007; Asadbeigi et al, 2014;
Bahmani et al, 2016). De plus, les effets thérapeutiques des plantes médicinales sur les troubles
des reins et des voies urinaires ont été étudiés a plusieurs reprises et leur efficacité a été
démontrée (Gupta et Chaphalkar, 2016).

La struvite représente 10 a 20 % du deuxieme composant cristallin prédominant, qui se
développe rapidement et peut constituer un trouble effrayant a vie, surtout chez les femmes
(Chauhan et al, 2009; Bindhu et al, 2015). Elle se forme principalement lorsque les voies
urinaires sont infectées par des micro-organismes positifs a I'uréase, notamment Proteus qui est

la principale bactérie ségrégative a l'uréase chez I'homme (Bichler et al, 2002; Sujoy, 2013).

Le calcul de struvite ne présente aucune indication comme les autres calculs, une infection
fréquente peut étre un symptdme de calcul de struvite, une douleur Iégere et du sang dans I'urine
peuvent étre observés. De plus, l'infection chronique peut provoguer des lésions rénales
importantes et, si elle n'est pas traitée, elle peut conduire a une insuffisance rénale terminale
(Vupputuri et al, 2004). L’infection peut donc étre traitée par des antibiotiques, mais elle
devient de plus en plus résistante aux antibiotiques (Rawat et al, 2015) et il est nécessaire
d'étudier différents composés ayant des propriétés antimicrobiennes. Dans le systéme
traditionnel de nombreuses plantes sont utilisée pour le traitement de diverses maladies, mais il
n'y a pas d'études pharmacologiques et cliniques bien établies pour mettre en évidence leur
efficacite. Cependant, plusieurs plantes sont efficaces pour guérir et prévenir la répetition des

calculs rénaux sans effets secondaires.
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11.7.1. Description botanique de I’espéce végétale étudié « Fraxinus excelsior »

Fraxinus excelsior L est une espece de Fraxinus, appartenant a la famille des oléacées,
communément appelé « fréne » ou «fréne européen » (Mahboubi et al, 2019), connue
localement sous le nom de «Dardar» qui est, au fait, un arbre a feuilles pennées, atteignant
généralement 30 m de hauteur (Rigling et al, 2016). La couronne est bombée et ouverte avec
branches ascendantes. Les arbres possedent une écorce lisse, de couleur «gris pale », qui
s'épaissit et développe des fissures au cours du temps. Ses feuilles sont opposées, de 20 a 36
cm de long, comportant 9 a 13 folioles fines acuminées de 5 a 12 cm de long et de 2 a 3 cm de
large, non pétiolées, a la base en coin asymeétrique, a I'exception de la foliole terminale, pétiolée
a la base en coin symétrique ; elles sont vert mat en dessus, plus clair en dessous. Les rameaux
sont d’une couleur brun verdatre, aplatis a I'extrémité et derriére les bourgeons ronds et noirs.
Le fruit, atteignant 3,5 cm au total, est composé de plusieurs samares simples disposées en
vrille, aux ailes tronquées paralléles. Les Fleurs sont vertes et pourpres sans pétales
s’épanouissant en mars issues de boutons latéraux a la base des rameaux de 1'année précédente

(Rushfort, 2000).

Figure 8 : feuille de Fraxinus excelsior L. (Flanagan et al, 2013).

11.7.2. Répartition géographique

Elle pousse dans les régions tempérées comme elle est originaire de I'Europe, de 1’Asie
occidentale et de I’ Afrique du Nord. En Algérie, elle présente des distributions géographiques
tres étendues et différentes au Nord et des hauts plateaux. Néanmoins, on la trouve
principalement en Kabylie (Plitra et al, 2003; Maghrani et al, 2004; Eddouks et al, 2005).
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I : Presence : Absence

Figure 9 : Distribution de Fraxinus excelsior en Europe et Afrique
du Nord selon EUROFORGEN (2009).

11.7.3. Composition chimique et activités biologiques

Les constituants chimiques de la plante F excelsior comprennent des benzoquinones, des
coumarines, des flavonoides, des phényléthanoides, des glucosides sécoiridoides, des dérivés
indoliques et des composés phénoliques simples (Mahboubi et al, 2019; Kostova et lossifova,
2007); elle est donc considérée comme une plante aux activités biologiques et
pharmacologiques polyvalentes (Kostova et lossifova, 2007; Visen et al, 2009; Amamra et al,
2018). Son immense éventail de propriétés pharmacothérapeutiques a été bien documenté
notamment pour ses effets diurétique (Tita et al, 2009; Kostova et lossifova, 2007), anti-
inflammatoire et antirheumatic (Bai et al, 2013), antioxydant (Middleton et al, 2005; Visen et
al, 2009), anti-rhumatismales (Gundermann et Muller, 2007), antibactérienne (Middleton et al,
2010), analgésique (Flanagan et al, 2018) antipyrétique (Visen et al, 2009), hypoglycémique
(Eddouks et al, 2004; Maghrani et al, 2004; Ibarra et al, 2011), antihypertensive (Eddouks et
al, 2005; Lopez-Carreras et al, 2013), broyeur de calculs biliaires (Parsa, 1959) comme elle est
citée pour son effet litholytique (Eddouks et al, 2004). De méme, F excelsior est I’une des

principales plantes fourrageres en Algeérie (Chouaki, 2006).
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I. Etude épidémiologique de la lithiase urinaire dans la région Est-Algérien

1.1. Introduction

Le diagnostic étiologique de la pathologie lithiasique passe in¢luctablement par I’analyse du
calcul de I’arbre urinaire. Ce dernier contient dans sa composition les informations de la
sursaturation urinaire responsables de sa formation mais également les anomalies de la
composition des urines aussi bien permanents que transitoires ou intermittents. Le calcul est,
de ce fait, témoin des conditions de sa lithogénese. Cette derniére, qui est souvent a caractere
multifactoriel, est le résultat d'un déséquilibre entre inhibiteurs et promoteurs de la
cristallisation urinaire. Les informations soutirées de l’analyse du calcul doivent étre par
conséquent aussi bien complétes que précises. Pour cette fin, on préconise une approche
d’analyses morphologique et constitutionnelle (morpho-constitutionnelle) basées sur des
techniques physiques fiables et complémentaires dont les microscopies optique et électronique
a balayage pour les aspects morphologiques et la spectroscopie infrarouge pour I’analyse
qualitative, semi-quantitative et quantitative des calculs urinaires. Les résultats de ces analyses
seront utilisés pour la détermination des principales étiologies spécifiques a chaque calcul
analyse.

Dans cette étude on objective, a partir de 1’analyse morpho-constitutionnelle d une cohorte
de lithiase de I’arbre urinaire collectée au niveau de la région Est Algérien, de dégager une
étude épidémiologique de la lithiase urinaire et au-dela orienter cette étude sur la lithiase

d’origine infectieuse au niveau de cette region.
1.2. Matériels et méthodes

1.2.1. Lithiase de ’arbre urinaire

La présente étude s’est portée sur une cohorte de 1553 lithiases de I’arbre urinaire de la
région Est-Algérien. La collecte des calculs urinaires s’est effectuée principalement dans des
structures hospitalo-universitaires et principalement au niveau du service d’urologie du CHU
Annaba et I’Etablissement Hospitalier Spécialisé (E.H.S) Nephro-urologique de Constantine.
Ces deux structures ont une grande couverture hospitaliere de la région Est Algérien.
Cependant, la contribution d’autres structures hospitaliéres publiques et privées (au niveau cette
région) n’a pas été des moindres ce qui nous a permis d’assurer une couverture conséquente de
cette région touchant également une bonne partie de la région du Sud-Est-Algérien (EI Oued,

Ouargla).
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Chague cas de lithiase est accompagné d’une fiche d’informations préliminaires sur le patient
(sexe, age, antécédents lithiasiques, antécédents familiaux, etc...) et du calcul (localisation,
mode d’élimination, etc...) renseignée a partir des dossiers médicaux ou directement des
patients concernés (cas des éliminations spontanées). Ces informations avec les caractéres
organoleptiques des calculs sont ensuite enregistrées dans une fiche congue pour cette tache
(Annexe 1).

1.2.2. Analyse des calculs

L’ensemble du matériel et accessoires utilis€és dans 1’é¢tude morphologique et
constitutionnelle des calculs sont illustrés dans la figure 10. L’analyse des calculs par approche
morpho constitutionnelle consiste a associer les données collectées par I’observation
microscopique, effectuée par loupe binoculaire, avec celles de 1’analyse spectrophotométrique
réalisée a ’aide d’un Spectrometre Infrarouge a Transformée de Fourier. Dans certains cas les
observations microscopiques ont été renforcées par Microscopie Electronique a Balayage
(MEB) et I’analyse constitutionnelle (Figure 11).

L’examen morphologique des calculs par loupe binoculaire ainsi que la préparation des
pastilles pour I’analyse spectrale ont été effectués au niveau du laboratoire de biophysique de
la faculté de médecine d’Annaba. L’analyse spectrophotométrique (FTIR) a été réalisée au
niveau de I'unité de recherche des transformations de phases de 1I’Université¢ de Constantine.
Le microscope électronique a balayage (MEB) utilisé est de type Zeiss SUPRA55VP/Gemini
implanté a Orsay (Université Paris sud France)

Une fois récupérés, les calculs sont nettoyés, séchés a I’air libre avant leur examen
morphologique. Il s’en suit aprés leur analyse spectrophotométrique infrarouge sélective du
noyau jusqu’aux couches externes (qualitative et semi-quantitative) et une finale sur I’ensemble

du calcul (quantitative).
1.2.2.1. Examen morphologique

L’examen morphologique a été réalisé par une loupe binoculaire (OLYMPUS SZ 61)
éclairée par des fibres optiques avec grossissement variable compris entre 10 et 40 fois. Le
relevé des caractéres organoleptiques des calculs dont I’aspect du noyau et des couches
profondes, moyennes et superficielles du calcul (texture, aspect des cristaux, couleur, etc..)
permet la détermination du (des) type(s) morphologique(s) associé(s) au calcul considéré selon

la classification mise au point par Dr M. Daudon.
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Loupe binoculaire OLYMPUS SZ 61

Avec dispositifs d’éclairage
et de prise de photos

Outils de prélevement des échantillons Calculs urinaires a analyser et mortier
et de préparation des pastilles en Agate

)
Presse hydraulique 12 tonnes Spectrophotométre I.R.T.F
Avec moule a pastilles BRUCKER ALPHA
de 13 mm

Figure 10: Matériel et accessoires utilisés dans les analyses morphologiques et infrarouge des
calculs urinaires

Au cours de cette phase d’observation et apres la prise des photos des calculs, on a

sélectionné les différentes zones d’intérét pour un prélévement spécifique qui sera destiné a une
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analyse par spectrophotométrie infrarouge a transformée de Fourier. Dans la plupart des cas 4
prélévements (surface, section, noyau et poudre globale) ont suffi pour 1’étude spectrale. Ces

préléevements ont été réalisés par un scalpel.

| R suemasswe
-
-a

Figure 11: Microscope électronique a balayage (MEB) utilisé pour 1’observation des
lithiases a 1’échelle mésoscopique (200nm a 200um)

1.2.2.2. Analyse Infrarouge

Cette analyse consiste a identifier la composition moléculaire et cristalline (voir amorphe

et/ou huileuse, protéique etc..) des différentes zones du calcul.

Un échantillon représentatif de chaque zone (surface, section, noyau) est prélevé et mélangé
a une proportion de 0,5 a 2% avec du bromure de potassium (KBr) et trés finement pulvérise et
homogénéisé dans un mortier d’agate. La poudre ainsi obtenue est introduite dans le moule a
pastiller (Pastilleuse = Presse hydraulique ‘’International Cristal Laboratory’’) et soumise a
I’action d’une pression de 10 tonnes/cm? pendant 2 & 3 minutes. La pression supprimée, on
récupere une pastille de 13 mm de diamétre et de 1mm d’épaisseur qui sera placée pour analyse
constitutionnelle dans un spectrophotométre infrarouge a transformée de Fourier (BRUCKER
ALPHA). Le KBr étant un produit inerte, transparent au rayonnement infrarouge va servir de
substrat pour permettre 1’analyse des prélévements de nos calculs. L’enregistrement des
spectres Infrarouge est réalisé sur un intervalle de longueurs d’onde comprises entre 400 et
4000 cm™ et I’interprétation de ces derniers a été faite par comparaison a des spectres de

références (Annexe 2).

Les données de I’analyse morpho-constitutionnelle de chaque calcul font I’objet d’un compte-

rendu regroupant des informations collectées sur ses caracteres organoleptiques, de son typage
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morphologique ainsi que les résultats de son analyse par spectroscopie infrarouge a transformée
de Fourier (Annexe 3).

1.2.2.3. Analyses Statistiques

Les données ont été saisies dans une base de données Excel. Apres codage, elles ont été
traitées a I’aide du logiciel SPSS version 10. La méthodologie de 1’analyse statistique des
données a été basée sur deux axes :

« Statistique descriptive : dégagement des fréquences et des caractéristiques de chaque
paramétre étudié.

« Statistique analytique : basée sur des tests d’association : test de Khi2 qui mesure 1’écart
entre les fréquences observées et les fréquences théoriques. Nous avons utilisé ce test pour
comparer entre les deux sexes pour les paramétres étudiés.

Nous avons utilisé¢ également ’analyse de variance a un facteur (ANOVA), qui estime la
variation intergroupe par rapport a la variation intragroupe (rapport F) entre les moyennes pour
les différents paramétres étudiés. Les résultats sont considéres significatifs lorsque p est
inférieur a 0,05. Pour identifier les groupes dont les moyennes sont différentes, nous avons

utilisé le test post hoc qui est un test de comparaison multiple.

1.3. Examen morphologique

L’examen morphologique du calcul urinaire et sa classification en type(s) et sous type(s)
selon Daudon et al. (2012) est une étape préliminaire d’importance majeure. En effet, un méme
composant lithiasiqgue peut se mettre sous différentes morphologies selon les facteurs
biochimiques impliqués dans le processus de sa lithogenése. De ce fait, le typage
morphologique du calcul oriente vers ses principales causes lithogénes (Tableau 4). Ce qui
permet finalement de délimiter le champ d’investigation clinique et une prise en charge
thérapeutique qui repose sur des orientations bien éclairées.

Cet examen s’introduit comme la premiére action a entreprendre dans I’analyse des calculs
de I’arbre urinaire. Il consiste a observer la structure des calculs de 1’échelle macroscopique a
I’échelle microscopique (voir aussi mésoscopique) pour déterminer leurs caractéristiques
organoleptiques et structurales aussi bien en surface qu’en section.

En outre, I’identification puis I’observation de la partie centrale du calcul présente un intérét
particulier pour dégager les conditions initiales de sa nucléation. L hétérogénéité avec laquelle

se présente la majorité des calculs de I’arbre urinaire, témoigne de la diversité des causes
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impliquées dans sa confection. En outre, la premiere cause de nucléation du calcul est souvent

différente de(s) la cause(s) responsable(s) de sa croissance.

Pour ce qui est de la lithiase d’infection deux situations peuvent se présenter :

> Lithiase initiée par une infection a germes uréasiques ou non uréasiques. Dans ce cas

c’est le typage morphologique et la composition de la partie centrale du calcul (noyau)

qui seront révelateur de son origine infectieuse.

» Lithiase d’origine non infectieuse et ou I’infection se manifeste lors de la croissance du

calcul. Dans ce cas le typage morphologique et la composition du noyau ne présentent

aucun indice d’infection contrairement au reste du calcul (section et/ou surface).

Dans cette étude la classification des calculs d’infection a été effectuée a partir du typage

morphologique et la composition des calculs.

Tableau 4 : Les principaux facteurs lithiasiques favorisants dégagés de I’approche
morphoconstititionnelle

Morphologie
la

IC
Id

| actif

lla

b

Ilc

Composition
Whewellite (C1) :
lithiase de structure
oxalo-dépendante

Whewellite

Whewellite
Whewellite

Whewellite

Weddelite (C2) :
lithiase de structure
calcium-dépendante
Cl+C2

Par perte d’H20 ou
cristallisation mixte

Weddelite (C2)

Particularité
Plague de
Randall

Facteurs favorisants
. Hyperoxalurie de débit ou de concentration
. Maladie de Cacchi-Ricci
. Alimentation riche en oxalate et en protéines
animales
. Diurese insuffisante
. Nucléation hétérogéne sur plaque de Randall
au niveau de la papille rénale
. Hyperoxalurie de débit ou de concentration
. Alimentation riche en oxalate et en protéines
animales
. Stase par anomalie urologigque
. Diurese insuffisante
Oxalose, hyperoxalurie primaire
. Hyperoxalurie de débit ou de concentration
. Alimentation riche en oxalate et en protéines
animales
. Diurese insuffisante
. Stase, lithiases multiples, confinement
anatomique, anomalie urologique
Syndromes de malabsorption (maladie de
Crohn, maladie coeliaque...)
Hypercalciurie quelle qu’en soit I’origine

. Hypercalciurie associée a une hyperoxalurie
modérée ou intermittente

. Stase urinaire

. Alimentation riche en protéines animales,
produits laitiers ou oxalate

. Diurése insuffisante

. Hypercalciurie

. Stase, confinement anatomique
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I a

b

Ilc

Ind

IVal

IVa?2

IVb

IvVd

VI a

Acide urique anhydre
(AUO) : lithiase de
structure urico-

dépendante
Acide urique dihydraté  Si lithiase
(AU2) +/- acide vésicale :
anhydre (AUOQ) lithiase urique
de stase
Urates divers
Urate acide
d’ammonium
Enfant de
0a3ans
Carbapatite (CA) +/- Sans struvite
oxalate :
lithiase de structure
phosphatique
Carbapatite
Carbapatite Sans struvite
Carbapatite Avec struvite
Struvite (PAM)
Animal
Brushite
Cystine
Protéines

I. Etude épidémiologique de la lithiase urinaire dans la région Est Algérien

. pH urinaire acide
. Hyperuricurie intermittente
. Stase

. pH urinaire acide

. Hyperuricurie +/- hyperuricémie

. Diathése goutteuse

. Consommation d’aliments riches en purines

. défaut d’ammoniogenése rénale

. Candidose urinaire

. Troubles hydro électrolytiques

Hyperuricurie avec alcalinisation des urines soit
thérapeutique, soit d’origine infectieuse

. Hyperammoniogénese rénale ou urinaire

. Infection urinaire & germes ammoniogenes

. Malnutrition

. Anorexie mentale

. Perte de bases digestives (diarrhées
infectieuses, abus de laxatifs)

. Hyperammoniogenese rénale ou urinaire

. Infection urinaire & germes ammoniogenes

. Malnutrition

. Perte de bases digestives (diarrhées
infectieuses)

. Infection urinaire a germes non uréasiques

. Hypercalciurie

. Diabéte phosphaté

. Trouble de I’acidification tubulaire

. Hyperparathyroidie primaire

. Acidose tubulaire congénitale ou acquise
(syndrome de Gougerot-Sjogren, acidose

d’ Albright, infections urinaires chroniques
parenchymateuses, hépatites chroniques actives
.2
. Trouble focal de I’acidification rénale
(maladie de Cacchi-Ricci)
Hyperparathyroidie primaire

. Hyperparathyroidie primaire

. Infection urinaire chronigue a germes
uréasiques

. Infection de I’arbre urinaire par des germes
uréasiques

. Diurese insuffisante

Infection urinaire a germes uréasiques
. Hyperparathyroidie primaire

. Hypercalciurie

. Diabéte phosphaté

. Anomalie urologique

. Sarcoidose

Cystinurie - Lysinurie

Pyélonéphrites chroniques
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1.3.1. Observations a la loupe binoculaire

Ces observations ont été effectuées pour I’ensemble des calculs de notre série. A ce niveau,
la classification de Daudon et al. (2012) nous a permis de faire une répartition de la majorité de
nos calculs selon leur typage (et sous typage) morphologique correspondant. Cette
classification a également eu le mérite de faire distinguer les lithiases urinaires des lithiases
factices (origine non urinaire) dont la proportion avoisine 1%. Ces observations nous ont permis
également de constater, pour I’ensemble de nos calculs, que I’aspect hétérogéne, ou plus de 2
typages morphologiques coexistent dans un méme calcul, prédomine a plus de 60%. Dans ce

qui suit nous allons présenter certains aspects d’ordre morphologique observés dans notre série.

» Morphologies de I’oxalate de calcium

Dans les calculs urinaires 1’oxalate de calcium se forme selon trois phases distinctes,
L’oxalate de calcium monohydraté (COM = C1) ou Whewellite, ’oxalate de calcium dihydraté
(COD = C2) ou Weddellite et ’oxalate de calcium trihydraté (COT = C3) ou Caoxite. Cette
derniére est moins présente dans les calculs rénaux du fait de sa métastabilité (phase
thermodynamiquement tres instable de structure triclinique). Cliniquement le COT ne présente
pas un intérét particulier dans le diagnostic médical bien qu’en termes de cristallites, la présence
de cristaux de Caoxite dans les urines du réveil peut étre observée en présence de différents
facies cristallins de Whewellite en cas d’hyperoxalurie primaire. Pour ce qui de la forme
monohydraté (Whewellite ou C1) elle constitue la phase la plus thermodynamiquement stable
qui se cristallise selon le systeme cristallin monoclinique. De par sa stabilité et sa faible limite
de solubilité, la Whewellite présente également la phase la plus répondue. Sa formation
s’effectue en conditions d’hyperoxalurie. Dans les figures 12 sont représentées quelques
morphologies de [D'oxalate de calcium monohydrat¢é formés suite a des pathologies

d’hyperoxalurie particuliéres.
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Figure 12 : Micrographies de Whewellite sous différents typages morphologiques obtenus
dans des contextes pathologiques différents :

- Hyperoxalurie de débit ou de concentration (a) surface et (b) section

- Stase par anomalie urologique type syndrome de jonction (c) surface et (d) section

- Hyperoxalurie primaire (Lithiase congénitale) (e)

- Hyperoxalurie entérique (f)

La Weddellite, seconde phase d’oxalate de calcium se forme dans des conditions
d’hypercalciurie. Bien qu’elle soit une phase métastable le COD se forme avec des proportions
significatives dans les calculs rénaux. Son systeme cristallin tétragonal lui procure une forme
spécifique en spicules caractéristiques qui apparaissent généralement en surface. Dans le cas
d’un environnement urinaire d’hypocitraturie (ou ayant un déficit en inhibiteur de
cristallisation) la dimension des spicules peut dépasser les 3 mm. Les figures 13 illustrent
quelques exemples des morphologies du COD. L’instabilit¢ de la weddellite (COD) se
manifeste sur sa morphologique par la conversion cristalline COD vers COM dans laquelle les
spicules de Weddellite perdent progressivement leur forme quadratique de sorte que les spicules
initiales s’effacent (spicules émoussées) et deviennent généralement plus foncées. Dans ce
dernier cas, le calcul peut étre majoritaire en C1 mais sa morphologie de spicule émoussée

renseigne sur son origine hypercalciurique avec la formation initiale de C2.
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a)

Figures 13 : Micrographies de Weddellite mettant en évidence une surface en spicules
quadratiques (a et b) et une structure radiale en section (c) avec des exemples de la conversion
cristalline COD vers COM (d, e et f)

L’association Whewellite-Weddellite est assez fréquente dans les calculs urinaires. Dans ce
cas, la formation de des deux composant peut-étre aussi bien initiale qu’intermittente. La partie
centrale du calcul (Noyau) renseigne généralement sur la cause de sa nucléation et le reste

(Section et Surface) sur les causes suppléementaires associées ou intermittentes (Fig 14)

Figure 14 : Micrographies mettant en évidence 1’association en surface des composants
oxalo-calciqgues COM et COD (a, b et c) et au niveau de section (d, e et f)
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» Morphologies de la lithiase urique et purique

La lithiase urique est formée essentiellement de deux composants lithiasiques a savoir
’acide urique anhydre, qui est la phase la plus thermodynamiquement stable, et ’acide urique
dihydraté (moins stable). Morphologiquement, ces composants se forment selon les sous-types
[ITa et IIIb. L’acide urique, qui est le produit terminal de la dégradation des purines, posseéde
une faible solubilité et se forme particulierement en milieu acide (faible pH). Le contexte de sa
formation est, de ce fait, lié & une Hyperuricurie, associée ou non a une Hyperuricémie. Dans
ce cas, les orientations étiologiques sont focalisées sur 1’exces d’excrétion rénale de ’acide
urique qu’il soit inné du métabolisme ou dii a une maladie secondairement acquise. Les facteurs,
age, apport hydrique faible, consommations excessives d’aliments riches en purines dont les
protéines animales (viandes et abats ....) favorisent considérablement la formation de tels
calculs. La localisation de la lithiase urique au niveau ’arbre urinaire peut également étre
révélatrice de son origine. Dans ce cas, la lithiase urique vésicale est généralement formée dans
un contexte de stase induit par adénome prostatique. Celle rénale, est beaucoup plus liee a un
défaut d’ammoniogenése. Dans les figures 15 on donne des exemples de lithiases uriques qui

illustrent ces différents aspects.

48




Partie pratique

I. Etude épidémiologique de la lithiase urinaire dans la région Est Algérien

Figures 15: Micrographies relatives a des
lithiases d’acide urique formé dans différents
contextes :

(a, b) Hyperacidité urinaire avec une
morphologie I11b en surface et en section
(c, d) Stase dans un contexte d’adénome
prostatique avec un typage Illa en surface
et en section

(e, ) Association d’AUO et d’UrAm dans
un contexte d’Hyperuricurie associée a une
Hyperuricémie

(9, h) Initiation du calcul par hyperacidité
urinaire et croissance par hyperoxalurie et
consommation excessive de protéines
animales

L’association de I’acide urique avec d’autres composants lithiasiques est assez fréquente

notamment avec I’urate acide d’ammonium et ’oxalate de calcium monohydraté (Figl5 e-h).

Dans le premier cas I’hyperuricurie est associée avec ’hyperuricémie et dans le deuxiéme cas

on ¢évoque souvent I’hyperacidité urinaire associée avec une hyperoxalurie et une

consommation excessive de protéines animales.

» Morphologie de la lithiase phosphocalcique

Les composants de ce type de lithiase appartiennent a la famille des phosphates calciques

qui se cristallisent, pour la plupart, en systéme hexagonal. Selon le pH urinaire, on note, pour

ces composants, une facilité de conversions cristallines vers des phases plus stables a partir

d’autres qui le sont moins. Dans les urines on peut observer la formation d’une panoplie de

phosphates calciques dont le phosphate amorphe de calcium carbonaté, I’hydroxyapatite, la
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whitlockite, la brushite, le phosphate tricalcique, le phosphate octocalcique et la carbapatite
(carbonate-apatite). La formation de ces composants est cependant amoindrie en milieu acide
et le domaine de leur précipitation est généralement supérieur a un pH=6. Dans les urines, a pH
> 6,5 avec un produit molaire important, se précipite en premier le phosphate amorphe de
calcium carbonaté (PACC) qui évolue spontanément en carbonate apatite (Carbapatite : CA)
ou en brushite. Cette derniere semble cependant plus stable en milieu légerement acide (de 6
a 6,5). De ce fait, le PACC et les carbonates apatites (CA) sont de loin les composants
phosphocalciques les plus usuelles dans la lithiase rénale phosphocalcique. Le contexte de
formation de ce type de lithiase est trés variable bien qu’il se focalise généralement dans
I’hypercalciurie-hyperphosphaturie, I’infection urinaire a germes uréasiques ou non uréasiques,
diabete phosphoré, hyperparathyroidie primaire. Dans les figures 16 sont illustrés des
micrographies de la morphologie du sous type IVVal (majoritaire), et dont la carbapatite est le
composant prédominant, orientant vers diverses étiologies dont : une hypercalciurie avec un
trouble mineur de I’acidification inné ou acquis (infection parenchymateuse, médicaments
inhibiteurs de I’anhydrase carbonique) (Fig : 16 a et b), une infection urinaire a germes
uréasiques (Fig : 16 c et d) et une infection urinaire a germes non uréasiques (Fig : 16 e et f).
La brushite, quant a elle, se cristallise sous le sous type 1Vd comme elle se forme également
dans des contextes étiologiques différents dont I’hyperparathyroidie primaire (Fig : 17 a et b),
I’infection urinaire a germes uréasiques (Fig : 17 c et d) et I’hypercalciurie (Fig : 17 e et f).
Dans les figures 18 sont illustrées la carbapatite sous une morphologie 1VVa2, orientant vers
une €tiologie spécifique qui est I’acidose tubulaire distale (Fig : 18 a et b), et lithiase d’infection

associant la whitlockite sous I'VVal avec les protéines sous VIb (Fig : 18 c et d)
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Figure 16 : Lithiases de carbapatite (composant prédominant) de morphologie 1Va;
majoritaire orientant vers diverses étiologies

- Hypercalciurie avec un trouble mineur de I’acidification inné ou acquis (a) et (b)

- Infection urinaire a germes uréasiques (c) et (d)

- Infection urinaire a germes non uréasiques (e) et (f)
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a) b)
Brushite a 100%

[Vd+IVai+ [Vc

Noyau: l[a;

Couches profondes :
[laallb

Section et surface:
[Vd majoritaire

Figure 17 : Lithiases de brushite (composant prédominant) de morphologie 1\VVd orientant vers
diverses étiologies

- Hyperparathyroidie primaire (a) et (b)

- Infection urinaire a germes uréasiques (c) et (d)

- Initiation pat hyperoxalurie et croissance par hypercalciurie (e) et (f)
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Carbapatite sous :
[Va; + [Va;

[Va; + VIb

Figure 18 : Lithiases de carbapatite sous les sous types IVVal + Va2 orientant vers une
acidose tubulaire distale (a) et (b) et lithiase d’infection ayant la whitlockite (sous IVal) et
les protéines (sous VIb) comme composants prédominant (c) et (d)

» Morphologies de la lithiase de phosphate ammoniaco-magnésien hexahydraté
(Struvite)

La Struvite, qui est au fait le phosphate ammoniaco-magnésien hexahydraté (PAM), se
forme dans les urines dans un contexte infectieux en raison de la présence exclusive de germes
uréasiques. Elle se cristallise dans le systéme orthorhombique d’ou la forme tabulaire ou
prismatique qui la caractérise et permet de I’identifier facilement et la différencier des autres
composants lithiasiques. Au niveau I’arbre urinaire la struvite se forme selon une morphologie
de sous type IVc comme on la retrouve selon le sous type IVb lorsqu’elle est associée avec les
autres phosphates calciques notamment la carbapatite. Dans la figure 19 sont représentées les
deux morphologies de la struvite les plus fréquentes : la IVVc ou les cristaux de struvite sont bien
apparents et la IVVb ou la struvite se présente en pcristaux mélangés avec ceux des phosphates
calciques et notamment avec les sphérules de carbapatite. Les calculs ainsi formés peuvent avoir
une dimension trés importante qui leur permet d’épouser les cavités du rein (bassinet et calices)

et dans ce cas on dit qu’ils sont de type coralliforme (Fig 19c).
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Figure 19 : Struvite sous les morphologies 1\Vc (100% struvite) et 1Vb (Struvite + Phosphate
calcique).
Dans certains cas la struvite se forme en sable composé au fait par des cristaux
orthorhombiques de struvite en formes prismatique (forme de cercueil) (Fig : 20 a et b). On
peut aussi retrouvés ces cristaux compressés et enrobés par une couche épaisse du méme

composant (struvite) érodé par frottement (Cas de stase) (Fig 20 c).

Figure 20 : Lithiases de struvite particuliére
- (a) et (b) Struvite en sable composé de cristaux prismatique (ou en forme de cercueil)
- (c) Cristaux de struvite enrobés a l’intérieur d’une couche épaisse du méme
composant érodé et lissée par frottement (cas de stase)
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Dans certains cas la struvite se forme sur un corps étranger, notamment une sonde double J
(sonde JJ). Cette derniére qu’on place pour prévenir ou contourner un obstacle au niveau de
l'uretére devient un siége préférentiel de précipitation de composants lithiasiques. Le temps
que doit garder le patient ce genre de sonde est variable et il peut se prolonger a 1 an d’ou le
risque accru de devenir un siege de germination et formation de lithiase. Dans le cas de la
struvite, la cinétique de formation étant rapide et le risque d’enrober la sonde 2J par ce
composant est important (Fig 21). La struvite peut dans certains cas couvrir une bonne partie

de cette sonde ce qui nécessitera une intervention chirurgical complexe pour la retirer.

Figure 21 : Struvite forme sur sondes 2J
- Sur une extrémité de la sonde (a)
- Touchant une grande partie de la sonde (b) et (c)
1.3.2. Observations au Microscopique Electronique a Balayage
Ces observations ont €té focalisees sur des composants phosphocalciques et sur la struvite.
Les observations micrographiques a 1’échelle mésoscopique (Pour nos échantillons entre 200
nanometres et 200 micrometres) ont permis de constater que la Carbapatite (Carbonate apatite)
se forme en sphérules. On cas de lithiase d’infection a germes uréasiques ces sphérules sont
entachées en surface par des empreintes témoins de 1’action de ces germes sur ce composant
(Fig 22a). Dans un contexte non infectieux, cas d’hypercalciurie et/ou d’hyperphosphaturie, la

surface des sphérules d’apatite est tout simplement dépourvue de ces empreintes (Fig 22b).
La structure intime de la struvite a été également révélée par microscopie électronique a

balayage(MEB) (Figure 23). Elle se présente en bloc a surface striées présentant des empreintes
en pattes d’oie (Fig : 23a et b).
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Figure 22 : Sphérules de Carbapatite formées dans un contexte d’infection urinaire & germes
uréasiques et présentant des empreintes en surface (a) et celles formées dans un contexte
d’hypercalciurie dépourvue d’empreintes en surface (b)

La composition globale des calculs d’infection est généralement hétérogene. Dans la figure
23c struvite est en présence de carbapatite dont les sphérules entachées d’empreintes en surface
attestant leur réaction action des germes uréasiques. La figure 23d montre des aiguilles d’urates

d’ammonium ségrégées en forme d’oursin en présence de struvite.

Figure 23 : Mlcrographles de struvite a I’ echelle mesoscoplque
- Bloc de struvite a surface striés se présentant sous forme d’empreintes en pattes d’oie
(@) et (b)
- Struvite en présence de sphérules de carbapatite présentant des empreintes en surface
attestant les caractéres infectieux (a germes uréasiques) de la formation du calcul (c)
- Struvite avec de I'urate acide d’ammonium en forme d’oursin (d)

56



| Partie pratique I. Etude épidémiologique de la lithiase urinaire dans la région Est Algérien

|.4. Résultats

1.4.1. L’évolution par le typage morphologique

Cette partie est un récapitulatif des observations effectuées afin de dégager les fréquences
des différents types morphologiques et de leurs associations pour 1’ensemble des 1553 cas
lithiasique considérés dans cette étude. Notre cohorte est répartie par sexe en 1029 hommes et
524 femmes donc selon un ratio Hommes/femmes de 1,96. Dans le tableau 5 on a établi une
répartition selon 1’age des patients qui a révélé une distribution en gaussienne autour d’un

maximum au niveau la tranche 40-49ans.

Tableau 5 : Répartition des cas lithiasique selon 1’age

Tranches d’age Total % Homme %H Femme %F

1-9 ans 68 4,4 49 4,8 19 3,6
10-19 ans 38 2,4 23 2,2 15 2,9
20-29 ans 154 9,9 98 9,5 56 10,7
30-39 ans 320 20,6 217 21,1 103 19,7
40-49 ans 357 23,0 245 23,8 112 21,4
50-59 ans 316 20,3 211 20,5 105 20,0
60-69 ans 207 13,3 122 11,8 85 16,2
70-79 ans 7 5,0 o1 5,0 26 5,0
80 plus 16 1,0 13 1,3 3 0,6
Total 1553 100 1029 100 524 100,0

Une répartition en histogramme selon le sexe et ’age des patients (Fig 24) montre dans
I’ensemble des similitudes entre les deux sexes sauf pour la tranche 60-70 ans ou la maladie

lithiasique est plus prononcée chez les femmes.
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Figure 24 : Histogramme de la réparation des patients lithiasiques selon leur &ge et leur sexe

Les observations micrographiques nous ont permis donc de dégager les types et sous types
de ’ensemble des calculs de notre cohorte. Les résultats obtenus sont étalés dans le tableau 6.
Dans ce dernier nous avons séparé la partie centrale du calcul (noyau) du reste du calcul (section

plus surface) pour distinguer entre les causes de la nucléation des calculs de celles responsables
de leur croissance.
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Tableau 6 : Fréquences des types morphologiques et leurs associations au noyau et en surface des

calculs urinaires selon le sexe

NOYAU RESTE DU CALCUL
Typage Homme Femme Total Homme Femme Total
N° % N° % N° % N° % N° % N° %
| 125 12,1 65 12.4 190 12.2 104 10.1 63 12.0 167 10.8
1l 117 114 36 6.9 153 9.9 87 8.5 20 3.8 107 6.9
i 162 15.7 63 12.0 225 14.4 95 9.2 47 8.9 142 9.1
v 118 114 109 20.8 227 14.6 69 6.7 57 109 126 8.1
\Y 17 2.24 20 3.8 37 2.4 16 1.6 20 3.8 36 2.3
VI 1 0.09 0 0 1 / / / / / / /
Association de deux types morphologiques
1+11 74 7.3 21 3.4 95 6.1 184 179 68 13.0 252 16.2
1+111 37 3.6 12 2.3 49 3.04 58 5.6 30 5.7 88 5.7
1+1Vv 35 3.4 43 8.2 78 5.0 43 4.2 39 7.4 82 5.3
1+VI 1 / 3 0.6 4 0.25 1 / 1 0,14 2 0.13
1H+111 13 1.3 8 1.5 21 1.4 9 0.87 4 0.76 13 0.84
H+1v 186 18.1 84 16.0 270 17.3 129 125 77 14.7 206 13.2
Hi+1v 8 0.8 6 1.1 14 0.9 17 224 10 1.9 27 1.74
IV+VI 2 / / / / / 2 / 0 0 2 0.13
IV+V 0 0 0 0 0 1 / 0 0 1 /
Association de trois types morphologiques
1+11+111 7 0.64 1 0.19 8 0.51 21 1.92 5 0.95 26 1.7
1+1+1V 78 7.05 21 4.0 99 6.4 178 169 72 13.7 228 14.6
1+11+1V 1 0.32 3 0.6 4 0.3 4 0.32 3 0.57 5 0.32
1+11+VI 2 0.32 0 0 2 0.13 1 0.16 1 0.30 2 0.13
H+T+1V 1 0.16 0 0 1 / 0 0 2 0.38 2 0.13
IV+IT+VI 2 0.32 0 0 2 0.13 1 0.16 1 0.14 2 0.13
IV+VI+I 1 0.16 0 0 1 / 1 0.16 0 0 1 /
Association de quatre types morphologiques
I+1+1+1V 1 / 0 0 1 0.10 1 0.16 1 0.14 2 0.13
1+11+1V+VI 2 / 0 0 2 0.10 / / / / / /
Autres 3 0.3 4 0.76 7 0.42 7 0.64 3 0.57 8 0.52
Total 994 499 1493 1029 100.0 524 100.0 100.0
existant
Mangquant 35 25 60 / / / / / /
TOTAL 1029 100.0 524 100.0 1553 100.0 1029 100.0 524 100.0 100.0

Il ressort pour les deux sexes que le typage unique est beaucoup plus fréquent au niveau des

noyaux que dans le reste des calculs (53,6% vs 37,2%) ce qui dénote que la croissance des

calculs présente un contexte plus diversifié que celui de leur nucléation initiale. Cette tendance

est plus marquée pour le type 1V (Noy : 14,6% vs Cal : 8,1%), le type 11 (Noy : 14,4% vs Cal :

9,1%) et le type 1l (Noy: 9,9% vs Cal : 6,9%). Pour ce qui est du type I on constate qu’il

présente la plus grande fréquence comme type unique dans les calculs mais il est dépassé par

les types 11 et IV au niveau des noyaux. La séparation par sexe des patients a révélé que le type
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Il prédomine pour les hommes alors que le type 1V est a prédominance féminine et cela aussi
bien dans le noyau que dans le reste du calcul.

En termes d’associations de types morphologiques les plus grandes fréquences sont
enregistrées pour les combinaisons entre les types I, 1l et IV. Au niveau du noyau la
prédominance revient a I’association II + IV (Noy : 17,3% vs Cal : 13,2%) alors qu’au niveau
du reste du calcul c’est les associations I+ (Noy : 6,1% vs Cal : 16,2%) et I1+I11+1VV (Noy :
6,4% vs Cal : 14,6%) qui predominent. Ces tendances restent invariables avec le sexe des

patients.

1.4.2. L>analyse constitutionnelle des calculs
1.4.2.1. Composition globale des calculs urinaires

Dans le tableau 7 sont exposees les fréquences de présence des différents constituants
lithiasiques dans I’ensemble des calculs analysés. L’oxalate de calcium monohydraté
(Whewellite) présente globalement la valeur la plus élevée (77,6%) et notamment pour les deux
sexes (H : 79,4% et F : 72,2%). Les phosphates de calcium, se présentent aussi avec des
fréquences ¢€levées ou ’on reléve pour la carbapatite une fréquence de présence globale de
59,7% équivalente a celle de la weddellite (61,8%). Les purines sont présentes avec des
fréquences relativement importantes : 24,7% pour ’acide urique et 12% pour ['urate
d’ammonium. La struvite est présente dans 7,9 % de méme ordre entre de grandeur entre sexes.
Pour les autres phosphates, Le phosphate amorphe de calcium carbonaté (PACC) est retrouvé
également a fréquence similaire pour les deux sexes (9,8%) cependant la brushite enregistre des
fréquences réduites (H : 1,4% vs F : 0,6 %). Finalement la cystine s’affirme avec fréquence de

présence de (2,4%).

Dans la case « divers » de ce tableau la fréquence de présence atteint une valeur trop
élevée attribuée en grande partie aux protéines dont les trames sont souvent associées a la

structure méme du calcul notamment les calculs oxalocalciques et uriques.
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Tableau 7 : Fréquence de présence des constituants dans les calculs selon le

sexe des patients

Constituants Homme Femme Total
1029 / % 524 | % 1553/ %
Oxalate de calcium
Whewellite 817/79,4 379/72,2 1196/77,6
Weddellite 685/66,6 275/52,5 960/61,8
Phosphates de calcium
Carbapatite 625/60,7 302/57,6 927/59,7
Phosphate amorphe de calcium 99/9,6 53/10,1 152/9,8
Brushite 14/1,4 3/0,6 17/1,1
OCP 24/2,3 8/1,4 32/2,0
whitlockite 41/4,0 25/4,8 66/4,2
Struvite (PAM) 88/8,6 34/6,5 122/7,9
Purines
Acide urique 238/23,1 145/27,7 383/24,7
Urate d’ammonium 104/10,1 82/15,6 186/12,0
Autres urate 5/0,5 11/2,1 16/1,0
Cystine 18/1,7 20/3,8 38/2,4
Divers 336/33,1 159/30,4 495/32,2

Divers : Xanthine, protéines, triglycérides, polysaccharides, médicaments...)

1.4.2.2. Composants majoritaires dans les calculs

Dans le tableau 8 sont rassemblées les frequences des différents constituants majoritaires
dans les calculs en fonction du sexe des patients. Les oxalates prédominent en tant que
composant majoritaire dans les calculs avec une fréquence 65,4% des calculs sous forme de
whewellite (45,3%) et a un degré moindre de weddellite (20,1%). Il s’en suit les acides uriques
avec une fréquence de 13,4%, puis les phosphates calciques (10%) prédominés par la
carbapatite (9,4%). En dernier lieu se positionnent la struvite (PAM) avec 3,7%, la cystine avec

2,4% et I’'urate d’ammonium avec 0,9%.
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Tableau 8 : Fréquence des constituants majoritaires dans les calculs selon le
sexe des patients

Constituants Homme Femme Total
1029/ % 524/ % 1553/ %
Oxalate de Ca 729/71,2 288/55,0 1017/65,4
Whewellite 474/46,3 230/43,9 704/45,3
Weddellite 255/24,9 58/11,1 313/20,1
Phos de Ca 75/7,3 81/15,5 156/10,0
Carbapatite 67/6,5 79/15,1 146/9,4
Brushite 7/0,7 2/0,4 9/0,6
Phosphate amorphe de 1/0,1 0/0 1/<0,1
calcium
Struvite(PAM) 42/4,1 16/3,1 58/3,7
Acide urique 126/12,3 82/15,6 208/13,4
Urate d’ammonium 8/0,8 8/1,5 16/0,9
Cystine 19/1,9 22/4,2 41/2,4
Autres 16/1,6 21/4,0 37/2,4

1.4.2.3. Composants majoritaires dans les noyaux

L’initiation de la formation du calcul est renseignée par sa partie centrale qui s’apparente
généralement a un noyau. La composition de ce dernier oriente, de ce fait, vers la cause initiale
de sa lithogenese. En ce qui concerne la de croissance les orientations étiologiques peuvent étre

différentes du primaire de sa formation.

Tableau 9 : Fréquence des constituants majoritaires des noyaux selon le sexe
des patients

Constituants Homme Femme Total
1029 / % 524 | % 1553/ %
Oxalate de Ca 573/56,7 220/42,0 793/51,1
C1 395/38,4 169/32,3 564/36,3
C2 178/17,3 51/9,7 229/14,7
Phos de Ca 299/29,1 127/24,2 426/27,4
CA 288/27.9 117/22,3 405/26,1
Autres PhCa 11/1,1 10/1,9 21/1,3
PAM 44/4,3 22/4,2 68/4,4
Ac Ur 120/11,7 75/14,3 195/12,6
UrAm 21/2,0 28/5,3 49/3,2
Cys 19/1,8 22/4,2 41/2,6
Autres 25/2,4 32/6,1 5713,7
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Dans le tableau 9 on a reporté la fréquence des constituants majoritaires des noyaux selon
le sexe des patients.

Le composant dominant dans le noyau est la whewellite (36,3%) suivi de la carbapatite
(27.4%), puis de la weddellite (14,7%) et de I’acide urique (12,6%).

1.4.3. Lithiase et infection

Les critéres utilisés permettant d’identifier toute lithiase ayant trait a une quelconque
infection de I’arbre urinaire sont : La présence de struvite (PAM), de phosphate de calcium avec
un taux de carbonatation supérieure a 17%, un taux de phosphate amorphe de calcium carbonaté
(PACC) supérieur a 10%, de Whitlockite avec un taux de  supérieur a 17% et finalement
I’association de carbonates apatites avec I'urate d’ammonium. Les morphologies
correspondantes en termes de sous-type sont 1\VVc, Vb associé ou non avec du IVc et/ou du
IVai, IVa1 soit avec une carbonatation superieure a 15% ou comprenant du phosphate amorphe
de calcium carbonaté (PACC) avec un taux dépassant les 10%. On y trouve également
I’association du IVaz avec du Il1d. Ainsi on a relevé dans notre cohorte de 1553 cas lithiasiques
222 (14,3%) lithiases en rapport avec I’infection des voies urinaires dont 121 (11,8%) pour le

cas des hommes et 101 (19,3%) pour celui des femmes.

Une répartition selon I’dge des patients (tableau 10) montre que ce type de lithiase est
observé dé¢s I’enfance [0-9 ans] et ’adolescence [10-19ans] avec les fréquences le plus élevées
de 44,1% et 21,1% respectivement. Pour les adultes son évolution reste assez réguliéres aux
alentours de 13 a 14% jusqu’a 60ans et régresse légérement vers 9% pour les ages les plus

avancés (> 60ans).

Tableau 10 : Répartition selon 1’4ge des patients

Total =222 Hommes n=121 Femmes n =101

TranchesAGe  prrectits 96 Effectifs 9%  Effectifs %
1-9 ans 30 44,1 27 55,1 3 15,8
10-19 ans 8 21,1 6 26,1 2 13,3
20-29 ans 22 14,3 11 11,2 11 19,6
30-39 ans 43 13,4 19 8,7 24 23,3
40-49 ans 50 14,0 20 8,1 30 26,8
50-59 ans 41 13,0 22 10,4 19 18,1
60-69 ans 19 9,2 10 8,1 9 10,6
=70 ans 9 9,7 6 9,3 3 10,3
Total 222 100,0 121 100% 101 100%
Fréquences par tranche d’age (nbr de lithiases d’infections /nbr de lithiasiques par tranche
d’age)
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Une répartition par sexe des patients montre clairement que les garcons sont les plus
touchés par la lithiase d’infection (55,1% pour les moins de 10 ans) alors que pour les filles la
fréquence est nettement inférieure (15,8%). A 1’adolescence (de 10 a 19 ans) la prédominance
masculine de la lithiase d’infection est maintenue mais au-delas, et pour toutes les tranches
d’age, cette prédominance est nettement féminine du moins jusqu’a 60 ans. Si dans le cas des
hommes adultes la lithiase d’infection semble se stabiliser a partir de 20 ans elle présente pour
les femmes une évolution modérée culminant a 26,8% entre 40 et 49 ans puit s’amortie

progressivement a partir de 50 ans (Fig 25)

Hommes Femmes
12 30
10
8 ‘ 20
6
4 10 ‘
0 0
Effectifs % Effectifs %
M 20-29 ans M 30-39 ans M 40-49 ans H20-29 ans M 30-39 ans M 40-49 ans
H50-59 ans H 60-69 ans B >70 ans i 50-59 ans @ 60-69 ans ®> 70 ans

Figure 25 : Histogrammes des fréquences de la lithiase d’infection par tranche d’age et le
sexe des patients adultes.

A ce niveau, une décantation s’impose pour distinguer le caractére uréasique de celui non
uréasique des germes mis en jeu dans la formation des calculs en rapport avec I’infection de
I’arbre urinaire. En outre, I’infection urinaire peut étre la cause d’initiation du calcul (calcul
d’infection) comme elle peut se manifester secondairement au niveau d’un calcul initi¢ dans
des conditions non infectieuses (calcul secondairement infecté).

Pour le premier aspect évoqué on a relevé 196 calculs (88,3 %) ou I’infection est due a des
germes uréasiques dépassant d’une facon conséquente les cas ou I’infection est en rapport a des
germes non-uréasiques. En fonction du sexe cette tendance est plus marquée chez les hommes
(Hommes : 93,4% vs Femmes : 82,2%). Dans la figure 26, sont représentés les fréquences des
infections a germes non uréasiques par tranche d’age et par sexe des patients ayant une lithiase
d’infection. Dans le cas des hommes ce type de lithiases augmente assez régulierement
jusqu’aux ages les plus avancés pour atteindre une fréquence de 20% pour les [60-69 ans]. Pour
le cas des femmes la tranche [60-69 ans] est également la plus marquée pour ce type de lithiases

avec une fréquence de 22,2% mais leur évolution avec I’age n’est pas aussi réguliere.
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Pour le second aspect, on a relevé 191 (soit 86%) lithiases ayant été la cause premiére de la
formation des calculs d’infection (calculs d’infection) versus 31(soit 14%) lithiases ou
I’infection est secondaire a une autre cause de germination donc d’initiation du calcul (calculs

infectés).

Hommes Femmes

25
25 % G Non Urés

20 20

% G Non Urés 1s
15
10 10
5 i
w :

0-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 >70ans
ans ans ans ans ans ans

wv

0-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 >70
ans ans ans ans ans ans ans

Figure 26 : Fréquence des lithiases a germes non uréasiques par sexe et pour chaque tranche
d’age

Omis les calculs secondairement infectés, la lithiase d’origine infectieuse ne représente donc
que 12,3% de notre cohorte de 1553 cas lithiasiques. Une répartition selon le sexe des patients
montre que ces lithiases représentent 10,3% des lithiases masculine versus 16,2% des lithiases

de sexe féminin.

Hommes Femmes
25 Secondaire % 30 Secondaire %
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15
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10
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0-9 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 >70- 0-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 >70
ans ans ans ans ans ans ans ans ans ans ans ans ans ans ans

Figure 27 : Fréquences des lithiases infectées par sexe et pour chaque tranche d’age

Dans la figure 27 sont représentées les fréquences de ces lithiases infectées pour chaque
tranche d’age par sexe des patients. Dans le cas des hommes adultes, la tranche [50-59ans]

présente la proportion la plus importante (5/22=22,7%) atteinte apres une évolution réguliére
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dés la troisieme décennie. Dans le cas des femmes c’est cette troisiéme décennie qui présente
le plus de lithiases infectées (27,2%) et ces dernieres se stabilisent de 30 & 49 ans a 16,7% pour
finalement s’abaisser vers 11% de 50 a 70 ans. Un récapitulatif de 1’ensemble des résultats de

ces deux aspects (type de germes et infection primaire/secondaire) est donné par le tableau 11.

Tableau 11 : Récapitulatif de I’ensemble des résultats (par sexe et tranches d’age) des types
de germes et de ’origine de I’infection

Tranches Types de Germes Origine de I’Infection
d’Age Femmes Hommes Total Femmes Hommes Total
101 121

Ur NUr Ur NUr Ur NuUr 29 & o qer pnd o qer

0-9 ans 3 0 26 1 29 1 1 2 2 25 3 27
10-19 ans 2 0 6 0 8 0 0 2 1 5 1 7
20-29 ans 10 1 11 0 21 1 3 8 1 10 4 18
30-39 ans 20 4 18 1 38 5 4 20 2 17 6 37
40-49 ans 24 6 18 2 42 8 5 25 3 17 8 42
50-59 ans 16 3 20 2 36 5 2 17 5 11 7 34
60-69 ans 7 2 8 2 15 4 1 8 1 9 2 17
>70 ans 3 0 6 0 9 0 0 3 0 6 0 9
Total 83 18 113 8 196 26 16 85 15 106 31 191
effectif

Ur : germes uréasiques 2" Infection secondaire

N Ur : germes non uréasiques 1°" : Infection primaire

Dans I’ensemble la lithiase liée a I'infection de I’arbre urinaire peut dans certains cas
s’accompagner par d’autres étiologies. Dans notre série on a enregistré environ 18 % des cas
ou I’infection est associée a d’autres causes d’origine non infectieuse dont les plus importantes
sont 1’hyperoxalurie (6,6%), ’hypercalciurie (4,1%) a égale fréquence avec I’association

hyperoxalurie-hypercalciurie (Fig 28).
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Figure 28 : Histogramme donnant les principales étiologies associées a la lithiase
liée a I’infection de I’arbre urinaire

1.5. Discussion

Dans cette partie de notre étude une cohorte de 1553 cas lithiasiques a été considérée comme
¢chantillonnage de notre étude épidémiologique sur la lithiase d’infection au niveau de la région
Est Algérien. Dans I’ensemble, le ration Homme/Femme, étant de 1,96 (Hommes : 1029 vs
Femmes : 524), permet d’affirmer la prédominance masculine de cette pathologie avec une
valeur comparable avec celles des pays industrialisés (Daudon et al, 2008; Daudon, 2005;
Charles et al, 2012; Vincent et al, 2015; Alapont Perez et al, 2001) et ceux du Maghreb arabe
(Djelloul et al, 2006; Alaya et al, 2012; Boumzaoued et al, 2015). La répartition selon I’age et
le sexe des patients fait ressortir une forme gaussienne maximisée, pour les deux sexes, au
niveau de la tranche d’age 40-49ans. Cependant, dans le cas des femmes, une recrudescence de
cette pathologie est notée entre 50-69 ans contrairement aux hommes pour lesquels on note une

baisse remarguable au-dela de 50 ans.

Selon I’approche morpho constitutionnelle (Daudon, 2000) et au premier abord, I’aspect
morphologique nous a été d’une importance capitale pour distinguer et identifier les cas de

lithiases en rapport avec I’infection de I’arbre urinaire. En effet, ce genre de calculs se distingue
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par le typage IV et plus précisément par les sous-types IVc, 1Vb et aussi IVaz. Pour les deux
premiers sous-types I’infection est, dans tous les cas, a germes uréasiques tandis que pour le
sous type 1Va: la lithiase n’est pas toujours liée 1’infection et si c’est le cas, elle est peut-étre
due a des germes non uréasiques. Iy a lieu de signaler que le type IV englobe également des
lithiases d’hypercalciurie et/ou d’hyperphosphaturie avec le sous-type 1Vai. Dans notre série et
comme typage unique, indépendamment des étiologies, le type IV enregistre la fréquence la
plus élevée au sein des noyaux des calculs et sa fréquence reste conséquente dans le reste des
calculs (section et surface). Ce typage s’associé assez bien avec le type 11 (cas d’hypercalciurie)
(Daudon et al, 1993) et le type | (sous type la) et plus particulierement sous forme de plaque de
Randall en cas de calcification papillaire (Letavernier et Daudon, 2016). Les lithiases associant
les sous-types Illd (majoritaire en UrAm) avec Va1 se développent également a partir d’un
environnement infectieux. Généralement, 1’association entre les sous-types du type Il oriente
vers une hyperuricurie avec ou sans hyperuricémie.

Les calculs d’infection ont une morphologie ramifiée, complexe ou coralliforme de
dimension importante témoignant de leur évolution chronique caractérisée donc par une
cinétique de croissance rapide (Coe et al, 2005). Cependant, L’aspect ramifi¢ et, au-dela,
coralliforme n’est pas spécifique aux lithiases d’infection car on le retrouve également pour
d’autres composants lithiasiques comme la cystine, I’acide urique et les calculs de composition
mixte oxalo-phosphocalciques (Akagashi et al, 2004). Pour le sous type I\VVc on peut observer

par loupe binoculaire différents facies de cristaux de struvite et leurs enchevétrements.

L’aspect morphologique a été considéré pour identifier les différentes zones d’hétérogénéité
au sein du calcul ce qui nous a permis non seulement de choisir les zones des prélevements pour
I’analyse spectroscopique mais aussi de distinguer les calculs d’infection des calculs infectés.
La morphologie et la composition du nidus du calcul sont des éléments tranchants pour faire
cette distinction. Dans notre série on a également rencontré des lithiases de struvite (sous type
IVc et IVVb) formés sur corps étrangers en ’occurrence des endoprothéses urétérales de type
double J (sondes 2J). Il se trouve que dans certains cas la sonde 2J favorise le dép6t protéique
propice a 1’adhérence des bactéries elles-mémes précurseurs a la formation d’une matrice
polysaccharidique appelée biofilm (Sohshang et al, 2000; Nickel et al, 1985). Ces bactéries
lithogénes, entretiennent par la suite la formation de composants lithiasiques qui incrustent ce
corps étranger (Hedelin, 2002). Dans notre série, on a noté que la struvite est le composant le
plus fréquent dans ces incrustations a raison de 3/5 des cas ce qui reste conforme aux premiéres

études sur ce sujet (Westbury, 1974; Sofer et Denstedt, 2000) mais décaler par d’autres études
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plus récentes ou les incrustations par des composants caractéristiques de 1’infection comme la
struvite sont devenus moins fréquents (Roupret et al, 2005; Bouzidi et al, 2008). Dans ce sens,
il est a signaler qu’une amélioration des matériaux des sondes ainsi qu’une antibioprophylaxie
adéquate expliquent en partie cette réduction des incrustations d’origine infectieuse (Chew,

2006; Shaw et al, 2005).

On a constaté que les composants lithiasiques se présentent également sous une
morphologique caractéristique a 1’échelle mésoscopique. Pour ce qui est de la struvite, les
observations aux MEB montrent des surfaces planes striées en pattes d’oie. A cette échelle, on
a également mis en évidence des sphérules de Carbapatite (CA) avec une surface criblée
évoquant des empreintes bactériennes lorsque ce composant est mélangé avec la struvite
(contexte d’infection a germes uréasiques) et d’autres, formées dans un contexte
d’hypercalciurie, qui sont dépourvue de ces empreintes en surface. Ce résultat, déja notifié par
des études antérieures (Delatte et Santos, 1977; Leusmann, 1982), a éte corrélé avec la présence
de phosphate de calcium carbonaté amorphe (ou whitlockite) et CA avec un ratio de carbonate

¢levé (>15%) en cas d’infection a germes uréasiques (Carpentier et al, 2009.).

L’analyse constitutionnelle par spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)
qui s’ensuivie nous a permis de se fixer sur ’ampleur de la lithiase ayant trait a la I’infection
de I’arbre urinaire a partir de notre série de 1553 cas lithiasiques. En se basant sur les criteres
permettant de mettre en cause la lithiase d’infection (Maurice-Estepa et al, 1999), on a relevé
222 (14,3%) lithiases de ce type dont 121 (11,8%) des hommes lithiasiques et 101 (19,3%) des
femmes de notre série. L’infection urinaire est, de ce fait et dans ’ensemble, a prédominance
féminine touchant environ deux fois plus de femmes que d’hommes. Une répartition selon I’age
des patients montre que la tranche 40-49 ans est la plus touchée par I’infection. Selon le sexe
des patients on note cependant des différences notables notamment pour les enfants (de 0 a 9
ans) ou la lithiase d’infection est plus de trois (03) fois plus prononcée chez les gargons que les
filles (G : 55,1% vs F : 15,8%) et également, a un degré moindre, pour les adolescents (H :
26,1% vs F : 13,3%).

En outre, I’évolution de la lithiase d’infection chez les hommes fluctue modérément (de 11
a 8 %) depuis I’age 20 ans jusqu’aux ages les plus avancés. Pour ce qui est des femmes adultes,
on enregistre une fréquence maximale pour la tranche 40-49ans précédée par une progression
réguliere depuis la troisieme décennie et suivie d’une régression assez rapide.

Les germes mis en jeu pour ce genre de lithiase peuvent étre uréasique (Lerner et al, 1989;

Rivadeneyra et al, 1999) ou non uréasique (Bruyerea et al, 2008; Rieu, 2005.). Pour ce qui est
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du premier type les principaux germes producteurs d’uréase impliqués dans la genese des
calculs urinaires d’infection sont dans 1’ordre décroissant les Proteus (toutes espéces) suivis par
Klebsiella pneumoniae, Staphylocoques aureus et epidermidis, Pseudomonas, et les
Providencia spp (la plupart des espéces). Les germes non uréasiques impliqués dans I’infection
urinaire sont principalement les E.coli et certaines entérobactéries et les facteurs lithogenes
dans ce cas sont (Daudon, 2013):
- L’hypocitraturie, par consommation bactérienne de citrate,
- La production de peptidoglycanes pouvant capter les ions Ca®* et Mg?* et induisant
secondairement la cristallisation de phosphate calcique et magnésien (cas de E.coli)
- L’inhibition de I'urokinase et formation de matrices muco-protéiques pouvant entretenir
une cristallisation minérale secondaire
Les composants lithiasiques pouvant étre liée aux germes non uréasiques sont (Daudon, 2013):
- La Whitlockite (Wk) qui est un phosphate mixte de magnesium et de calcium dépourvu
de carbonate et d’ammonium
- Le Phosphate Amorphe de Calcium Carbonaté (PACC) qui se forme spontanement dans

les urines des sursaturations phosphocalciques.

A partir de ’analyse morpho-constitutionnelle et en tenant compte des considérations
suscitées on a constaté que 88,3 % de nos lithiases d’infection résultent de germes uréasiques
soit 12,6% de I’ensemble des calculs dont 11% des hommes et 15,8% des femmes. Cela dénote
que le processus de nucléation a partir de germes producteurs d’uréase s’impose fortement dans
la lithogenese infectieuse de notre série. Pour ce qui est des calculs d’infection et calculs
infectés on a pu constater que la lithiase d’origine infectieuse présente 12,3% de notre cohorte
de 1553 lithiases ce qui se traduit par sexe des patients : 10,3% pour les hommes versus 16,2%
pour le sexe féminin.

Pour ce qui est de la lithiase d’infection dans les pays industrialisés plusieurs études relatent
sa régression pendant ces 40 derniéres années suite a une bonne medicalisation des populations
et du haut niveau de développement socioéconomique de ces pays (Rieu, 2005; Miano et al,
2007). 11 se trouve que dans ces études I'unique facteur considéré pour déterminer la lithiase
d’infection était la présence (quelle que soit la proportion) du phosphate ammoniaco-magnésien
ou struvite (PAM). Il se trouve qu’effectivement la proportion de ce constituant lithiasique en
tant que composant majoritaire a considérablement diminué (1,3% en France) mais pas pour
autant concernant la lithiase d’infection lorsqu’elle est révélée par I’ensemble des facteurs

précurseurs de cette lithiase (Maurice-Estepa et al, 1999). Dans ce sens, une étude Allemande
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assez récente (Bichler et al, 2003) estime la proportion de la lithiase d’infection a 15% de
I’ensemble des lithiases de I’arbre urinaire, dénotant ainsi une valeur plutot élevée. Il faut
rappeler que dans notre série la fréquence de la struvite en tant que composant majoritaire est
de 4,4% dans les noyaux et 3,7% dans le reste des calculs (section et surface) alors que la lithiase
d’infection a été estimée pour I’ensemble des cas lithiasiques a 14,3%.

Pour ce qui de la lithiase d’infection de I’enfant, 1’é¢tude de Daudon et al. (2008) a fait
ressortir des fréquences assez élevées pour les enfants en France notamment pour les
nourrissons garcons ou sa valeur est de 55,6% et filles avec 35,1%. Pour les lithiasiques adultes
moins de 60 ans cette méme étude enregistre, au cours des années 2005-07, des fréquences de
la lithiase d’infection fluctuant autour de 7% pour les hommes et 17% pour les femmes. Ces
valeurs, reste assez proches a celles de notre série. Cette étude mentionne également une
recrudescence de la lithiase d’infection au-dela de 60 ans notamment pour les femmes ou elle
avoisine les 27%. Ce résultat n’a pas ¢ét€é observé pour notre sérié, bien au contraire, les
fréquences tendent plutot vers la baisse et plus particulierement pour les femmes. De notre part,

on estime que cela est peut-étre di  au faible effectif de notre série pour ces tranches d’age.

1.6. Conclusion :

Le profil épidémiologique de la lithiase des voies urinaires au niveau de la région « Est
Algérien » présente plusieurs similitudes avec celui des pays industrialisés. Les oxalates de
calcium avec leurs deux formes (C1 et C2) prédominent dans cette série suivis des phosphates
de calcium représentés principalement par la carbapatite. Cette derniére peut étre due a plusieurs
causes dont I’infection urinaire. Dans notre série, la lithiase ayant trait a la I’infection de I’arbre
urinaire a été détectée en premier par la simple présence de la struvite qui le composant
caractéristique de ce type de lithiase. Cependant d’autres criteéres, dont la présence avec certains
seuils de Whitlockite(WK), de Phosphate amorphe (PACC), de carbonatation de la carbapatite
(CA) ainsi que les mélanges d’urate d’ammonium et composants phosphocalciques, ont été
considérés pour bien cerner ’impact de ce type de lithiase. Ainsi, on a pu constater que
Iinfection de I’arbre urinaire reste une cause non négligeable de néphrolithiase. Pour les
personnes adultes elle est a prédominance féminine (environ 2 femmes pour 1 homme) mais
pour les enfants de moins de 10 ans ¢’est les gar¢ons qui sont de loin les plus touchés par ce de

lithiase.
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Partie pratique II. Lithogénése d’infection in vitro

11.1. Introduction

L'étude du processus de formation des cristaux est connue sous le nom de cristallogenése.
Au fait, la cristallisation se produit aussi bien naturellement qu’artificiellement au laboratoire
et dans le cas de la lithiase rénale, le phosphate de magnésium et d'ammonium hexahydraté,
NH:MgPO..6H20, communément appelé struvite, la cristallisation est générée naturellement
par des micro-organismes uréolytiques. Ce composant est également le composant cristallin

le plus commun des calculs infectieux (Daudon, 2015; Manzoor et al, 2018).

La formation éventuelle d'une structure cristalline a partir d’une solution aqueuse
sursaturée se fait selon les processus de nucléation de I’espece cristalline, de sa croissance et
éventuellement de sa ségrégation. L’ensemble de ces processus sont gouvernés par la chimie
globale de la solution et son pH. Lors d’une cristallisation in-vivo ces processus sont souvent
renforcés par la présence de surfaces biologiques telles que des parois cellulaires bactériennes
et les capsules (Mann S, 1983 & Beveridge 1989). Dans le cas de la struvite, sa nucléation
dans les urines (in-vivo) nécessite plusieurs conditions dont un pH, un produit molaire
(Mg)(NH4)(PO4) et une concentration en ammoniaque qui soient élevés. Ces conditions,
rarement réunies dans une urine normale, sont tributaires de la présence de micro-organismes
porteurs d’uréase (ou de désaminase) dont le rdle est de produire de ’ammonium a partir des
composants de I’urine (urée, amino-acides). Il en découle ainsi une alcalinisation de 1’urine
d’ou I’élévation du pH urinaire. Ce processus qui s’articule sur la présence de germes
uréasiques dans les urines permet donc de former de la struvite mais également et souvent
d’autres types de composants dont le phosphate de calcium carbonaté (avec une carbonatation
élevée) et I’'urate d’ammonium.

Bien que peu probable, la formation de struvite en milieu acide est possible mais elle
nécessite cependant un produit molaire trés important contrairement a sa formation en milieu

alcalin ou le produit molaire peut-étre relativement tres faible (Boistelle et Abbona, 1981).

Dans cette partie de notre travail, on s’est proposé d'étudier la cristallogenese de la struvite,
par une expérience (in-vitro) sur la germination et la croissance des cristaux de struvite en
présences de micro-organismes uréolytiques comme c’est le cas de leur formation dans des

urines réelles.
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11.2. Matériels et méthodes

11.2.1. Matériels

11.2.1.1. Souches bactériennes testées

Les souches bactériennes Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli et Staphylococcus aureus, d’origine clinique
proviennent de prélévement d’une urine des patients lithiasiques du service d’urologie du
CHU Ibn Rochd Annaba.

Le choix de ces bactéries a été dicté par les objectifs notre étude : Test du pouvoir de
cristallisation de la struvite; en tenant compte de leur activité uréasique qui selon la littérature
est
- Fortement positive (Proteus mirabilis, Proteus vulgaris)

- Moyenne (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae)

- Nulle (Escherichia coli)
11.2.1.2. Conservation des souches bactériennes

Les souches bactériennes testées sont entretenues par repiquage sur la gélose nutritive (GN).
Elles sont incubées pendant 24h a 37 °C et conservées a 5 °C dans des tubes contenant de GN
incliné.

11.2.2 Méthodes

11.2.2.1 Souche utilisées pour la cristallisation de la struvite

La pureté et I’identification biochimique de 1’isolat bactérien a été effectuée dans le cadre
d’un mémoire de fin d’¢tude en master spécialité microbiologie niveau du laboratoire de

microbiologie Appliquée université Badji Mokhtar Annaba.
11.2.2.2. Test de cristallisation in vitro

v" Principe

Ce processus de cristallisation in-vitro est similaire a celui qui s’établit lors de la formation
de struvite in-vivo du moment qu’il est initié par des bactéries uréasiques. Elle repose sur
I’inoculation de I’urine synthétique par des bactéries uréasiques a 0.5 McFarland. L’on constate
qu’apres un certain temps de contact entre 1’urine et la bactérie cible & 37°C, les cristaux de

struvite se forment. Par la suite, cette formation de cristaux est appréciée par observation au
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microscopique a 1’aide d’un microscope a polarisation et I’identification de la nature des

cristaux formés s’est effectuée par analyse spectrale.

v" Mode opératoire

Le processus de la cristallisation in vitro, a été induit par la présence des bactéries testées

dans des urines synthétiques stériles.

Préparation des urines synthétiques

L'urine artificielle a été préparée juste avant I'expérience selon le protocole décrit par

Agnieszka et al. (2003) et qui s’énonce comme suit :

a)

b)
c)

d)

Mettre, Dans un bécher stérile, les composants chimiques suivants dans 1’eau distillée
(en g/l): CaCl2.2H20 : 0.651, MgCl..6H20 : 0.651, NaCl : 4.6, Na2SO4: 2.3, Sodium
Citrate : 0.65, Sodium Oxalate : 0.02, KH2PO4: 2.8, KCI : 1.6, NH4Cl : 1.0, Urée : 25.0,
Creéatine: 1.1 et du TSB : 10.0. Ces composants minéraux correspondent a la
concentration moyenne constatée au cours d'une période de 24h dans l'urine humaine
normale. Le TSB a été ajouté pour stimuler la croissance bactérienne sans pour autant
interférer dans le processus de précipitation (Prywer et al, 2015).

Ajuster le pH initial 4 5,8

Stérilisation de 1’urine par filtration a travers un filtre de 0,22 um dans des flacons
stériles en verres de 200ml

Conservation de la préparation a 4 °C pendant une semaine avant utilisation.

L’inoculation des urines synthétiques

Elle s’est effectuée selon les étapes suivantes :

a) A partir d’une culture jeune de 18h, sur un Bouillon Tryptone Soja (TSB), prélever, a

I’aide d’une anse de platine, quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques
de chacune des souches bactériennes a étudier pour introduire chacune d’elle dans 10
ml de TSB.

Bien homogénéiser chaque suspension bactérienne a 1’aide d’un vortex.

Infecter les flacons d’urine stérile par les différentes souches bactériennes testées a 0,5
McFarland ou a une D.O de 0,08 a 0,1 lue a 625 nm dans le spectrophotomeétre

Incuber les urines infectées a 37°C pendant 24h.

Un prélevement de 5 ml a été effectué chaque une heure pour les premiéres huit heures

et finalement a 24h de l'inoculation.
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f) Pour chaque prélevement on effectue systématiquement une mesure de la D.O a 600
nm, une mesure du pH ainsi qu’une observation au microscope a polarisation doté une
cellule de type Malassez pour évaluer le dénombrement et la dimension des cristaux et
agrégats cristallins.

g) Le témoin négatif contient 1’urine synthétique uniquement.

v’ Lecture
Observation des cristaux formés par sous microscope a polarisation et identification des

différents facies cristallins

11.2.2.3 Identification de la nature des cristaux produits par Spectrophotométrie

Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR)
v Principe

Cette technique analytiqgue (FTIR) est basée sur [linteraction du rayonnement
électromagnétique Infrarouge avec la matiére et permet d’identifier les molécules contenues
dans la matiere a analyser. De ce fait, le FTIR a 1’avantage d’analyser la matiére dans ces
différents états : organique, minéral, amorphe, huileux et mou (protéique) car elle se base

justement sur 1’absorption de I’énergie a I’échelle moléculaire.

La Spectrophotométrie Infrarouge traite un faisceau lumineux Initial unique a large bande
par un interférometre de Michelson qui permet d’avoir différentes longueurs d’ondes modulées
a des vitesses différentes. Ainsi le faisceau sortant de cet interférométre possedera un spectre
variable dans une gamme de longueur d’onde moyen infrarouge (de 400cm™*a 4000 cm™ c.a.d.
de 25um a 2,5um). Pour chaque faisceau on mesure 1’absorption de 1’énergie par 1’échantillon
et le spectre résultant final est une moyenne de 72 scans déterminée par traitement informatique
des données en utilisant un algorithme (Transformation de Fourier) pour convertir les données

brutes de la lumiére absorbée en données exploitables.
v' Mode opératoire et préparation des échantillons

- Centrifuger les résidus des différents echantillons a 4000trs/min pendant 10 min.

- Récupérés et séchés les résidus obtenus a 1’air libre.

- Mélanger chaque culot desséché au Bromure de Potassium (KBr) a raison de 1,0g pour
100g de KBr dans un mortier en agate

- Compresser la poudre obtenue sous forme de pastille a 13mm de diametre et 1mm

d'épaisseur.
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v’ Lecture
Le spectrophotometre FTIR utilisé est de type BRUCKER alpha ayant une étendue de
longueur d’onde de 25um a 2,5um (400cm™ a 4000cm™) dont les données sont traitées par le
logiciel OPUS disposant (optionnellement) d‘une banque de données pour le dépouillement des

spectres par ’identification des vibrations révélées (Daudon et al, 1978; Verma et al, 2021)
11.3. Résultats

11.3.1 Pouvoir de cristallisation in vitro :

Les micrographes présentées dans la figure 29 illustrent la formation des cristaux d’origine
infectieuse qui se sont développé a long terme pour I’ensemble des urines synthétiques
inoculées.

Ces observations fournissent également une perspicacité dans la facon avec laquelle les
bactéries parviennent a coloniser les urines de I’appareil urinaire.

Le premier test de cristallisation consiste a déterminer, pour I’ensemble des urines
synthétiques inoculées par les différentes bactéries testées, la formation ou non des cristaux de
phosphate ammoniacomagnésien (PAM) pour un séjour d’incubation maximise, pour certains
cas, jusqu’a 120 h.

Dans cette optique, les observations effectuées par microscope a polarisation de ces urines
synthétiques ont révélé que la formation de ces cristaux d’origine infectieuse (cristaux de
struvite) concerne toutes les bactéries testées a I’exception de la souche Escherichia coli (Fig
29f). 1l convient de noter que lorsque ces bactéries ont été cultivées dans du bouillon nutritif,
aucun résidu cristallin n'a été observé.

Nous avons observé des cristaux d’origine infecticuse sous différents faciés facilement
identifiables. Pour ce qui est des especes Proteus ces cristaux s’apparentent a des cristaux de
Struvite ayant une forme caractéristique en X (Fig 29 a-b) (Daudon et Jungers, 2004; Daudon,
2003). Ceux générés par Pseudomonas aeruginosa se cristallisent en de longues baguettes
orthorhombiques polarisantes (Daudon, 1987). Ces cristaux en baguettes sont souvent agrégés
en rosettes (Fig 29c¢) et morphologiquement identifiés comme étant de la struvite).

Les facies des cristaux induits par Staphylococcus aureus sont de forme tabulaire, de trapéze
ou bien prismatique mais souvent aussi sous forme de lingots d'or ou de couvercle de cercueil
(Fig 29¢) (Prywer et Torzewska, 2010; Daudon 2013; Rizzi et al, 2017; Katica et al, 2020).

Tous ces faciés sont connus comme celle de la struvite. D’autres faciés de ce méme composant
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en forme de papillon ont été formés lors de I’inoculation des urines synthétiques par Klebsiella
pneumoniae. (Fig 29d) (Jorn et al, 2019; Ozaki et al, 2022).

a) Proteus m s b) Proteusvy ¢) Pseudomonasaernginosa

d) Klebsie, e taphy CUS aureus f) Esché

Figure 29: Micrographies obtenues par Microscopie a polarisation révélant les urines
synthétiques inoculées ayant formées de cristaux de Struvite a I’exception d’Escherichia coli

11.3.2. Evolution de la cristallerie en fonction du temps pour les différentes urines

11.3.2.1. Caractérisation morphologique

Pour les souches bactériennes testées positivement dans la formation des cristaux de struvite,
on a etabli un protocole pour déterminer le temps d’incubation pour cing souches correspondant
au temps de formation des premiers cristaux. Il s’en est suivi de la cinétique de 1’évolution des
cristaux par microscopie a polarisation.

Pour la détermination du temps d’incubation, les urines synthétiques infectées ont été suivies
par la mesure de la turbidité, la mesure du pH et I’analyse de la cristallurie chaque heure et cela
par des intervalles de temps d’une heure. Ces mesures et analyses ont été prolongées au-dela
des périodes d’incubations jusqu’a 24h pour mettre en évidence ’effet de chaque espéce
bactérienne sur la croissance et la ségrégation des cristaux de struvite.

Les observations par microscopie a polarisation de I’évolution des cristaux dans les urines
inoculées sont représentées dans les figures 26 a 30. Comme il a été indiqué, ces observations
ont été effectuées a partir de 2 heures d’incubation avec un échelon de 1 heure jusqu’a 8 heure.

Le temps de séjours a été prolongé jusqu’a 24 heure pour une derniere observation.
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Aucune précipitation de struvite n'a été détectée dans les expériences de contréle (avant 2
heures d’incubation) et les cristaux obtenus dans les différentes urines a différents stades, ont
été analysés systématiquement par spectrophotométrie IRTF pour identifier leur nature.

Figure 30 : Micrographie des cristaux de struvite induits par Proteus mirabilis

Figure 31 : Micrographie des cristaux de struvite induits par Proteus vulgaris

Figure 32 : Micrographie des cristaux de di-phosphocalcique induit par Pseudomonas
aeruginosa
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Figure 33: Micrographie des cristaux de struvite induits par Klebsiella pneumoniae

Figure 34 : Micrographie des cristaux de struvite induits par Staphylococcus aureus

Dans toutes les cultures, le volume cristallin des cristaux de struvite (taille et quantité)
augmente avec le temps mais varie, cependant, d’une espéce a une autre. De ces observations,
on note I’apparition des premiers cristaux a partir de 2h pour Proteus mirabilis et Proteus
vulgaris avec une cinétique de germination (nouveau cristaux) et croissance assez rapide qui a

permis de détecter les premiers cristaux de struvite en forme X des 8 heures de séjours.

Pour ce qui est des autres bactéries Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae et
Pseudomonas aeruginosa, la cinétique de croissance semble respectivement d’autant plus
tardive.

Les résultats présentés dans les figues 30 a 34 donnent une idée assez proche sur la
cristallisation de la struvite in-vivo. Ce processus suggeére une précipitation de struvite initiée
au bord de la masse bactérienne, et dans peu de temps plus de cristaux sont former pour

finalement couvrir complétement la masse bactérienne (Sanchez-Roman et al, 2007)
11.3.2.2. Mesure de la turbidité:

Le modele d'étude de la formation des cristaux que nous avons adopté est basé sur le
principe de la turbidimétrie se référant sur la croissance cristalline qui comporte la nucléation,
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la croissance et I'agrégation (Kavanagh, 1979). La turbidimétrie est une méthode optique qui
mesure 1’absorbance qui existe dans une solution.

Les résultats présentés dans la figure n® 35 montrent que les bactéries testées ont induit une
augmentation de la densité optique par rapport au témoin, Elle varie considérablement d’une

espece a une autre de 1,1 a 1,8 comme une valeur maximum, apres 24h d’incubation.

20 -@- Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
1.5 1 —— Staphylococcus aureus
E -~ Klebsiella pneumoniae
§ 1.0 - -— Pseudomonas aeruginosa
a
0.5 1
0.0 - T T T T T T T T
Al AR F A S

Temps

Figure 35: Turbidité due a la croissance cristalline induite par les souches bactériennes
testées dans I'urine artificielle (mesurée a 600 nm)

A partir de ces courbes on constate un méme profil de variation des valeurs de D.O pour
I’ensemble des bactéries uréasiques testées. En effet, une premiere étape de 0 & 3 heures ou
I’évolution de la D.O est insignifiante ce qui se traduit par une turbidité faible liée & une absence
de cristallisation ou & défaut une initiation de cristallisation (germination des cristaux) a faible
retombées sur cette la turbidité. Une seconde étape de 8 a 23 heures ou la croissance de la D.O
est significative ce qui suppose une formation et une croissance conséquentes des cristaux.
Finalement, une troisieme étape au-dela de 23heures ou les valeurs de la D.O semblent
s’atténuer pour se stabiliser a des valeurs relativement élevées ce qui renseigne sur la fin du
processus rapide de germination et croissance et 1’installation du processus de ségrégation des

cristaux.

A titre de comparaison on constate cependant, que la cinétique de formation et croissance
cristalline pour Proteus mirabilis et Proteus vulgaris évolue selon un profil de D.O identique.
Cette évolution présente les plus grandes valeurs de D.O au-dela de 3 heures au dépend des

évolutions de la D.O des autres germes. Les plus faibles valeurs de D.O sont celles de
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Pseudomonas aeruginosa alors que celles de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae
présentent des valeurs de D.O moyennes en étant assez proches.

Ces variations révélent le pouvoir et la cinétique de croissance des cristaux induits par des
bactéries uréolytiques d’activité uréasique différentes. Cela laisse donc supposer que la
production d’uréase par ces bactéries est responsable de la formation des cristaux et la
comparaison des courbes de la D.O laisse aussi supposer que plus leur production est importante
plus ce pouvoir est cette cinétique de cristallisation sont conséquents.

Pour ce qui est du témoin on note aucune variation de la D.O600 n’est enregistré confirment

ainsi une absence totale du processus de cristallisation.
11.3.2.3. Mesure du pH

La figure 36 montre les changements progressifs de pH avec une évolution également en
trois étapes ; initialement lente et puis rapide pour finalement s’estomper progressivement. Les
évolutions les plus significatives sont enregistrées pour Proteus mirabilis et Proteus vulgaris
ou le pH passe de 6 a 2 heures a 8,5 a 8 heures pour finalement atteindre une valeur de 9,1 a 24
heures. L’évolution du pH en présence de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae les
valeurs ne sont pas aussi spectaculaires bien qu’elles culminent jusqu’a 7,8 a 24 heures.
Finalement, c’est la solution inoculée avec Pseudomonas aeruginosa qui enregistre la plus faible
augmentation du pH maximisée a 7,2 en fin d’expérimentation. A ce niveau il y a lieu de noter que
I’uréase bactérienne de la décomposition des urines (NH2-CO-NH>) en deux types de molécules
I’ammoniac (NH3) et le dioxyde de carbone (CO2) induisant ainsi une augmentation du pH
urinaire. De ce fait 1’évolution du pH urinaire est un parfait indicateur de 1’activité uréasique
des bactéries. Comme dans le cas de 1’évolution de 1a D.O les variations du pH convergent dans

les mémes interprétations.
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Variation du pH

Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Staphylococcus aureus

Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa

EREE

Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 23h 24h
Temps

Figure 36 : Variation du pH en fonction du temps

11.3.3 Analyse a spectrophotometre infrarouge a transformer de Fourier (FTIR)

Tous les cristaux formés ont été récupérés et analyser en utilisant un spectrophotometre
infrarouge a transformer de Fourier et les résultats obtenus ont montré que le principal composé

des cristaux est le phosphate d'ammoniaco-magnésien.

La caractérisation par analyse FTIR des cristaux récupérés dans chaque culture aprés un
séjour 24 heure a éeté réalisée. La figure 37 montre le spectre FTIR obtenus mettant en évidence
la nature des cristaux formés qui n’est autre que la struvite avec ces différents groupes
fonctionnels. Le cristal de struvite contient du magnésium, de l'azote, de I'nydrogene, des
groupes phosphate et de I'oxygéne. Dans le spectre FTIR, les absorptions & 3415,93 cm™ et
698,23 cm™* montrent la présence de liaison N-H, tandis qu'a 3124,68 cm™ indique la présence
d'une liaison O-H dans I'échantillon. En raison de la présence des pics susmentionnés, il peut
étre confirmé que des groupes ammoniac et hydrates sont présents dans I'échantillon. Les
bandes d'absorption situées a 1007, 572 et 462 cm-1 peuvent étre attribuées a I'étirement
antisymétrique PO4* (vs), a la courbure P-O (va) et aux modes v2 PO+, respectivement. Les
bandes d'absorption a 1469, 1435 et 1400 cm™ peuvent étre attribuées a la flexion
antisymétrique de NH*" (v4). La liaison H eau-eau a 761 cm™ et la liaison H ammonium-eau a
892 cm™? peuvent également étre reconnues a partir de ce spectre FTIR. Ces résultats sont en
bon accord avec ceux obtenus pour la struvite pure rapportés par Banks et al. (1975), confirmant

ainsi que les produits minéralisés sont de la struvite.
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Figure 37 : spectres FTIR obtenu par I’analyse des cristaux de struvite

I11.4. Discussion:

Les bactéries sont connues pour jouer un r6le important dans la formation des calculs rénaux
pendant une longue période; Cependant, leur mode d'action exact a été une question de
controverse (Daudon, 2012), Alors que les especes qui ont la capacité d’hydrolyser l'urée
peuvent jouer un réle considérable dans la formation de calculs de struvite en modifiant

I'environnement de sorte que les précipitations se produisent (Das et al, 2017).

Nous avons procédé a l'observation directe des cristaux formés par I’utilisation de
microscope a polarisation pour cribler et identifier rapidement les composés cristallins formés
dans l'urine synthétique. Ainsi, La cinétique de croissance des cristaux a été également suivie

par microscopie a polarisation.

Au cours de ces études in vitro, on a mis en évidence que seules les bactéries ayant une
activité uréasiques parmi les bactéries testées, dont les Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa, ont une grande
aptitude a former des cristaux d’infection de type struvite. Dans ce sens, Aucun cristal n'a pu
étre observeé dans les urines infectées par Escherichia coli, d’activité uréasiques nulle, et dans
les témoins d’urines artificielles stériles, ce qui confirme que seule 1’activité uréasique, que

possédent certaines bactéries, est garante de la formation de ces résidus cristallins.

Dans la littérature on trouve que plusieurs chercheurs ont prouve expérimentalement que la
formation de calculs de struvite associée a une infection des voies urinaires causée par des
bactéries productrices d'uréase telles que Proteus, Klebsiella, Pseudomonas et les espéces de
Staphylococcus (Vermuelen et Goetz, 1954; Nemoy et Stamey, 1971; Griffith et al, 1976 et
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1978; Fowler, 1984; McLean et al, 1985; Singh et Rai, 2014), reconnaissant ainsi le lien entre
I'activité bactérienne et la formation de struvite. Dans un autre travail, Elliot et ces
collaborateurs. (1958; 1959) ont prouvé que les inhibiteurs d'uréase peuvent prévenir la struvite
due a l'uréase et a l'urée. lls ont également rapporté que l'alcalinité induite par l'uréase ou
I'nydroxyde d'ammonium conduit a la cristallisation de la struvite alors que I'alcalinité induite

par I'hydroxyde de sodium conduit & la cristallisation de I'apatite.

Une expérience réalisée par Brown TR. (1901) a montré que l'urine infectée par Proteus et
Staphylococcus était de nature alcaline et contenait une quantité accrue de protéines et de débris
cellulaires. 1l a conclu également que I'alcalinité et I'augmentation de I'ammoniac résultant de
la division de l'urée dans l'urine peuvent conduire a des calculs de struvite et d'apatite
carbonatée. Ces résultats ont été confirmés par la suite par d'autres scientifiques (Ritz et al,
2012; Gavin et al, 2016).

Kelly et al. (2007) et Follmer. (2010) ont montré que l'uréase était un déterminant critique
de la virulence nécessaire a la colonisation par Proteus mirabilis, a la lithiase urinaire et a la

pyélonéphrite aigué sévere.

L'effet du pH sur la cristallisation de la struvite a été étudié par Pérez-Garcia et al. (1989).
La précipitation de la struvite par les bactéries a été réalisée dans la gamme de pH de 5 a 9.
Cependant, la cristallisation a eu lieu a toutes les conditions de pH; les meilleurs résultats ont
été obtenus dans la plage de pH de 7 a 8,4. Par conséquent, il a été conclu que le pH alcalin

convenait a la formation de struvite.

Dans I'expérience de cristallisation réalisée par Zhu et al. (2012), P. mirabilis a induit une
augmentation significative de la DO 600 a 5 et 6 h, ainsi qu'une augmentation de la valeur du
pH de 3 a 6 h. De plus, Torzewska et Rozalski. (2014) ont montré que 1’élévation du pH,
pendant l'incubation des bactéries dans I'urine synthétique, dépend de l'activité uréasique. Par
la suite, 1’alcalinisation des milieux a résult¢ de I'ammonium libéré par la dégradation

bactérienne de ’'urée avec un pH croissant.

Dans cette étude, les variations morphologiques des cristaux de struvite peuvent dépendre
du pH qui a joué un réle important dans la précipitation des phosphates (Daudon, 2013;
Manzoor et al, 2018) dont les souches bactériennes Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,
Klebsiella pneumoniae, et Staphylococcus aureus ont formées des cristaux de phosphates

ammoniaco-magnésien avec des urines de pH alcalin par contre Pseudomonas aeruginosa a
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formé des cristaux de phosphates bi-calciques qui sont observer avec des urines faiblement

acide peu acides ou proches de la neutralité (Balédent, 2019; Daudon, 2014).

Les études antérieures ont bien montré que les bactéries sont capables d'induire la
précipitation de la struvite, conduisant a la cristallisation avec diverses habitudes de croissance.
Cependant, les travaux pertinents impliquant la morphogenése sont limites, ce qui entrave notre

compréhension de la cristallisation de la struvite a médiation bactérienne.

McLean et al. (1990) ont rapporté que les cristaux induits par Proteus mirabilis, qui sont
initialement observés sous la forme d'un précipité magnésium amorphe, puis d'un aspect
dendritique ou en forme de X, tabulaire et trapézoidal ou octaédrique, indiquant que le taux de
croissance varie de rapide a tres lent. Le matériel formé est semblable en structure a celui trouvé
dans nos résultats obtenus par les Proteus dont des petits matériaux microcristallins sont apparu
apres seulement 2 h et a 8 h la forme des cristaux en X est bien révélée.

Prywer et Torzewska. (2012) Ont rapporté que la majorité des monocristaux formés ont une
forme typique de couvercle de cercueil et avec le temps et avec une augmentation
supplémentaire du pH, de trés grandes dendrites en forme de X apparaissent. Le pH égal a 7,2,

nécessaire a la précipitation de la struvite, est atteint apres 4 heures d'incubation.

Sadowski et al. (2014) ont découvert que la struvite obtenue a partir d'urine artificielle avec
ou sans Proteus mirabilis présentait toutes deux une structure en forme de cercueil, mais que
les faces cristallines exposées des deux cristaux étaient différentes, ce qui s'expliquait par des
interactions électrostatiques entre des résidus chargés négativement des cellules bactériennes et

des surfaces cristallines (Prywer et Olszynski, 2017).

En outre, la struvite en forme de X a également été observée a un pH élevé en présence de
Proteus mirabilis, et les auteurs ont suggéré que le changement rapide de la valeur du pH causé
par la souche joue un rdle principal dans la formation de cette caractéristique (Sadowski et al,
2014).

IIs ont récemment montré que la souche Shewanella oneidensis MR-1 a dominé la formation

de struvite en forme de cercueil (Li et al, 2017).

Ces rapports corroborent avec les résultats obtenus dans cette étude, confirment eégalement
le rle des especes bactériennes testées dans la formation des calculs infectieux. Il est clair que
le matériel microcristallin formé est d0 a la présence de bactéries inoculées dans les urines

artificielles. Dans ces circonstances, l'uréase, enzyme produite par les bactéries, divise l'urée
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((NH2)2C0O), composant naturel de l'urine, en dioxyde de carbone (CO2) et ammoniac (NHa).
Ce dernier augmente le pH urinaire, ce qui entraine une élévation de la concentration des ions
NH,*, CO32 et PO4 *. Ces ions ainsi que les ions de magnésium Mg?* normalement présents

dans l'urine conduisent a la cristallisation de la struvite, selon la réaction suivante :

Mg?* + NHs" + POs*> +6H,0 —  MgNH4 PO 6H,0 (Abbona F et Boistelle R, 1979;
Griffith, 1979; Bichler et al, 2002; Prywer and Torzewska, 2010). Par conséquent, il n'est pas
possible de genérer de la struvite dans l'urine en l'absence d'action de l'uréase car la
concentration d'ammoniac est trés faible dans des conditions normales. De plus, I'ammoniac
libéré lors de [I'hydrolyse de I'urée est capable dendommager la couche de
glycosaminoglycanes, qui protege la surface urothéliale contre I'infection bactérienne (McLean
et Nicel. 1994).

Plusieurs travaux ont constaté que de nombreuses souches bactériennes provenant de
différents habitats naturels sont capables d'induire la minéralisation de la struvite (Rivadeneyra
et al. 1992; Prywer et Torzewska. 2009 ; Sinha et al, 2014; Soares et al, 2014; Li et al, 2017,
Luo et al, 2018; Simoes et al, 2018; Zhao et al, 2019).

Omar et al. (1998) ont également signalé la croissance de cristaux de struvite en présence de

deux especes bactériennes, a savoir les coralloides M. Xanthus et Myxoccocus.

Récemment, Zhao et al. (2021) Ont rapporté qu’un actinomycete Microbacterium marinum
sp. nov. H207 pouvait induire la formation de struvite en forme de cercueil et trapézoidal. Les
expériences biomimétiques au cours du temps avec le surnageant ont témoigné que
l'augmentation du pH et de la teneur en NH*" favorisait I'évolution des formes les plus

communes des cristaux de struvite.

Rivadeneyra et al. (1993) ont isolé 161 souches bactériennes aérobies du sol et de I'eau douce
et ont découvert que plus de la moitié de ces souches avaient la capacité de produire des cristaux
de struvite. En outre, Les bactéries anaérobies sulfato-réductrices (SRB) isolées des sédiments

fluviaux et de la dolomie pourraient également minéraliser la struvite (Han et al, 2015 et 2016).

Les résultats obtenus dans cette expérimentation confirment la causalité entre I’activité
uréasiques des bactéries et la formation des cristaux de struvite. Il se trouve que plus cette
activité uréasique est importante plus le volume cristallin global (VCG) des cristaux est
important. Cet aspect a été mis en évidence avec les différentes observations, analyses et

mesures entreprises. En effet, d’aprés Griffith. (1978), les principales bactéries urinaires
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productrices d’uréase sont dans 1’ordre décroissant les Proteus Vulgaris et Proteus mirabilis,

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa.
11.5. Conclusion

En conclusion, une série d'expériences in vitro, avec et sans bactéries, nous a permis de
confirmer la corrélation entre le pouvoir de cristallisation de la struvite et I’activité uréasique
de chaque espece testées dont les bactéries ureasiques telles que Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa qui
jouent un réle majeur dans la morphogenése spécifique de la struvite. Ces résultats démontrent
également que les bactéries représentent un facteur de risque majeur de cristallogenese de

struvite conduisant par conséquence a la calculogenése infectieuse.
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I11.1. Introduction

L’utilisation des plantes médicinales pour le traitement de la lithiase de 1’arbre urinaire en
Algérie et notamment en Afrique, reste assez ancrée dans les pratiques populaires ou elle
constitue la principale base curative (Khitri et al, 2016). A travers cette optique, nous nous
sommes fixés comme objectif 1’évaluation des effets litholytique et inhibiteur d’une plante
assez répondue dans le littorale Algérien, appelée Fraxinus excelsior, sur les cristaux du
phosphate ammoniaco-magnésien (PAM) connu communément par Struvite (Neeraja
Kamakshi et al, 2017; Kachru et al, 2016; Singh Baghel et al, 2021). De par son abondance, F
excelsior est recensée parmi les plantes médicinales de la pharmacopée locale utilisée pour son
effet litholytique (Eddouks et al, 2004). Cependant, aucune étude ne met en évidence son effet
sur la lithiase d’infection qui est associée souvent a la formation de struvite. Ce type de lithiase
est la conséquence d’infections persistantes et récurrentes de 'appareil urinaire (Salman et al,
2016). Elle est causée géneralement par des microorganismes uréolytiques (Flannigan et al,
2014; Manzoor et al, 2018; Chauhan et al, 2009), dont les Proteus mirabilis est bien connu par
sa capacité de produise l'uréase (Torzewska et Rozalski, 2014). Ce dernier transforme 1’urée en
ammoniaque et en dioxyde de carbone qui sont precurseurs de la formation respective de
struvite et de carbapatite (Zalavadiya et al, 2013; Sujoy et Aparna, 2013; Kappaun et al, 2018).
Ce processus s’accompagne par une alcalinisation des urines qui permet une stabilisation de
ces composants (Rieu, 2005; Ramadevi et al, 2020; Geetha et al, 2010). Dans le contexte
urolithique, la lithiase infectieuse est récidivante et difficile a traiter du fait que la croissance
des cristaux de struvite et/ou de carbonate apatite se fait autours des micro-organismes et leur
assurent ainsi une protection et au-dela une pérennisation de leur activité uréasique (Daudon et
al, 2012). Dans ce sens, I’intérét de ’aspect préventif pour traiter la lithiase d’infection et sa
récidive prend toute son ampleur et I’action, aussi bien litholytique qu’inhibitrice de croissance

cristalline, de certaines plantes sur ce type de lithiase reste une éventualité intéressante.

111.2. Matériel et méthodes
111.2.1. Matériel
111.2.1.1. Mateériel végétal
La cueillette des feuilles de la plante F excelsior (Fig 38b) a été effectuée en mars 2018 au

niveau de la région Seraidi (Wilaya d’Annaba : Est Algérien). Cette plante a été identifiée par

Docteur Mecheri R, Botaniste a Faculté de Médecine d’ Annaba.
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111.2.1.2. Souche utilisées pour la cristallisation de la struvite

La souche Proteus mirabilis d’origine clinique proviennent de prélévement d’une urine d’un

patient lithiasique du service d’urologie du CHU Ibn Rochd Annaba (Voir partie pratique II).
111.2.2. Méthodes

111.2.2.1. Préparation de I’extrait aqueux

L’extrait aqueux (E.Aq) est préparé en infusant 20 g de ces feuilles séchées dans 200 ml
d'eau distillée bouillante pour une durée de 20 min. Le filtrat récupéré a été évaporé au
rotavapeur de type BUCHI, R215 a 40 °C. Ainsi, I’E.Aq obtenu est placé dans un récipient
hermétique puis conservé a 4 °C jusqu'a utilisation. Le rendement est calculé selon la formule
suivante (Falleh et al, 2008 ; Spandana et al, 2018) :

R% = (m/mo0).100
R% : rendement en pourcentage

m : masse en gramme de I'extrait sec récupéré apres évaporation

mO : masse en gramme de matériel végétal de départ

Figure 38 : Arbre (a) et Feuilles (b) de Fraxinus excelsior L.

111.2.2.2. Dosage des polyphénols totaux

v Principe
Le dosage des polyphénols de fait avec le réactif de Folin-Ciocalteu, qui en milieu alcalin
se réduit en oxyde de tungsténe et molybdéne donnant une couleur bleue en présence de

polyphénols.
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v" Mode opératoire

Le dosage des polyphénols totaux dans I’extrait a été réalisé avec le réactif de Folin-
Ciocalteu (FCR) selon la méthode décrite par Slinkard et Singleton. (1977). Ce dosage consiste
a préparer une premiére solution constituée de 125 pl de ’E.Aq, de 500 pl d’eau distillée et de
125 ul de réactif FCR. Apres 3 min on a additionné 1250 pl de carbonate de Sodium (Na2COs)
a2 % et 1000 pl d’eau distillé et le mélange réactionnel ainsi obtenu a été mis en obscurité

pendant 90 mn.

v' Lecture

L’absorbance a ¢té ensuite mesurée a une longueur d’onde de 760 nm avec un
spectrophotometre (DR2800 HACH LANGE). Le contenu en polyphénols totaux de I’E.Aq est

exprimé en milligrammes €quivalent d’acide gallique (EAG) par 1 gramme d’extrait.
111.2.2.3. Dosage des flavonoides totaux
v" Principe
La concentration des flavonoides dans les extraits est basée sur la complexation avec Al*3,

v" Mode opératoire

La concentration des flavonoides totaux de I’E.Aq a été déterminée selon le protocole de
Turkgluet et al. (2007). Un volume de 125 pul de ’E.Aq est dilué¢ dans 2550 pl de méthanol
(CH3OH), 100 ul d’une solution molaire d’acétate de potassium (CH3COOK) et de 100ul de
nitrate d'aluminium (AI(NOs)s) a 10 %.

v' Lecture
Apres 40 min a température ambiante, I’absorbance a été mesurée a une longueur d’onde de
415 nm et la concentration totale en flavonoides a été exprimée en milligramme d’équivalent

de quercétine (EQ) par 1 g d’E.Aq.
111.2.2.4. Test de dissolution des cristaux de struvite

La cristallisation se produit apres addition de la suspension de P mirabilis dans 2ml de I'urine
artificielle a une concentration appropriée de 0,5Mc Farland et incubation pendant 24h a 37°C.
Un volume de 62,5u1 d’E.Aq a été ensuite ajouté a differentes concentrations : 0,0625 ; 0,125;
0,25 ; 0,5 et 1 mg/ml. La suspension bactérienne dans l'urine synthétique sans E.Aq a été
préparée comme témoin. Apres 60min d'incubation, un examen par microscope a polarisation

a eté effectué pour comparer les résultats obtenus avec et sans la présence de ’E.Aq testé. La
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mesure du pH de DI’ensemble des échantillons a été effectuée en début et fin de

I’expérimentation.
II1.2.2.5. Test d’Inhibition de la cristallisation de la struvite

La synthése chimique des cristaux de struvite dans les urines a eté réalisée selon le protocole

de Sadki et Atmani (2017), qui consiste a mélanger deux solutions de composition respective :

- A potassium dihydrogéne phosphate (KH2PQO4) 0,1M.

- B : chlorure de magnésium (MgCl.) 41g, chlorure d’ammonium (NH4CI) 50g, 20ml
d’hydroxyde d’ammonium complétée jusqu’a 50ml avec de I’eau bi-distillée, puis
diluée 10 fois.

Le mélange de deux volumes de 1ml chacun de ces solutions a été interposé par I’ajout de
62,5ul de I’extrait de plante dans la solution A. L’E.Aq a été préparé a différentes
concentrations : 0,0625 ; 0,125 ; 0,25 ; 0,5 ; et 1 mg/ml et la solution témoin a éteé préparée en
remplagant cet extrait par un volume égal d’eau distillée. Ainsi, apreés 30 min d’incubation a 37
°C, I’évolution de la cristallisation a été suivie au microscope a polarisation pour I’ensemble

des mélanges.
111.2.2.6. Analyse Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR)

Les observations micrographiques ont été suivies par 1’analyse des cristaux formés par

spectrophotométrie (FTIR). (\Voir partie pratique 1)

111.3. Résultats

II1.3.1. Rendement de I’extraction

La masse de substance végétale extraite de F excelsior récupérée apres évaporation est de

3,339 ce qui correspond a un rendement d’extraction de 16,7%.

111.3.2. Total de composés phénoliques et flavonoides
La teneur en polyphénols totaux dans cet extrait dosé par le réactif de Folin-Ciocalteu est de
60.92 £ 0.94 mg EAG/g d’extrait en se référant a la courbe d’étalonnage établie dans la figure
39.
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Figure 39: Courbe d'étalonnage Acide gallique en pg/mi

Le résultat obtenu pour la concentration des flavonoides totaux exprimée en mg EQ/g de

I’extrait est de 19.32 + (.75 en se fondant sur la courbe d’étalonnage établie dans la figure 40.
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Figure 40 : Courbe d'étalonnage de la quercétine en pg/ml

111.3.3. Effet litholytique de Fraxinus excelsior sur les cristaux de struvite :

La figure (Fig 41 b, c) représente la formation des cristaux de struvite induite par synthese
biologique (présence de P mirabilis) aprés 24 h a 37°C. Ces résultats montrent des cristaux a

différents facies typiques de la struvite dont la forme cercueil et la forme en X (Li et al, 2015).
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En outre, on constate que le profil de ces facies est intact ce qui dénote des conditions de

germination et croissance cristallines sans contraintes majeures.

Le dépouillement du spectre IRTF du culot urinaire, récupéré par centrifugation, a montré
qu’il est formé essentiellement de struvite, confirmant ainsi la nature des cristaux observés, et

a des quantités moindres, de phosphate apatite et d’oxalate de calcium (Fig 41 d).
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Figure 41 : Micrographies des cristaux de struvite induits par Proteus mirabilis apres
24h a 37°C de la solution témoin (a-c) et leur analyse IRTF mettant en évidence leur

nature et leur prédominance (d).

La figure 42 illustre I’effet litholytique de I’E.Aq pendant 60min, sur les cristaux de struvite
préalablement induits par Proteus mirabilis apres 24h a 37°C. En effet, les figures 42 a-b
montrent que pour les faibles concentrations, les cristaux de struvite restent intacts (a 0,0625
mg/ml) ou faiblement dégradé (a 0,125 mg/ml). Au-dela de 0,25 mg/ml la dégradation des
cristaux de struvite est d’autant plus accentuée avec ’augmentation de la concentration (Fig

42c, e). On observe aussi pour ces concentrations élevées que la dégradation de 1’édifice
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cristallin de struvite s’accompagne par 1’apparition de granulation en phosphates de calcium

(Fig 42 d, e).

Le spectre IRTF du résidu récupéré par ultracentrifugation a partir de la solution a 1 mg/ml
de ’E.Aq (Fig 42f) révele que la quantité de struvite s’est considérablement amoindrie
relativement a celle des phosphates de calcium avec leur forme cristalline (Carbapatite) et
amorphe (Phosphate amorphe de calcium carbonatée : PACC) qui prédominent. On note
également dans les spectres IRTF des bandes d’absorbance des protéines en rapport avec la

présence des bactéries inductrices de la formation des cristaux de struvite.
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Figure 42 : Cristaux induits par Proteus mirabilis en présence de I’E.Aq de F excelsior
a une concentration de 0,0625 (a) ; 0,125 (b) ; 0,25 (¢) ; 0,5 (d) et 1 mg/ml (e) observés
au microscope a polarisation et I’analyse IRTF (E.Aq a 1 mg/ml) mettant en évidence
la nature des composants récoltés.

111.3.4. Effet d’inhibition de la cristallisation de la struvite
111.3.4.1. En absence d’inhibiteur

En termes de dénombrement, les cristaux formés en absence d’inhibiteur on a enregistré une
forte densité cristalline (taille et nombre) (Fig 43a). Ces cristaux présentent des facies

caracteristiques de struvite (Fig 43A)
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111.3.4.2. En présence d’inhibiteur

Pour les concentrations faibles en E.Aq (de 0,065 a 0, 25 mg/ml), la densité cristalline
reste assez élevée (Fig 43b, c et d). Cette densité diminue considérablement pour les

concentrations élevées (0,5 et 1 mg/ml) (Fig 43e, f).

Morphologiquement les cristaux obtenus se présentent en lamelles et agrégats de lamelles
dont les arrétes sont brisées et/ou courbées (Fig 43B, C, D, E et F). L’analyse IRTF a permis de

constater que ces derniers sont des cristaux de struvite (Fig 44)

Figure 43: Evaluation de I’action
inhibitrice en absence (a, A) et en
présence de [Dextrait aqueux de
Fraxinus excelsior & une concentration
de 0,0625 (b, B) ; 0,125 (c, C) ; 0,25
(d, D) ; 0,5 (e, E) et 1 mg/ml (f, F)
observée au microscope a polarisation
sur des cristaux de struvite synthétisés
chimiquement.

0,125mg/ml 0,0625mg/ml Control solution

0,25mg/ml

0,5mg/ml

1mg/ml
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Figure 44 : Spectre IRTF des cristaux induits chimiquement en présence d’E.Aq
de Fraxinus excelsior de 0,0625 mg/ml aprés 30 min d’incubation a 37°C

111.4. Discussion

Traditionnellement, plusieurs plantes médicinales sont utilisées pour prévenir et traiter la
lithiase urinaire (EI Habbani et al, 2021; Madhu et al, 2012). Mais, il est difficile de déterminer
le mécanisme exact dus aux principes bioactifs (Khokhlenkova et al, 2019). A cet égard,
plusieurs auteurs ont évalue, in vitro, l'effet de différents extraits des plantes sur la formation
des cristaux de struvite (Zhu et al, 2012; Chauhan et Joshi, 2013; Beghalia et al, 2014).

La présente étude a été entreprise pour évaluer in vitro les effets, litholytique et inhibiteur,
de ’E.Aq de F excelsior (Oleaceae) vis-a-vis les cristaux de struvite. Pour ce faire, la
cristallisation de la struvite a été induite selon deux processus : biologique, en présence de

Proteus mirabilis, et chimique.

Dans I’approche biologique une incubation de 24h a permis de visualiser par microscopie a
polarisation une population cristalline abondante composée principalement de cristaux de
struvite qui se présentent sous différents faciés mais aussi en agrégats cristallins (Prywer et
Torzewska, 2009). A ce niveau, il y a lieu de signaler que I’édifice cristallin de ces cristaux est
intact et que par consequent leur germination et croissance s’est effectuée sans contraintes
majeures.  L’analyse par spectrophotométrie IRTF du résidu urinaire récupéré révele des
bandes d’absorbance de la struvite mais également celles du phosphate de calcium (carbonate

apatite), d’oxalate de calcium et de protéines (Jungers et al, 1989). Outre la struvite, la
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formation des autres composants est justifiée par la présence, dans la composition des urines
synthétiques, du chlorure de calcium dihydraté (CaCl, 2H20) et du sodium d’oxalate (Na2C204)
ayant induit respectivement la formation du carbonate apatite et de ’oxalate de calcium. La

présence des protéines dans le culot urinaire analysé est directement liée a celle des bactéries.

L’ajout de ’E.Aq aprés cette incubation nous a permis d’observer, par microscopie a
polarisation, une dégradation conséquente de I’édifice cristallin des cristaux de struvite a des
concentrations > 0,5 mg/ml en E.Aqg. Cela dénote un effet litholytique probant de I’E.Aq de F
excelsior sur les cristaux de struvite pour des concentrations élevées. Dans ce contexte, ce
résultat rejoint ceux obtenus par Muryanto et al. (2015) et Chauhan et al. (2009) pour I’extrait
de feuilles d'Orthosiphon aristatus BI.Miq et Boerhaavia diffusa Linn respectivement qui
indiquent que ces derniers ont provoque des défauts notables avec défragmentation des cristaux
de struvite pour les fortes doses. Les fragments ainsi obtenus sont facile a étre éliminés par

voies urinaires.

L’analyse par spectrophotométric IRTF du culot récupéré en présence de I’E.Aq fait
apparaitre une prédominance des bandes d’absorbance relatives au phosphate amorphe de
calcium carbonaté (PACC) et a la carbapatite (CA) au dépend de celles de struvite ce qui

confirme la dissolution de la struvite.

La struvite est une espéce cristalline pH dépendante, elle se développe dans un
environnement alcalin et son traitement consiste a I'acidification de l'urine (Scott et al, 2001).
D'aprés La mesure du pH, on a constaté que la formation des cristaux de struvite est
accompagnée d’une alcalinisation du milieu urinaire qui résulte de D’activité uréasique des
Proteus mirabilis (Prywer et Torzewska, 2012). Apres I’ajout de ’E.Aq, et indépendamment
des concentrations, le pH est resté assez élevé (pH = de 8,9 a 9,1), donc favorable a la
stabilisation de la struvite, ce qui a prouvé que la dissolution observée peut étre attribué a
I’action de certains principes actifs présents dans I’extrait comme les polyphénols et les
flavonoides qui sont connues par leur potentiel litholytique (Mechraoui et al, 2021).

La synthese chimique de la struvite s’est caractérisée par une cinétique rapide ou ’on a
constaté, aussi bien en absence et en présence de I’E.Aq, la formation de cristaux de struvite
juste aprés 30 min d’incubation. Ce résultat a été mis en évidence par les observations au

microscope optique a polarisation et I’analyse par spectrophotométrique IRTF.
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Le teste de cristallisation de struvite in vitro montre que le potentiel d'inhibition de la
formation des cristaux de struvite est proportionnel a l'augmentation de la concentration de
I’extrait aqueux testé, plus la concentration de ’extrait aqueux de F excelsior augmente plus la
taille et le nombre de cristaux diminue. Sadki et Atmani. (2017) ont également rapporté une
¢tude in vitro d'inhibition des cristaux de struvite en utilisant ’extrait aqueux d’E. multiflora.
Les résultats ont révélé un effet inhibiteur similaire dont la dose 1 mg/ml de I’extrait aqueux
testé induit une diminution de la taille et du nombre de cristaux formés a 40 % par rapport aux
cristaux de tube témoin. De plus nos résultats ont prouvé un changement dans la morphologie
cristalline, par conséquent, si on peut éviter la progression de la cristallisation de struvite, la
lithiase infectieuse pourrait également étre évitée.

L’effet inhibiteur de cristallisation de la struvite par supplémentation de I’E.Aq de Fraxinus
excelsior s’est exprimé aussi bien morphologiquement que par le dénombrement des cristaux
de struvite formés. En effet, pour I’ensemble des concentrations en E.Aq la morphologie des
cristaux de struvite observeées est assez particuliére et se caractérise par une structure en lamelles
et agregats de lamelles a arrétes et contours courbés. En outre, on a enregistré un nombre assez
réduit de ces cristaux pour les concentrations de 0,5 et 1 mg/ml en I’E.Aq. A cet effet, on
remarque qu’a faible concentration en I’E.Aq, la germination et la croissance des cristaux de
struvite sont gouvernées par une cinétique assez rapide pour prendre le dessus sur I’effet
inhibiteur de I’extrait. Ce dernier ce manifeste par une modification remarquée de la
morphologie de cristaux formés. A concentration élevée le potentiel inhibiteur de I’E.Aq est
probant non seulement pour la modification de la morphologie des cristaux mais surtout pour

une diminution conséquente de leur nombre.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapporté par Kaleeswaran et al. (2019) et Reshma et
al. (2014), qui ont montré que les extraits de Pedalium murex L et de Scoparia Dulcis ont
exercé, en plus de D’effet litholytique, un effet inhibiteur de la cristallisation de struvite in vitro.
Les composés phénoliques présents dans Fraxinus excelsior L peut étre responsable de I'activité

inhibitrice / litholytique vis a vis de la cristallisation de struvite (Torzewska et Rozalski, 2014).

Plusieurs études concernant les composés anti-cristallisation d'origine végétale vis-a-vis les
cristaux de struvite ont des résultats fiables tels que les polyphénols, flavonoides. Prywer et
Torzewska. (2012) ont signalé¢ I’effet de la Curcumine, composé polyphénolique, contre
Proteus mirabilis lors de la cristallisation de la struvite dans I’urine artificielle. Les résultats ont

révélé qu’en présence de la curcumine, le temps d'induction des cristaux augmente, l'efficacité
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de croissance de la struvite diminue et elle n'affecte pas la morphologie cristalline par rapport
a l'absence de curcumine.

Torzewska et Rozalski. (2014) ont rapporté, in vitro, l'inhibition de la cristallisation par
diverses substances phénoliques sur la formation de cristaux induite par Proteus mirabilis. Les
résultats montrent que pres de 50 % des substances testées empéchaient la formation des
cristaux de struvite et inhibaient avec succes l'activité uréasique qui est la force motrice de la

cristallisation de la struvite.

Jeyaleela et ses collaborateurs. (2019) ont confirmé le potentiel inhibiteur des flavonoides
extraits des feuilles de Melia dubia sur les cristaux de struvite. Les résultats ont dévoilé que les
flavonoides agissent sur I'uréase en inhibant cette derniére par la formation des liaisons
hydrogenes et des interactions de van der Waals. En plus de ses effets directs sur ['uréase, les
flavonoides ont inhibé la cristallisation, en déformant la surface cristalline des cristaux de

struvite.

L'analyse de la composition chimique de I’'E.Aq de F excelsior montre qu’il contient une
quantité importante de polyphénols et de flavonoides, ce qui insinue la formation d'un complexe
cristal-principe actif; les complexes formés seraient beaucoup plus solubles que les cristaux lui-

méme.

Ces essais in vitro montrent que 1’E.Aq de F excelsior est efficace dans la dissolution et
I’inhibition de la cristallisation. La prévention contre la lithiase d’infection repose
principalement sur I’inhibition de la croissance cristalline et la dissolution des cristaux de

struvite.

111.5. Conclusion

Cette étude a apporté quelques preuves de l'utilisation traditionnelle de I’E.Aq de F excelsior
dans la lithiase d’infection. On constate que I’effet litholytique/inhibiteur de I’extrait aqueux de
Fraxinus excelsior vis-a-vis les cristaux de struvite est efficace. Néanmoins, il est tres
intéressant de tester cette plante dans un modele in vivo pour certifier et recommander cette
performance qui peut étre d’un intérét fondamentale pour la phytothérapie de la lithiase

infectieuse.
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1V.1. Introduction

L’infection de I’arbre urinaire est I'une des maladies infectieuses les plus courantes dans
toutes les tranches d'age, elle est commune chez les hommes et les femmes. L’infection urinaire
se définit comme la présence de bactéries dans les voies urinaires (Ali et al, 2014; Al-Jebouri
et Atalah, 2012). Elle peut provenir dans n'importe quelle partie de 1’appareil urinaire, dans les
voies urinaires supérieures telle que les reins sous forme de pyélonéphrite (L huillier et al,
2019) et peut atteindre la circulation sanguine a partir de ce site, provoquant un urosepsis
potentiellement mortelle, ou bien dans les voies urinaires inférieures, telle que la vessie sous
forme de cystite (Gupta et al, 2011). Elle est un facteur de risque crucial de lithogénese et peut

également aggraver les maladies rénales (Netelenbos et al, 2005; Kukreja et al, 2003).

Plus de 200 especes bactéeriennes sont responsables d'infections urinaires et utilisent l'urée
comme source d'azote ce qui conduit a la formation de struvite (Bouabdelli et al, 2012;
Kaleeswaran et al, 2018). Cette derniére est un calcul grave a cause de la morbimortalité

infectieuse et néphrologique qu’ils conduisent (Bruyere et al, 2008).

Les principales espéces responsables d’infections urinaires ainsi qu’a la formation de
cristaux de struvite sont les especes Proteus, Klebsiella, Staphylocoques, Pseudomonas,
Providencia, Serratia, certains hemophilus, Corynebacterium du groupe D2, Ureaplasma
urealyticum, et certaines souches d’E. coli (Lerner et al, 1989; Rivadeneyra et al, 1999;
Bruyerea et al, 2008).

L’espéece Proteus mirabilis est la principale cause de formation de calculs urinaires (Coker
et al, 2000). Elle est notamment collante aux cellules épithéliales rénales et elle résiste a de
nombreux antibiotiques. Elle participe a la genese et au développement de struvite. Cette
formation est liée a l'activité uréasique bactérienne. Ce type de calcul résulte d'une sursaturation
des urines en magnésium, ammonium, phosphate et carbonate. D’autres bactéries ne produisant
pas d'uréase comme E. coli pourraient favoriser la précipitation des cristaux de phosphate de
calcium (Garg et al, 2011). E. coli, comme Proteus, est capable de détériorer la surface de
I'épithélium engendrant ainsi une réaction inflammatoire et l'adhérence des bactéries et des

cristaux aux membranes (Polito et al, 1987; Hedelin et al, 1993).

Le traitement des infections bactériennes dépend principalement de l'utilisation des
antibiotiques dont leur utilité clinique reste limitée a propos de leur consommation a long terme
en raison d'effets secondaires ou d'une résistance bactérienne de haut niveau aux antibiotiques.

Le traitement actuel le plus freqguemment prescrit pour la prévention de la lithiase d’infection
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est le chlorure d'ammonium, l'acide acétohydroxamique (Thomas et Tolley et al, 2008), qui est
également complété par des anti-inflammatoires non stéroidiens et un traitement d’antibiotique.
Toutefois, les effets secondaires potentiels de l'acide acétohydroxamique ne peuvent étre
négligés (Das et al, 2017). Néanmoins, le calcul urinaire peut protéger l'infection dont la
stérilisation des urines par antibiothérapie est impossible (Daudon et al, 1993; McClean et al,
1985). En outre, méme en présence d'antibiotiques, les bactéries peuvent adhérer, coloniser et
survivre sur les dispositifs médicaux implantés telles que les cathéters urinaires et les surfaces
de stent urétéral (Tenke et al, 2006). En effet, les infections urinaires récurrentes doivent
recevoir un traitement supplémentaire pour prévenir les lésions rénales et la formation des
calculs rénaux en particulier la struvite. Par conséquent, une thérapie alternative sire et efficace
doit étre nécessaire pour la prévention du calcul de struvite par des plantes médicinales, qui
semble étre considérablement augmenté ces dernieres années. Des études antérieurs ont suggeré
que les extraits aqueux de plantes utilisées en médecine allopathique sont des sources
potentielles antibactériens (\Vlietinck et al, 1995; Nair et al, 2005)

De point de vue scientifique, en plus de I'activité inhibitrice/litholytique des cristaux de
struvite qui a été montré dans le chapitre précédent, ’extrait aqueux des feuilles de Fraxinus
excelsior peuvent avoir une autre valeur potentielle dans la prévention de la formation de calculs
de struvite par leur activité antibactérienne vis-a-vis les bactéries responsables de cette
affection. Dans ce chapitre, nous évaluons I’effet antimicrobien de I’E.Aq de F excelsior, in

vitro, sur des souches bactériennes isolées chez des lithiasiques.

1V.2. Matériel et méthodes

1VV.2.1. Matériel

IV.2.1. Matériel végétal

Notre travail a porté sur ’extrait aqueux de la plante médicinale Fraxinus excelsior a

différente concertation.
1V.2.2. Souches bactériennes étudiées

Notre étude bactériologique a porté sur un total de 20 souches bactériennes qui nous ont
servi pour accomplir nos expériences au niveau du laboratoire du département de biochimie de
la faculté des sciences, université Badji Mokhtar Annaba, durant la période du mois de
Novembre 2018 au mois d’Mai 2019.
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- 08 souches de références délivrées par I’institut Pasteur d’Alger; Escherichia coli ATCC8739,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella
typhimurium ATCC 14028, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Staphylococcus albus ATCC 8799, Staphylococcus aureus ATCC 433001lhyh

- 12 souches d’origine clinique proviennent de prélévements des urines de patients atteints de
lithiase infectieuse du service d’urologie du CHU Ibn Rochd Annaba; 03 souches d’Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, 03 souches de Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas

aeruginosa, 03 souches Staphylococcus aureus.
IV.2.3. Conservation des souches

Les souches bactériennes testées sont conservées a 5 °C dans des tubes contenant de GN

incliné. (Voir la partie pratique I1)
IV.2.4. Antibiotique

Le choix de I’antibiotique s’est porté sur la gentamicine & une charge de 40 mg/ml vu qu’il
possede un large spectre d’action, a la fois agissant sur les bacilles a Gram - et sur les cocci a

Gram +, déterminant ainsi la sensibilité de toutes les souches bactériennes testées.

1VV.3. Méthodes

La purification des souches et I’identification biochimique ont été effectuées dans le cadre
d’un mémoire de fin d’étude en master spécialité microbiologie niveau du laboratoire de

microbiologie appliquée université Badji Mokhtar Annaba.
IV.3.1. Test du pouvoir antibactérien

Nous avons testé le potentiel antibactérien de I’E.Aq des feuilles de Fraxinus excelsior par

deux méthodes :
1V.3.1.1. Méthode de diffusion en disque
v Principe

Cette technique est inspirée de celle de I’antibiogramme, elle repose sur la diffusion de
I’extrait végetal a effet antibactérien sur disque en milieu solide dans une boite de Pétri, apres
un certain temps de contact entre I’extrait et la bactérie cible (Dayal et Purohit, 1971). L’activité
antibactérienne sur la cible est appréciée par la mesure de la zone d’inhibition, et en fonction

du diamétre d’inhibition.
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v" Mode opératoire

L’évaluation de I’activité antibactérienne a été procédee selon la technique de diffusion sur

disques en milieu gélosé décrite par Gulluce et al. (2007) avec de légéres modifications.
- Préparation des disques

- A l’aide d’un emporte-piéce, des disques de 6 mm de diametre de papier wattman N°
40 sont fabriques.

- Ensuite, ces disques sont mis dans un tube a essai stérile pour autoclavage.
- Préparation de I’inoculum

- A partir d’une culture jeune de 18h, sur gélose nutritive, prélever a I’aide d’une anse de
platine quelques colonies isolées et parfaitement identiques de chacune des souches
bactériennes a étudier, les introduire dans 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%
NaCl.

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne a I’aide d’un vortex.

- Veérifier son opacité qui doit étre equivalente a 0,5 Mc Farland ou a une D.O de 0,08 a

0,1 lue a 625 nm dans le spectrophotometre.
- Preparation de de I’extrait aqueux :

Les concentrations testées sont: 50mg/ml, 100mg/ml, 150mg/ml et de 200mg/mi
(Ghedadba et al, 2015).

- Ensemencement

- La gélose Mueller Hinton est fondu et refroidi a 45°C, coulé aseptiquement en boite de
Pétri & raison de 15 ml.
- Apreés solidification, la surface de la gélose est ensemencée par écouvillonnage avec

I’inoculum préparé.

- Undisque imprégné de I’cau distillée testé comme contrdle négatif.

- Un disque imprégné de la gentamycine a 40 mg/ml (antibiotique de référence) est
déposé a la surface de la boite de Pétri (qui servira de contrdle positif).

- Des disques de papier Wattman de 6 mm de diameétre stériles sont placés a 1’aide d’une
pince bactériologique stérile a la surface de la gélose, et imprégnés de 10 pl de la
solution a tester de I’extrait aqueux préalablement préparé.

- Incuber a 37°C pendant 24h a 48h.
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v' Lecture

La lecture des résultats se fait par la mesure de la valeur des diamétres d’inhibition qui sont

représentées par une auréole formées autour des disques ou aucune croissance n’est observeée.

Tous les tests de I’expérimentation sont effectués en triplicata et les résultats ont été calculés

par la moyenne de trois essais.
IV.3.1.2. Méthode de microdilution
v" Principe

Cette méthode compte sur la dispersion de 1’agent antimicrobien a différentes concentrations
de fagon homogéne et stable dans le milieu de culture ensemencé par du isolat testé. Elle se
base sur la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des souches
bactériennes vis-a-vis I’antimicrobien a étudier. La CMI est définie comme étant la plus faible
concentration en antimicrobien capable d’inhiber toute croissance bactérienne visible a 1’ceil nu
(Allegrini et al, 1973).

La technique de dilution en bouillon est effectuée sur des plaques (Elisa a 96 puits)
contenant des conteneurs avec des volumes identiques de bouillon nutritif inocule par des
souches bactériennes a tester contre des concentrations variables de 1’extrait aqueux de

Fraxinus excelsior (EI Kalamouni, 2010).
v" Mode opératoire :

Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits aqueux contre les
souches bactériennes testées sont déterminées par la méthode de microdilution. Les CMI sont
étudiées pour les mémes souches qui ont été testées dans l'essai de diffusion sur disque (Gulluce
et al, 2007).

- Préparation de I'inoculum

- L’inoculum est préparé de la méme fagon que celles décrites précédemment pour la méthode

de diffusion en disque.
-Préparation de la gamme d'extraits et inoculation de la microplaque :

- Une gamme de concentration de 1’extrait dans I’eau distillée a été réalisée avec des dilutions
en progression géométriqgue a raison de 2 dans des tubes stériles pour aboutir a des

concentrations allant de 0,78 a 100 mg/ml.
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- Les premiers puits contenant 195 pl de Bouillon Mueller Hinton (MHB) sans extrait aqueux
et 5 ul de I’inoculum, qui a servi de témoin négatif.

- Les deuxiémes puits contenant 100 ul de MHB et 100 ul des extraits aqueux sans inoculum

qui a servi de témoin positif.
- Les troisiémes puits contenant 200 ul de MHB.

- A partir des cinquiémes puits, répartir 95 ul de MHB stérile par puits sur les lignes A, B, C,

D, E, F, G et H et 5ul de I'inoculum auparavant préparé.

- 100 pl de la solution mere de ’extrait aqueux initialement préparée d’une concentration égale

a 100 mg/ml sont ajoutés dans les cinquiemes puits.
- 100 pl de chaque dilution sont transférés dans les puits consécutifs.
- 200 pl est le volume final dans chaque puits.

- Les plaques sont bien couvertes avec du parafilm sterile et puis incubées a 37 °C pendant 18

a 24 heures.

- Pour déterminer les concentrations minimales bactéricides (CMB), prélever 100 pl de chaque
puits qui ne montre pas une croissance bactérienne et 1’ensemencer sur GN dans des boites de

Pétri ensuite les incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures.
v’ Lecture

- La présence d'un "culot” blanc sur le fond du puits indique la croissance bactérienne. De fagon
a indiquer la croissance microbienne, 10 ul de rouge phénol a 0,1% sont ajoutés aux puits et
incubés a 37 °C pendant 30 min. Le rouge phénol agit comme un accepteur d'électrons dont
leur couleur jaune-orange réduite en un produit rouge par les organismes biologiquement actifs
(bactéries viables) (Cai et al, 2014).

- La CMI est repéreée par le puit qui contient la plus basse concentration de 1’extrait aqueux testé

ou il y’a absence totale de croissance bactérienne et qui montre aucun changement de couleur.

- La CMB s'interpréte comme la plus faible concentration de 1’extrait aqueux, qui a manifesté
un liquide clair sans le développement de la turbidité et sans prolifération bactérienne visible

sur la boite de Pétri.
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- Le rapport CMB/CMI permet de déterminer le pouvoir antibiotique de I’extrait aqueux testé.
L extrait est bactéricide lorsque le rapport est inférieur ou égal a 4, et lorsqu’il est supérieur a

4 on dit que I’extrait est qualifi¢ de bactériostatique (Joubert et al, 1958).

Tous les tests sont effectués en duplicata.
IV.4. Résultats

IV.4.1. La sensibilité a I’antibiotique testé

Nous avons comparé la sensibilité des souches testées a la gentamicine par la méthode
standard des disques. Les mesures des diamétres des zones d’inhibition illustrant dans le tableau
ci-dessus, montrent que toutes les souches testées sont sensibles a la gentamicine, a I’exception
de la souche Pseudomonas aeruginosa isolée d’un patient lithiasique présente une multi-

résistance du fait de ’absence d’une zone d’inhibition par la gentamycine.

IV.4.2. Le pouvoir antibactérien de I’E.Aq de Fraxinus excelsior par la méthode de diffusion

en disque et la méthode de microdilution

L’effet antibactérien de I’E.Aq de la plante Fraxinus excelsior (extrait de fréne) sur les
souches testées est expérimenté par la méthode des disques et la méthode de microdilution.
Leur pouvoir antibactérien est quantitativement et qualitativement estimé par la mesure du
diametre des zones d'inhibition autour des disques et la détermination des valeurs de CMI en

exposant les souches bactériennes testées a différentes concentrations de I’E.Aq étudie.
Les résultats du test de diffusion sur disque se traduisent comme suite:

- (-) : Pas sensible pour un diamétre inférieur ou égal a 8,0 mm;
- (+) : Moyennement sensible pour des diametres entre 8,0 et 14,0 mm;
- (++) : Sensible pour les valeurs 14,0 a 20 mm;

- (+++) : Tres sensible pour les valeurs égale ou supérieur a 20 mm ;

Suivant les valeurs de la CMI exprimé en (mg/ml), la lecture des résultats est appréciée

comme suite:

- (-) : Pas sensible pour les valeurs de 50,0 a 25,0 mg/ml,

- (+) : moyennement sensible pour les valeurs de 12,5 a 3,0 mg/ml,

- (++) : Sensible pour les valeurs de 2 a 0,4 mg/ml

- (+++) : Tres sensible pour les valeurs égale ou inférieure a 0,2 mg/ml (Djabou et al,
2013).
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Les résultats obtenus par la méthode des disques et la méthode de la microdilution de I’'E.Aq

de la plante Fraxinus excelsior sont enregistrés dans le tableau 12 (Annexe 4).
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Tableau 12 : Activité antibactérienne de I’E.Aq de F excelsior vis-a-vis les souches bactériennes testées

Souches testées

Bacilles a Gram -
Escherichia coli 1
Escherichia coli 2
Escherichia coli 3
Escherichia coli
ATCC8739
Escherichia coli
ATCC25922
Klebsiella
pneumoniae
Proteus mirabilis 1
Proteus mirabilis 2
Proteus mirabilis 3
Proteus vulgaris
Pseudomonas
aeruginosa

ATCC 27853
Pseudomonas
aeruginosa
Salmonella
typhimurium  ATCC
14028

Coccis a Gram +
Enterococcus faecalis
ATCC 29212

Staphylococcus
aureus 1
Staphylococcus
aureus 2
Staphylococcus
aureus 3
Staphylococcus albus
ATCC 8799
Staphylococcus
aureus ATCC25923
Staphylococcus
aureus
ATCC43300

DI?

8,8+0,1®
88+0,1®
8,8+0,3®
88+0,1®

8,8+0,4®

9+02®

93+0,3®
9 +)

91+01®
9 +)

91+01®
6 )

9+05®

g™

10,6 £0,3®

95+0,2®

9,1+0,1®
9™
9™

9g®

DI°

9,3+0,3%
91+01®
9,3+0,3®
9,6+0,3%
9,3+0,3%
91+01®
10+ 0,5
9,6+0,3®
10+ 0,5
95+0,2®
10,5+ 0,2 ®)
6 )

9,3+0,3™

9,5 (+)

11,3+0,3®
10,3+0,3®
95+0,5®
9,3+0,3™
9,3+0,3™

10,6 +0,6

DI°

9,6+0,3®
10,1 +0,4 ™
10,5+0,2 ™
11,3+0,3™
11,3+0,3®
98+0,1"
11,8+0,4®
10,5+0,2™
11,3+0,3®
10,6 +0,8 ™
11+0,5®
6 )

10®

10,6 +0,3 @

12,3+0,3®
11,6 £0,3®
10+05®
10,3+0,3®
10 ®

12,6 +0,1®

DI

10,6 +0,3™
10,8+0,1 ™
11 +)
12,3+0,8™
12+0,2 ¢
12 +)
12,6 +0,3™
12,3+0,3™
125+0,2®
11,3+0,3™
12 +)

6 )

10,6 0,3

12,5+0,5®

14,1£0,1®
12,6+0,3®
11,6 +0,6
11,6 £0,3®
11,6 +0,8®

14+10

CMI

12,5®
6,25 ¥
6,25 ¥
25 )
12,5®
25 )
6,25 ¥
3,12™
3,12™

12,5®
6,25 ¥

12,5®

1,56 ¢+

12,5®
125"
6,25
3120
6,25

25 ()

CMB

12,5
6,25
6,25
25
12,5
25
6,25
3,12
3,12

12,5
6,25

12,5

3,12

12,5
12,5
6,25
3,12
6,25

25

DI? = Diamétre d’inhibition (mm) autour du disque (6 mm) imprégné de ’E.Aq a 50mg/ml

DI° = Diamétre d’inhibition (mm) autour du disque (6 mm) imprégné de I’E.Aq a 100mg/ml
DI° = Diamétre d’inhibition (mm) autour du disque (6 mm) imprégné de I’E.Aq a 150mg/ml
DI = Diamétre d’inhibition (mm) autour du disque (6 mm) imprégné de I’E.Aq a 200mg/m
CN = La gentamicine a 40mg/ml

(Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD)
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1 25
1 23
1 24
1 30
1 28
1 26
1 31
1 32
1 23
1 32
1 28
1 25
2 30
1 29
1 28
1 28
1 29
1 29
1 26
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Les résultats de la méthode des disques et de la microdilution de I’E.Aq de F excelsior sont
regroupés dans le tableau n° 12. D’aprés les valeurs enregistrées, I'E.Aq de F excelsior affiche
une activité inhibitrice remarquable sur les isolats testés, De méme, elle est dose-dépendante et

résulter de type des souches bactériennes.

Les valeurs obtenues indiquent que I’E.Aq de de F excelsior exhibe un effet antimicrobien
important vis-a-vis les souches : Escherichia coli 1, Escherichia coli 2, Escherichia coli 3,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis 2, Proteus mirabilis 3, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella thyphimurium ATCC 14028,
Staphylococcus aureus 2, Staphylococcus aureus 3, Staphylococcus albus ATCC 8799,
Staphylococcus aureus ATCC25923, Staphylococcus aureus ATCC25923. On note que
Pseudomonas aeruginosa est la seule souche bactérienne résistante du fait de ’absence d’une

zone d’inhibition au tour des disques imprégnés aux E.Aq testés.

Chez les bacilles a Gram -, les diamétres de la zone inhibitrice (DI) varient entre 8,8+0,1
mm et 12,6 + 0,3 mm. Les 03 souches de Proteus mirabilis et Escherichia coli ATCC8739 sont
les bactéries les plus sensibles a I’E.Aq avec des DI de 12,6+£0,3 et 12,3+0,8 mm
respectivement, suivi par Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (DI = 12 mm) et Proteus
vulgaris (DI = 11,3£0,3 mm). Les valeurs de CMI les plus élevées sont 3,12 mg/ml pour les
souches Proteus mirabilis 1, Proteus mirabilis 2 et 6,25 mg/ml pour les souches Escherichia

coli 2, Escherichia coli 3, Proteus mirabilis 1 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Les coccia Gram + sont les bactéries les plus sensibles dont les DI varient entre 9 mm (pour
les ATCC) et 14+1 mm (Staphylococcus aureus 1). Cependant, les valeurs DI les plus larges
sont 14,1+0,1 mm et 14+1 mm pour Staphylococcus aureus 1, Staphylococcus aureus
ATCC43300 respectivement, suivi par Staphylococcus aureus 2 (DI = 12,6£0,3 mm) et
Enterococcus faecalis ATCC 29212 (12,5 £ 0,5 mm). Les valeurs de CMI les plus intenses sont
1,56 mg/ml pour Enterococcus faecalis ATCC 29212 et 3,12 mg/ml pour Staphylococcus albus
ATCC 8799, ce qui montre donc que I’E.Aq de Fraxinus excelsior est efficaces sur les bactéries

testées a faible dose.

Afin de déterminer la nature de I’activité antimicrobienne, 100 pl de chaque échantillon,
dans lequel aucune croissance microbienne n'a été observée, ont été étalés dans des boites de
Pétri contenant de la gélose nutritive. Aprés 24h d’incubation, les souches bactériennes
n’avaient pas pousse, dont les valeurs de CMB ont été les mémes que celles des CMI excepté

pour Enterococcus faecalis ATCC 29212 ou la CMB est égale a 3,12 mg/ml.
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Les rapports CMB/CMI prouvent des valeurs inférieures a 4, ce qui indique que ’E.Aq de

feuilles de Fraxinus excelsior exerce un effet bactéricide sur toutes les souches bactériennes.

IVV.5. Discussion

Les résultats de l'activité antibactérienne d’E.Aq de Fraxinus excelsior (Oleaceae) a

différentes concentration présente un effet inhibiteur vis-a-vis la plupart des isolats bactériens.

L’E.Aq des feuilles de F excelsior a produit des zones inhibitrices plus large sur les souches
Proteus mirabilis 1 et Staphylococcus aureus 1, dont les diamétres de la zone d’inhibition
varient entre 12,6 £ 0,3 et 14,1 + 0,1 respectivement, par ailleurs, les valeurs de CMI sont
relativement élevées, les plus efficaces varient entre 1,56 mg/ml pour Enterococcus faecalis
ATCC 29212 et 3,12 mg/ml contre les souches : Proteus mirabilis 2, Proteus mirabilis 3 et
Staphylococcus albus ATCC 8799.

Concernant la souche Pseudomonas aeruginosa, aucune zone d’inhibition n’a été constatée
autour des disques imprégnés aux E.Aq testés, ce qui montre la résistance de cette souche. De
plus, Pseudomonas aeruginosa possede une resistance aux agents biocides qui est en relation
avec la nature de sa membrane externe (Mann et al, 2000; 2005, Bozin et al, 2006). Ce résultat
corrobore plusieurs autres études (Bouabdelli et al, 2012; Tahiri et al, 2016; Mahboubi et al,
2019).

Vue qu'il n'y ait pas de données publiées sur I’activité antimicrobienne de I’E.Aq des feuilles
de F excelsior, en particulier, le résultat de ce travail est comparable a d'autres études similaires
sur des especes du méme genre ou bien des plantes de la méme famille. Selon des travaux
antérieures, nos résultats présentent une similitude avec des études concernant lactivité
antibactérienne notamment, I’extrait de fruits de Fraxinus excelsior (Amamra et al, 2018),
I’extrait d’huile essentielle de graines de F excelsior (Mahboubi, 2019), l'extrait méthanoliques
de feuilles de Olea europaea L. (Oleaceae) (Ali et al, 2014; Himour et al, 2017), I'extrait
méthanoliques de fleurs de Nyctanthes arbor-tristis L. (Oleaceae) (Kumar et al, 2021) et les
extraits d'éthanoliques des feuilles de Nyctanthes arbor-trisitis (Singh et Solanki, 2022) qui ont

montré un effet antibactérien relativement modéré.

De plus, Sahraouiet al. (2017; 2021) ont testé l'activité antibactérienne de I'E.Aq des feuilles
de Olea europaea L. récoltées dans différentes régions du Maroc (Meknés, Fquih ben Salah,

Taza et Ouezzane) sur la méme gamme de souches bactériennes testés Escherichia coli ATCC
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25922, les 03 souches d’Escherichia coli, les 03 souches de Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis 1, Proteus mirabilis 2, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus 1 et Staphylococcus aureus 2, conformément a
nos résultats, ces souches y ont été sensibles avec des DI de 9 a 13 mm, 08 a 15 mm, 10 a 14
mm, 9a15 mm, 9a14 mm, 12 a 17 mm et 13 a17 mm, respectivement. De méme, les valeurs
de CMI varient de 3,15 a 25 mg/ml.

Une étude menee par Aji et al. (2010) sur la méme concentration (200 mg/ml), I’'E.Aq des
feuilles Olea hochstetteri Bak (Oleaceae) a montré des valeurs de DI 06 mm, 07 mm et 10 mm
des souches Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus
respectivement, ces valeurs sont nettement inférieur a celle trouvée avec notre extrait. Comme
pour ’E.Aq des feuilles Olea europaea L, les valeurs de DI des souches Escherichia coli,
Proteus mirabilis et Staphylococcus aureus étaient respectivement de 10 mm, 09 mmet 11 mm
(Bouabdelli et al, 2012). Dans un autre travail, Saynab et al. (2020) ont rapporté que I'extrait
aqueux de feuilles Olea europaea subsp. africana n'a montré aucun effet d'inhibition sur les
souches Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus. Cette

différence dans les valeurs des DI peut étre expliquée par la différence de I’espéce étudiée.

La valeur de CMI de Staphylococcus aureus ATCC 8799 est de 3,12 mg/ml suivi par 6,25
mg/ml pour Staphylococcus aureus 3 et Staphylococcus aureus ATCC 25923. Ces résultats sont
en accord avec les valeurs de CMI obtenus par I'extrait méthanoliques de feuilles de Nyctanthes
arbor-tristis vis-a-vis les souches Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis ce qui

correspond a une CMI comprise entre 1 et 8 mg/ml (Amol et al, 2022).

Il est important de souligner que plusieurs études suggerent une corrélation directe entre
I’activité antibactérienne et les composés phénoliques des plantes, qui a été rapportée par
certains auteurs (Himour et al, 2017; Van Vuuren et al, 2009; Celiktas et al, 2007; Blanco et
al, 2005; Toda et al, 1991).

L’action de I’E.Aq des feuille de F excelsior sur les bactéries Staphylococcus aureus et
Enterococcus faecalis, d’une part, peut-étre di aux flavonoides qui sont des bons inhibiteurs
des sortases (des transpeptidases extracellulaires) présentes dans la membrane cytoplasmique
des cocci a Gram+, qui catalysent lI'assemblage des protéines de surface sécrétées a la paroi
cellulaire du peptidoglycane (Thomas et al, 2011; Cushnie et Lamb, 2011). D’autre part, les
cocci a Gram + sont étre supposées les moins protégées contre les molécules antibactériennes

que les bacilles a Gram -, ceci est rattaché aux différences structurales de leurs membranes
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externes. Chez les coccia Gram+, le contact direct des molécules hydrophobes des extraits avec
la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire bactérienne, entrainant une
augmentation de la perméabilité ionique et une fuite des constituants intracellulaires vitaux ou
une dénaturation des systemes enzymatiques bactériens (Ghedadba et al, 2015; Cushnie et
Lamb, 2011). Tandis que les bacilles a Gram-, possédent une couche supplémentaire riche en
lipopolysaccharide forme une barriére impermeable dont les charges negatives de surface
empéchent la diffusion des composés hydrophobes (Nikaido, 2003). Toutefois, des études
antérieures ont démontré que les polyphénols interférent avec les polysaccharides qui forment
le glycocalyx, perturbant leurs interactions réciproquement ou avec la paroi cellulaire en
induisant sa perméabilité et la mort cellulaire. Le polyphénol est également connu pour se lier
au peptidoglycane, brisant I'intégrité de la paroi cellulaire bactérienne (Yoshiyuki et al, 2004;
Zhao et al, 2001; Dorman et al, 2000). Ainsi, plusieurs chercheurs ont montré que les
flavonoides perturbent l'interaction entre les lactones acyl-homosérine (molécules signal

utilisées par les bacilles a Gram-) et leurs récepteurs (Qin et al, 2000; Anderson et al, 2005).

De cet effet, le pouvoir antimicrobien de I'E.Aq des feuilles de F excelsior, objet de cette
étude, peut étre attribuée a la présence des polyphénols et des flavonoides qui représentent
60,92+0,94mg GAE/g et 19,32+0,75mg QE/g, respectivement (Ghenaiet et al, 2022).
Pareillement, Tahirovi¢ et Basi¢. (2016) ont rapporté que les feuilles de F excelsior sont riches
en phénols et flavonoides. De plus, Narayana et al, (2001) ont montrés que ce dernier ayant

des effets bénéfiques potentiels sur la santé telle que leurs activités antibactériennes.

En effet, Nora et al. (2012) ont indiqué que les extraits des plantes peuvent inhiber la
respiration microbienne et ainsi augmenter la perméabilité de la membrane plasmique. Cela
entraine par conséquent la mort cellulaire. Par ailleurs, Al-Snafi. (2018) a mentionné que
I'esculétine, la fraxine et la fraxetine étant les principaux composés responsables aux propriétées

antimicrobiennes des extraits de F excelsior.

Globalement, les résultats obtenus par les deux méthodes testées dans le présent travail
réveélent que I’E.Aq des feuilles de F excelsior exerce un effet antimicrobiens vis-a-vis les

isolats testés.
1VV.6. Conclusion

En conclusion, I’effet antibactérien présenté par I’E.Aq des feuilles de F excelsior montre
une source potentielle d’agents antibactériens pour lutter ou réduire le risque d'infections

urinaires, qui deviennent de plus en plus résistantes aux antibiotiques. Sur la base des résultats
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obtenus, F excelsior exhibe un effet curatif contre I’infection urinaire et un effet préventif
contre la formation des cristaux d’infection. Des travaux de corrélation in vitro et in vivo plus

détaillées sont nécessaires pour confirmer 1’effet de cette plante.
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Notre principal objectif, le long de cette étude, est de contribuer a I'étude de la lithiase
urinaire dans notre pays, en particulier au niveau la région « Est Algérien », par 1’étude de la
lithiase d’infection au niveau de cette région et la détermination de son profil épidémiologie a
travers une enquéte prospective. Une approche préventive, basée sur les effets antilithiasiques
(litholytique/inhibiteur) et antibactériens d’une plante médicinale, a été également entreprise
dans le but de proposer une alternative nouvelle dans la prise en charge de la récidive lithiase

d’origine infectieuse.

Une étude morpho-constitutionnelle réalisée sur un ensemble de 1553 calculs urinaires
collectés au niveau de cette région, nous a permis de constater que la majorité des calculs sont
composes d'oxalates, sels de calcium et de phosphates. Parmi ces derniers, le Phosphate
Ammoniaco-Magnésien (PAM ou struvite), composant caractéristique de la lithiase urinaire
d’origine infectieuse. Pour cette raison, nous avons choisi d’étudier, in vitro, la cristallisation

de struvite induite par des bactéries uréolytiques prévenant des patients lithiasique.

Le choix de I’espéece lithogene dans ce travail, repose sur le fait que les calculs urinaires de
struvite soient des calculs récidivants et difficiles a traiter du fait que la croissance des cristaux
d’origine infecticuse se fait autours des microorganismes et leur assurent ainsi une protection
et au-dela une pérennisation de leur activité uréasique. De ce fait, afin d'éviter la récidive de
struvite, une stratégie préventive efficace qui s’oppose a la cristallisation des cristaux d’origine

infectieuse, s’avére nécessaire.

Au départ, les tests de formation des cristaux de struvite a été initié in vitro dans des urines
synthétiques infectées par des bactéries uréolytiques, isolées a partir des urines des patients
lithiasiques, comme ¢’est le cas de leur formation dans des urines réelles. On a effectué des
mesures systématiquement de la D.O a 600 nm, du pH ainsi des observations au microscope a
polarisation pour évaluer le dénombrement, la dimension des cristaux et agrégats cristallins
obtenus pour chaque espéce bactérienne testée. La caractérisation des cristaux récupérés par
analyse spectrale (FTIR), a montré que le principal composé des cristaux est le phosphate
d'ammoniaco-magnésien. Cette expérience, nous a permis de suivre les différentes étapes de la

cristallogenese.

Dans ces circonstances, 1'intérét de I’aspect préventif pour traiter la lithiase infectieuse et sa
récidive prend toute son ampleur et I’action, aussi bien litholytique qu’inhibitrice de croissance

cristalline, de certaines plantes médicinales sur ce type de lithiase reste une éventualité

114



Conclusion générale et perspectives

intéressante. Dans ce sens, on a choisi une plante non étudiée mais utiliseé comme reméde
antilithiasique dans certaines régions de notre pays, Fraxinus excelsior (Oléacées), sur laquelle
on a testé les activités antilithiasique et antibactérienne. Qualitativement, le dosage des
polyphénols totaux ainsi que des flavonoides montrent que Fraxinus excelsior renferme des

teneurs considérables en composés phénoliques et en flavonoides.

Par la suite, on a évalué in vitro le effet litholytique de ’E.A des feuilles de Fraxinus
excelsior vis-a-vis les cristaux de struvite préalablement formés et I’effet d’inhibition de la
cristallisation de ces cristaux par deux processus différents : Dans le premier processus, la
struvite a été cristallisée biologiquement dans des urines synthétiques en présence de Proteus
mirabilis, Il s’en est suivi ’addition de ’E.Aq de F excelsior. Dans le second processus, les
cristaux de struvite ont été synthétisés chimiquement en présence de ’E.Aq de F excelsior. Ces
deux processus nous ont permis de constaté que I’effet litholytique/inhibiteur de ’E.Aq de F

excelsior vis-a-vis les cristaux de struvite est efficace.

Finalement, on a testé I’effet antibactérien de I’E.Aq de Fraxinus excelsior vis-a-vis des
principales espéces responsables d’infections urinaires et, au-dela, la formation de cristaux de
struvite. Cet extrait a montré un potentiel inhibiteur de croissance bactérienne moderé
permettant de lutter ou réduire le risque d'infections urinaires. 11 faut dire que ce risque est accru
du fait que certaines bactéries sont de plus en plus résistantes aux antibiotiques. L’E.Aq de F
excelsior montre un effet curatif contre I’infection urinaire et un effet préventif contre la

formation des cristaux d’infection.

Les observations obtenues dans de telles approches expérimentales peuvent nous orienter

vers un certain nombre de perspectives :

v’ Isoler et identifier, en postopératoire, les microorganismes présents dans les calculs

v' Evaluer in vitro, I’effet antilithiasique de F excelsior sur les différents types de calculs
urinaires dont la détermination des effets curatif et préventif.

v’ Elargir le panel des micro-organismes uérolytiques pour tester la cristallisation

v’ Tester la sensibilité sur des autres micro-organismes, espéces bactériennes non étudiée,
des champignons et virus.

v"Inhiber I’activité enzymatique uréasique.

v’ Isoler et déterminer les fractions les plus actives de F excelsior et éventuellement de
caracteriser les molécules responsables de I’effet antilithiasique pour connaitre ainsi

leurs mécanismes d’action.
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v' L’examination d’autres facettes des propriétés biologiques de F excelsior pourrait étre
réalisée.
v' Evaluer in vivo sur un modele biologique, les effets antilithiasique et antibactérien de

cette plante.
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ANNEXE 1

FACULTE DE MEDECINE D’ANNABA ... le..............
LABORATOIRE BIOPHYSIQUE

Fiche technique
Renseignements généraux
Patient lithiasique

PATIENT

Si possible aussi :
ECBU
Biochimie des urines de 24 h

Volume des urines de 24 h
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COMPTE RENDU DDANALYSE MORPHOLOGIQUE
ET INFRAROUGE DE CALCUL URINAIRE

ANNEXE 3

PATIENT

Nom Prénom :

Date et lieu de Naissance :

N° Service :

Lieu de résidence :

N° d’enregistrement labo physique : ANTCD:
PRELEVEMENT
ﬁte d’élimination du calcul : Médecin prescripteur : \
Date de réception : <
Localisation du calcul : Mode d’élimination :
Nombre d’éléments :
Dimensions (en mm) :
ASPECT GLOBAL CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES
Forme Surface
Couleur Section
ereté Noyau /
TYPAGE MORPHOLOGIQUE SPECTROPHOTOMETRIE INFRAROUGE
Surface
Section
Noyau
COMPOSITION DE LA POUDRE GLOBALE
CONCLUSION :
CAUSES HABITUELLES :

Fait 2 Annaba le : Jour/Mois/Année
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ANNEXE 4

Effet de I'E.Aq de F excelsior sur § aureus 1 Effet d'e VEAq e T excolsior sux Protaus
vulgaris

Effet de 1'E.Aq de F excelsior sur E faecalis
ATCC 29212

Effet de 1'E.Aq de F excelsior sur Proteus Effet de 'E.Aq de F excelsior sur P
mirabilis 1 aerugtnosa ATCC 27853

Evaluation qualitative de ’EAq de F excelsior sur différentes souches
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ABSTRACT:

The formation of urinary stones is a serious clinical problem in the world, the struvite of which is one of the
characteristic components of urolithiasis of infectious origin. The objective of this study is to evaluate the in
vitro litholytic and inhibitory effects of the leaf aqueous extract of Fraxinus excelsior L plant on the
crystallization of struvite. The plant is commonly used in traditional Algerian medicine.A characterization
method of Fraxinus excelsior L plant was first performed to determine the total phenolic and flavonoid
compounds of Fraxinus excelsior L leaf aqueous extract. Struvite crystals prepared with two different processes
had subsequently undergone an inhibition assay by supplementing Aqueous Extract with varying concentrations.
In the first process, struvite was biologically crystallized in a synthetic urine in the presence of Proteus mirabilis
during 24 hours of incubation period. This was followed by the addition of Aqueous Extract, the effect of which
was evaluated after 1-hour. In the second process, struvite crystals were chemically synthesized for 30 minutes
in the presence of aqueous extract. These two processes allow to assess, respectively, the litholytic effect of
aqueous extract on the previously formed struvite crystals and the inhibitory effect of the crystallization of
struvite. These various tests of crystallization and inhibition of struvite crystals were conducted by Polarized
Light Microscopy (PLM) and Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy. The results reveal that this
Aqueous Extract contains an estimated total phenolic content of 60.92 + 0.94 mg gallic acid equivalent (GAE)/g
of extract and a total flavonoid content of 19.32 + 0.75 mg quercetin equivalent (QE)/g of extract. The in vitro
struvite crystals dissolution testing revealed a significant litholytic effect. Also, the struvite crystallization
inhibition testing showed that it exerted a significant inhibitory effect observed with polarized light. The effect of
this extract is evident against struvite crystals with a conclusive litholytic and inhibitory potential. The present
results open up significant preventive management prospects for this type of lithiasis.

KEYWORDS: Fraxinus excelsior, Urinary Lithiasis, Struvite; Litholytic Effect, Crystal Inhibition.

INTRODUCTION:
The use of medicinal plants for the treatment of urinary

tract calculi in Algeria, and especially in Africa, remains
fairly anchored in popular practices where it constitutes
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the Algerian coast, called Fraxinus excelsior L, on the
magnesium ammonium phosphate (PAM), commonly
referred to as Struvite?*,

Due to its abundance, Fraxinus excelsior L is identified
among the medicinal plants used not only for its diuretic
5, anti-inflammatory and antirheumatic®, antioxidant’,
analgesic® antipyretic®, hypoglycemic®®, hypotensive!!
effects but also cited for its litholytic effect!? in the local
pharmacopoeia. However, no study highlights its effect
on the lithiasis infection, which is often associated with
the formation of struvite. This type of lithiasis is the
consequence of persistent and recurrent infections of the
urinary tract’®, It is generally caused by ureolytic
microorganisms*+¢, of which Proteus mirabilis is well
known for its ability to produce active urease!’. The
latter converts urea into ammonia and carbon dioxide,
which are respectively precursors for the formation of
struvite and carbapatite'®?°. This process is accompanied
by urinary alkalinization, which allows a stabilization of
these components?2%, In the situation of urolithiasis,
infectious lithiasis is recurrent and difficult to treat due
to the fact that the growth of struvite and/or carbonate
apatite crystals take place around the microorganisms
that provide protection and greatly improve the
perpetuation of their urease activity?*. Accordingly, the
preventative aspect to deal with the infectious lithiasis
and its recurrence so as to ensure, to the fullest extent,
the litholytic and inhibitory effects of certain plants on
this type of lithiasis, remains indeed a genuine
eventuality.

MATERIAL AND METHODS:

Plant material:

The leaves of the Fraxinus excelsior plant (Figure. 1b)
were harvested in March 2018 from the region of Seraidi
(Province of Annaba: Eastern Algeria). This plant was
identified by Pr. R., Mecheri; Botanist at the Faculty of
Medicine -Badji Mokhtar Annaba University.

Preparation of aqueous extract:

The aqueous extract was prepared by infusing 20 g of
Fraxinus excelsior dried leaves in 200 ml of boiling
distilled water for a period of 20 min. The filtrate was
then evaporated in Rotary Evaporator (BUCHI, R215) at
40 ° C. Thus, the aqueous extract obtained was sealed in
an airtight container and stored at 4°C until use. The
yield is prepared according to the following equation 2>
26-

R% = (m/my).100

R%: Percent yield

m: Mass of the dry residue remaining after evaporation
in grams; and

mo: Mass of the sample before drying in grams.

e

Figure 1. (a) Fraxinus excelsior Tree and (b) Fraxinus excelsior
Leaves

Determination of Total Phenolic Content:

The total phenolic content of the extract was determined
with Folin-Ciocalteu reagent (FCR) according to the
method reported in Slinkard and Singleton . This assay
consists of preparing a first solution consisting
essentially of 125 pl of aqueous extract, 500 ul of
distilled water and 125 pl of FCR reagent. After 3 min,
1250 pl of 2% sodium carbonate (Na2CO3) and 1000 pl
of distilled water were added, and the reaction mixture
was stirred in the dark for 90 min. The absorbance was
then measured by a spectrophotometer (DR2800, HACH
LANGE) at a wavelength of 760 nm. The results are
expressed in milligrams of gallic acid equivalent per
gram of plant extract (mg GAE /g extract).

Determination of Total Flavonoid Content:

The total flavonoid content of the extract was determined
according to the protocol of Tiirkgluet et al 28. A volume
of 125 ul of aqueous extract is diluted in 2550 pl of
methanol (CH30OH), 100 pl of potassium acetate solution
(CH3COOK) and 100 pl of aluminum nitrate (Al (NO3)
3) at 10%. After 40 min at room temperature, the
absorbance was assessed at a wavelength of 415 nm and
the total flavonoid concentration was expressed in
milligrams of quercetin equivalent per gram of plant
extract (mg QE /g extract).

Dissolution of Struvite crystals:

The crystallization process was induced by the presence
of Proteus mirabilis isolated from apatient with
urolithiasis and then cultured on Tryptic Soy Broth
(TSB) for 18-h at 37 ° C. This in-vitro crystallization
process is similar to that which occurs during the in-vivo
growth of struvite stones, as long as it is initiated by
urease producing microorganisms.

The synthetic urine solution was prepared according to
the recipe described by Agnieszka et al., ?°. This
synthetic urine is an aqueous solution containing in g/L
the following components: CaCl,.2H,O: 0.651,
MgCl,.6H;0: 0.651, NaCl: 4.6, Na,SO4: 2.3, Sodium
Citrate: 0.65, Sodium Oxalate: 0.02, KH,PO4: 2.8, KCI:
1.6, NH4CI: 1.0, Urea: 25.0, Creatine: 1.1 and TSB: 10.0.
The pH was initially adjusted to 5.8 and the prepared
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urine was sterilized by filtration using a 0.22um filter
into sterile vials, and finally stored at 4 ° C for a 1-week
before use. These mineral components correspond to the
average concentration observed over a full normal 24-
hour cycle. TSB had been added to stimulate bacterial
growth without interfering with the precipitation process
%, Crystallization occurs after addition of the suspension
of P. mirabilis in 2ml of artificial urine at an appropriate
concentration of 0.5 Mc Farland standard and an
incubation at 37 ° C for 24 hours.

A volume of 62.5ul of aqueous extract was then added at
various concentrations: 0.0625; 0.125; 0.25; 0.5 and 1
mg/ml. The suspension of bacteria in synthetic urine
without additives was prepared as a control. After 60min
of incubation, a microscopic examination technique was
carried out to compare the results obtained in the
absence and presence of the tested extract. The pH
measurements of each sample were carried out at the
start and the end of the experiment.

Inhibition of Struvite crystallization:

The chemical synthesis of struvite crystals in the urine
was performed according to the protocol of Sadki and
Atmani 3, which consists in mixing two solutions of
respective composition:

e A: potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4):
0.1M.

e B: magnesium chloride (MgCI2) 41g, ammonium
chloride (NH4CI) 50g; 20ml of ammonium hydroxide
(NH40H) were added and diluted to 50ml with double-
distilled water, then diluted 10 times.

The mixture of two volumes of 1ml each of these
solutions was induced by adding 62.5ul of the plant
extract to the solution “A”. The aqueous extract was
prepared at different concentrations: 0.0625; 0.125; 0.25;
0.5; and 1mg/ml, and the control solution was prepared
by replacing this extract with an equal volume of
distilled water. After 30 min of incubation at 37 ° C, the
growth of crystallized had been then monitored using
PLM in all mixtures.

Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy:
The micrographic observations were followed by FTIR
analytical technique. To help with this process, the
residues of various concentrations were recovered by
centrifugation at 4000rpm for 10min and then dried in
the open air. Thus, each dried pellet was mixed with
Potassium Bromide (KBr) at a rate of 0.5-1.0g per 100g
of KBr in an agate mortar. The powder obtained was
compressed to a pellet of 13 mm-diameter and 1mm-
thickness. The technique was applied using a Bruker
ALPHA Il FTIR Spectrometer in the 4000-400 cm-1
wave number range with a database used for analyzing
the spectra by identifying the noticeable vibrations 2 3,

RESULTS:

Extraction yield:

The mass extracted from F excelsior plant leaves
recovered after evaporation is 3.33g, which corresponds
to an extraction yield of 16.7%.

Total phenolic and flavonoid contents:

The total phenolic content based FCR reagent ranged
between 60.92+0.94mg GAE/g of extract using the
calibration curve (y = 0.0102x — 0.0307; R2 = 0.9981).
Also, the result obtained for the concentration of The
total flavonoid content expressed in mg QE / g of extract
ranged between 19.32+0.75 based on the calibration
curve (y = 0.0066x — 0.0058; R2 = 0.9985).

Litholytic effect of Fraxinus excelsior on struvite
crystals:

The Figure (Figures. 2b, 2c¢) represents the formation of
struvite crystals induced by biological synthesis
(presence of P. mirabilis) after incubation at 37°C for 24
h. The results show struvite crystals with various
morphologies of coffin-shaped and X-shaped struvite
crystals®. In addition, it can be seen that the profile of
facets is intact, which indicates conditions favorable for
germination and crystal growth without serious
constraints.

FTIR spectra of urinary pellet samples (resulting from
centrifugation) showed that they are formed essentially
of struvite, small amounts of calcium phosphate apatites
and calcium oxalate, thus confirming the nature of the
crystals observed (Fig. 2d).

d)

“ontrol Solutio
Control Solution = Struvite (PAM)

®  Calcium Phosphate (CaPh) /
v Calcium oxalate (CaOx) f

Absorbance

Jon

40TT T500 I000 500 7000 T500 TOOD 500

cm

Figure 2. Micrographs of struvite crystals induced by P. mirabilis
after 24 h at 37 ° C. (a-c) in a control solution; (d) FTIR analysis
showing PAM nature and their predominance.

Figure 3 illustrates the litholytic effect of the Aqueous
Extract for 60min on struvite crystals that were already
induced by P. mirabilis after 24 hours at 37 ° C. For low
concentrations, Figures 3a-3b show that the struvite
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crystals remain intact (at 0.0625 mg/ml), or weakly
degrade (at 0.125 mg/ml). Beyond 0.25 mg/ml, the
degradation of struvite crystals is all the more
accentuated with the increase in the concentration
(Figures. 3c, 3e). As regards the high concentrations, the
degradation of the struvite crystal structure is
accompanied by the appearance of calcium phosphate
granules (Figure. 3d, 3e). FTIR spectra of the residue
recovered by ultracentrifugation (1 mg/ml of aqueous
extract solution; Figure. 3-f) reveals that the amount of
struvite has decreased considerably relative to that of
calcium oxalate with their crystalline form that

predominate; Carbapatite (CA) and Amorphous Calcium
Phosphate (ACP). FTIR spectra also shows protein
absorbance bands related to the presence of bacteria that
induce struvite crystal formation.

Extract 1mg/ml
® Struvite (PAM)

=

/ | ® Calcium Phosphate (CaPh)
[ | v Calcium Oxalat 1045
1 \ alcium Oxalate r

.
he

/ \\‘, 1 | | 1010
\ Prot f"-m s -
|

\ . J !
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|
\east \
A A
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Figure 3. Crystals induced by P. mirabilis observed in the presence
of the aqueous extract of F excelsior at various concentrations:
0.0625 (a); 0.125 (b); 0.25 (c); 0.5 and 1 mg/ml (e) using PLM and
FTIR analysis clearly highlighting the nature of the revealed
components

Inhibitory effect of struvite crystallization:

In the absence of an inhibitor:

In terms of counting the crystals formed in the absence
of an inhibitor, a high crystal density (size and number)
was recorded (Figure. 4a). These crystals show
characteristic struvite facets (Figure. 4A).

In the presence of an inhibitor:

For low concentrations of aqueous extract (0.065 to 0. 25
mg/ml), the crystal density remains quite high (Figures.
4b, 4c and 4d). This density decreases considerably at
high concentrations (0.5 and 1mg/ml) (Figures. 4e, 4f).
Morphologically, the crystals obtained appear in
lamellae and lamellae aggregates, the edges of which are
broken and/or curved (Fig. 4B, C, D, E and F). FTIR
analysis revealed that these are struvite crystals (Figure.
5).

0,5mg/ml 0,25mg/ml 0,125mg/ml 0,0625mg/ml Control solution

1mg/ml

Figure 4: Evaluation of inhibitory action both; in the absence (a,
A) and the presence of the aqueous extract of F excelsior at various
concentrations: 0.0625 (b, B); 0.125 (c, C); 0.25 (d, D); 0.5 (e, E)
and 1mg/ml (f, F) using PLM on chemically synthesized struvite
crystals.

= Struvite il

Absorbance

4000 1500 1000 500

Figure 5: FTIR Spectra of chemically induced crystals in the
presence a 0.0625 mg/ml of the aqueous extract of F excelsior
concentration after 30 min of incubation at 37 ° C.
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DISCUSSION:

Traditionally, several medicinal plants are used to
prevent and treat urinary lithiasis®®>=®. It is, however,
difficult to determine the exact mechanism attributed to
the bioactive constituents®”. In this regard, several
authors have evaluated the in vitro effect of different
plant extracts on the formation of struvite crystals®-340,
The present study was undertaken to evaluate in vitro the
litholytic and inhibitory effects of the aqueous extract of
Fraxinus excelsior on the struvite crystals. To achieve
this, the crystallization of struvite was induced by two
processes: biological (in the presence of P. mirabilis)
and chemical syntheses. As for the biological approach,
a 24-hour incubation makes it possible to visualize by
polarization microscopy an abundant crystalline
population composed mainly of struvite crystals, which
appear not only in different facets but also in crystalline
aggregates®’. It’s worth note at this level that the
crystalline structure of these crystals is intact and that
their germination and growth took place without major
constraints. The FTIR spectra of the recovered urine
residue reveals struvite absorbance bands of calcium
phosphate (Carbapatite), calcium oxalate and protein®2.
Besides that, the formation of other components is
justified by the presence of calcium chloride dihydrate
(CaCl,, 2H,0) and sodium oxalate (Na2C;0O4) that
respectively induces the formation of carbonate apatite
and of calcium oxalate in the composition of the
synthetic urine. The presence of proteins in the analyzed
urinary pellet is directly linked to that of bacteria.

The addition of the aqueous extract after this incubation
allowed us to observe with a polarized light a consequent
degradation of the crystalline structure of the struvite
crystals at concentrations > 0.5mg/ml. This indicates the
significant litholytic effect of the aqueous extract of
Fraxinus excelsioron struvite crystals for high
concentrations. In this context, the present results are
consistent with those obtained by Stefanus et al.,** and
Chauhan et al., * studies respectively on the leaves of
Orthosiphon aristatus Bl. Miq and Boerhavia diffusa
Linn, which indicate that both extracts cause notable
defects with defragmentation of struvite crystals at high
doses. The fragments thus obtained are easy to be
removed via the urinary tract.

The FTIR analysis of the pellets recovered in the
presence of the aqueous extract of Fraxinus excelsior
shows a predominance of absorbance bands relating to
carbonated amorphous phosphate  calcium  and
carbapatite at the expense of those of PAM, which
confirms the struvite dissolution.

Struvite is a pH-dependent crystalline species; it forms in
alkaline environment (pH >7) and its treatment involves
urinary acidification®®. After the measurement of pH, it

was found that the formation of struvite crystals is
accompanied by urinary alkalinization, which results
from the urease activity of P. mirabilis*.

After the addition of AE, and regardless of the
independently measured concentrations, the pH
remained rather high (pH = from 8.9 to 9.1), and
therefore is favorable to struvite stabilization, proving
that the dissolution observed can be attributed to the
action of certain active constituents present in the
extract; such as, polyphenols and flavonoids, which are
known by their litholytic potential*’. The chemical
synthesis of struvite was characterized by rapid kinetics
in which the formation of struvite crystals was observed
with both the absence and the presence of the aqueous
extract and just after 30 min of incubation. This result
had been revealed using PLM and FTIR spectra.

The in vitro crystallization of struvite shows that the
potentialof struvite crystal growth inhibition is
proportional to the increasing concentrations of the
aqueous extract tested; the more the concentration of the
aqueous extract of Fraxinus excelsior increases, the
more the average crystal size and number decrease.
Sadki and Atmani®! also reported an in vitro growth
inhibition study of struvite crystals using the aqueous
extract of E. multiflora. The results revealed a similar
inhibitory effect in which a dose of mg/ml aqueous
extract tested induces a reduction in the size and number
of crystals (40%) compared to the crystals in the control
tube. Further, the study results demonstrated a change in
crystal morphology. Therefore, if the inhibition of
struvite crystallization can be avoided, infectious
lithiasis could also be avoided.

The inhibitory effect of struvite crystallization by the
supplementation of the aqueous extract of Fraxinus
excelsior was expressed both; morphologically and by
the enumeration of the formed struvite crystals. Indeed,
for all of the aqueous extract concentrations, the
morphology of the observed struvite crystals is quite
particular and is characterized by lamellae and lamellae
aggregate structure with a set of curved edges and
contours. In addition, a fairly small number of these
crystals were recorded for of the aqueous extract
concentrations 0.5 and 1mg/ml. At low concentration of
the aqueous extract, the germination and growth of
struvite crystals are in fact governed by a fairly good
velocity of kinetics fast enough to outweigh the
inhibitory effect of the extract.

The latter exhibits by a noticeable modification of the
crystals morphology. At a high concentration, the
inhibitory potential of the aqueous extract is relatively
significant not only for the crystals morphology but
above all for the consequent reduction in their number.
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The results of this study are in consistent with those
reported by Kaleeswaran et al., ¥ and Reshma et al.,*®
who showed that the aqueous extracts of Pedalium
murex Linn and Scoparia Dulcis exerted, in addition to
the litholytic effect, Fraxinus excelsior an in vitro
inhibitory effect on struvite crystallization. Thus, the
phenolic compounds present in may be responsible for
the inhibitory and/or litholytic activities on the
crystallization of struvite’.

Several studies related to anti-crystallization compounds
of plant origin; such as, polyphenols and flavonoids,
have reliable results in treating struvite crystals. Prywer
and Torzewska® reported the effect of the Polyphenolic
Curcumin Compound against P. mirabilis during struvite
crystallization in an artificial urine. In the presence of
curcumin, the results revealed that the induction time
increases, and the efficiency of struvite formation
decreases, in which it does not affect crystals
morphology in relation to the absence of curcumin.
Torzewska and Rozalski'” reported an in vitro
crystallization inhibition by various phenolic substances
on crystal formation induced by P. mirabilis. The results
show that nearly 50% of the tested substances prevented
the formation of struvite crystals and successfully
inhibited urease activity, which is the driving force for
struvite crystallization. Dayana Jeyaleela G and her
collaborators®® confirmed the inhibitory potential of
flavonoids extracted from the leaves of Meliadubia on
struvite crystals. The results showed that the flavonoids
act on urease by inhibiting the latter through hydrogen
bonds formation and van der Waals interactions. In
addition to its direct effects on urease, the flavonoids
inhibited crystallization, distorting the struvite crystal
surfaces.

The chemical composition analysis of the aqueous
extract of Fraxinus excelsior shows that it contains a
significant amount of polyphenols and flavonoids, which
insinuates the formation of crystals containing active
substance complex; the complexes formed are usually
more water soluble than the crystals itself. These in vitro
assays show that the aqueous extract of Fraxinus
excelsior is effective in dissolving and inhibiting the
crystallization. The prevention against infection lithiasis
is primarily based on inhibiting crystal growth and
dissolving struvite crystals.
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