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Résumé

De nos jour, I’antibiorésistance est considéré comme un phénomene qui s’est répondu
un peu partout dans le monde, bientdt aucun médicament n’aura d’effet sur les
microorganismes. Le cholécalciférol (VitD3) est connu pour son réle dans la croissance et la
minéralisation, néanmoins elle pourrait présenter un intérét dans la prévention de nombreuses
affections par le renforcement de notre systeme immunitaire. L’objectif de cette étude était
d’évaluer ’activité antimicrobienne de la VitD3. Cela a été réalisé par la méthode de diffusion
vis-a-vis de sept souches de références d’origines bactérienne dont quatre a gram négatif et
trois a gram positif. Les résultats ont dévoilé que la VitD3 possédait un effet antibactérien,
avec une sensibilité plus au moins modéré vis-a-vis de K. pneumoniae, S. aureus, P.
aeroginosa et E. feacalis avec des CMI allant de 1250 mg/mL & 2500 mg/mL
respectivement ; tandis qu’aucune activité n’a été noté vis-a-vis des trois autres souches. A la
lumiere de cette étude on peut déduire que cette vitamine pourrait étre considéré comme une

potentielle issu vers la prévention des maladies infectieuse.

Mots clés : Antibiorésistance, antimicrobien, Vitamine D3, maladies infectieuses.



Summary

Nowadays, antibiotic resistance is considered to be a phenomenon that has responded
around the world, soon no drug will have an effect on microorganisms. Cholecalciferol
(VitD3) is known for its role in growth and mineralization, however it could be of interest in
the prevention of many diseases by strengthening our immune system. The objective of this
study was to evaluate the antimicrobial activity of VitD3. This was achieved by the method of
diffusion vis-a-vis seven strains of references of bacterial origin including four to gram
negative and three to gram positive. The results revealed that VitD3 had an antibacterial
effect, with a more at least moderate sensitivity to K. pneumoniae, S. aureus, P. aeroginosa
and E. feacalis with MIC ranging from 1250 mg/mL to 2500 mg/mL respectively; while no
activity was noted against the other three strains. In the light of this study it can be concluded
that this vitamin could be considered as a potential outcome towards the prevention of

infectious diseases.

Key words: Antibiotic resistance, antimicrobial, Vitamin D3, infectious diseases.
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Introduction

Toute maladie causée par des micro-organismes pathogénes comme les bactéries, les virus,
les parasites ou champignons est dite maladie infectieuse. Ces maladies peuvent étre plus au
moins grave et diffuser dans I’environnement ou transmis d’un sujet a un autre, homme ou
animal ou alors entre les deux (zoonose).

Lorsque I’agent pathogene est d’origine bactérienne une antibiothérapie est nécessaire
afin d’empécher la détérioration de la santé de son hote. En effet, depuis des décennies
I’homme prend des antibiotiques afin de pouvoir traiter les infections d’origine microbienne,
mais la prise anarchique de ces derniers a provoqué I’apparition de souches résistantes et
multi résistantes d’ou I'intérét de trouver des substances qui pourrait les remplacer avec un
effet optimal et tolérable par I’organisme.

D’importantes pistes thérapeutiques sont en cours d’évolution pour le traitement
préventif ou curatif des infections bactériennes, en alternative ou en complément du
traitement antibiotique classique. Ces approches naissantes comprennent également la lutte
contre les facteurs de virulence tel que les toxines et les bioflms (Caballero et Figueiredo,
2018).

Parmi ces pistes promettantes, il s’est avéré que lorsqu’on associe une antibiothérapie
a la prise de vitamine D, cela potentialise le fonctionnement du systéme immunitaire, par
I’induction de 1’autophagie chez les patients atteint de tuberculose pulmonaire bacilliféere
(Viard ,2012).

En effet, la VitD posseéde d’innombrable bienfaits qui affectent les autres cellules, des
tissus et systémes. Des analyses récentes ont montré que 1’addition du cholécalciférol (VitD3)
réduit le taux de mortalité, notamment chez les femmes enceintes au cours des infections
respiratoires d’origine bactérienne (Viard ,2012). De plus, un supplément quotidien de
vitamine D3 de 5 000 Ul a un effet bénéfique sur la régulation positive de I'expression de
SIgA et de cathélicidine chez les athlétes pendant une période d'entrainement hivernal, afin
d’améliorer leur résistance aux infections respiratoires (Cheng-Shiun et al., 2015).

Cependant aucune étude in vitro n’a été réalisé auparavant pour décrire le mécanisme
par lequel la VitD3 aurait pu avoir un quelconque effet inhibiteur sur les microorganismes
responsables de maladies infectieuses. Dans ce contexte la présente étude a pour objectif
d’évaluer I’activité antibactérienne de la VitD3 vis-a-vis de germes gram positif et gram

négatif. Pour cela ce présent manuscrit est divisé en trois parties :


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=He+CS&cauthor_id=25861808

Introduction

Une premiére partie dédiée a une synthese bibliographique a travers laquelle la
VitD3 a été presenté ainsi que quelques généralités sur son origine, sa structure, son
métabolisme et ses différents réles; suivit d’'une deuxiéme partie évoquant les différents
matériaux utilises et méthodes appliquées. Enfin une troisieme partie qui a englobé

I’ensemble des résultats obtenus de cette étude.
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Synthése bibliographique

1. Généralité sur la vitamine D

Les vitamines sont des molécules qui interviennent dans le ressort de
I'organisme. Elles sont, essentielles pour la croissance et I'équilibre vital et doivent étre
contenues en quantité suffisante afin d'éviter I'apparition de carences dont les effets peuvent
étre graves (Delcusn, 2016). A I'exception des vitamines K et D, le corps humain ne parvient
pas a synthétiser les vitamines, ainsi leurs apports se fait par une alimentation équilibrée. Les
vitamines sont divisées en deux catégories : les vitamines hydrosolubles (groupes B, C) qui se
retrouve globalement dans une alimentation compléte et variée (Chaudier, 2021), ne pouvant
pas étre stockées par 1'organisme puisqu’elles sont éliminées en méme temps que 1'eau qui les
dissout (Elie, 2022) ; et les vitamines liposolubles (A, D, E, K) (Tableau 1) essentielles au
maintien de l'intégrité structurelle des tissus (vitamine A) et au développement optimal des
organes (Hamadou et Kais, 2017), apportées essentiellement par les aliments contenant des

corps gras (Chaudier, 2021).

1.1. Définition et nomenclature

La vitamine D (VitD) est une substance stérolique liposoluble fournie par de rares
sources alimentaires (Tagarort et Chadli, 2020), elle est considérée comme étant une hormone
pléiotrope par la présence de ses récepteurs nucléaires (VDR, vitamin D receptor) dans de
nombreux tissus dont le tissu cérébral, mammaire, 1’intestin gréle, les cellules B du pancréas,
la prostate, le placenta, les cellules endothéliales et les macrophages excepté les globules
rouges, les cellules du muscle strié mature et certaines cellules cérébrales (Kabuseba et al.,
2022). La VitD est connu aussi sous le nom de calcitriol ou "vitamine anti-rachi”
représentant sa forme active essentielle a la santé des os et des dents puisqu’une carence peut
entrainer un retard de croissance, jouant ainsi un role vital dans le métabolisme du calcium
dans I’organisme (Bastianetto, 2022). Elle existe dans notre alimentation sous deux forme
dont I’ergocalciférol (D2 — forme végétale) et le cholécalciférol (D3 — forme animale)
(Changizi, 2022).


https://www.passeportsante.net/auteur/anaelle-chaudier
https://www.passeportsante.net/auteur/anaelle-chaudier
https://www.passeportsante.net/auteur/stephane-bastianetto
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Tableau 1 : les vitamines hydrosolubles et liposolubles (Chaudier, 2021).

Groupes de vitamines Vitamines | Besoins adultes Sources
110 m N .

C g La vitamine C est présente dans tous les
végétaux mais a des quantités variables.
Les principales sources de vitamine C sont
les fruits et les légumes.

B1 1,2 mg La levure alimentaire, les produits
céréaliers complets, et les oléagineux.

B2 1,6 mg Foie, levure de biére, fromage.

B3 13 mg Viande et poisson essentiellement.

B5 5mg Champignons, abats, foie, tournesol,
saumon.

B6 1,6 mg Viande, poisson, abats.

Les vitamines hydrosolubles B8 50 pg Le foie, les levures, les céréales
completes, les fruits oléagineux (noisettes,
amandes), les ceufs.

B9 330 pg Les légumes verts, les fruits, les fromages
type bleu ou camembert, les ceufs, le foie,
les graines.

B12 2,4 ug Foie, huitres crues, maquereau, sardine,
crevette.

A 700 pg Foies et huiles de foie de poisson, beurre,
créeme fraiche, ceufs, fromages. Les
aliments les plus riches en béta-carotene
sont les végétaux de couleur orange /verte

D 5ug Les huiles végétales, les produits laitiers
enrichis, les poissons gras comme le
saumon, le hareng, la sardine, etc

K 45 ug La fermentation des aliments en
particulier des légumes verts comme les
épinards, les brocolis, les asperges et les
algues, grace aux bactéries de la flore

E 12 mg Les huiles végétales (huile de germe de

Les vitamine liposolubles

blé, palme, tournesol, soja, arachide ou
olive), les graines oléagineuses, les noix et
les amandes



https://www.passeportsante.net/auteur/anaelle-chaudier
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2. La vitamine D3

2.1. Origine

La VitD peut étre apportée a 1’organisme selon 3 modes : la peau, I’alimentation et la
supplémentation. La capital source de vitamine D3 est la synthese endogene qui se produit
dans I'épiderme apres exposition aux rayonnements ultraviolets B (UVB) fournis par la
lumiere du soleil (figure 1); elle est produite a partir du 7-déhydrocholestérol, un
intermédiaire de synthese du cholestérol présent dans les membranes cellulaires du derme et
de I'épiderme. L'énergie apportée par les rayons UVB lui permet d'étre transformée en
provitamine D3, qui elle-méme se transforme rapidement en vitamine D 3 sous l'action de la
chaleur en la libérant dans la circulation [(Landrier, 2014) ; (Piraux, A. (2021)].

V Rayons

uUwvB

e P S S e T
Formation de la vitamine D3 |
(inactive) ou cholécalciférol

Alimentation et
suppléments
(vitamines D2 et D3)

Foie

Formation du calcifédiol

[25(OH)D], forme inactive de
stockage de la vitamine D3

/

Formation du calcitriol
[1.25(0OH)2D], forme active
de la viamine D3

Rein

Figure 1 : Origine de la vitamine D3 (Guillot, 2021).

Il'y a trés peu d'aliments qui contiennent de la vitamine D3 (Tableau 2). Quelques rares
sources alimentaires existent, principalement dans les produits d’origine animale tels que la
viande, les poissons gras marins, les produits laitiers et les ceufs. Certains aliments comme des

margarines, par exemple, sont enrichis en vitamine D3 (Shadouh, 2021).
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Tableau 2 : Principales sources alimentaires de vitamine D3 (Landrier, 2014).

Aliments Vitamine D3 ( n g/100 g) Vitamine D3 (U1/100 g)
Huile de foie de morue 250 10 000

Saumon, Hareng, Anchois 12-20 480-800

Sardine, Maquereau 8-12 320-480

Thon 4-7 160-280

Foie de veau 2-3 80 -120

Jaune d'ceuf 2-3 80-120

Laitages enrichis 1,25 50

Beurré 0,6-1,5 24-60

2.2. Structure

Les vitamines D2 et D3 différent uniqguement par un groupement méthyle en C24 et une

double liaison en C22 (figure 2). Le terme calciférol désigne les deux molécules qui,

chimiquement proches, ont la méme activité biologique chez I'homme. Cependant, cette

activité commune ne se déroule pas avec la méme intensité : la forme D3 est dotée d'une

efficacité trois plus importante que la forme D2 (Heraud, 2016).

Les propriétés physico-chimiques des deux composés D2 et D3 sont répertoriées dans le

tableau 3.
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Figure 2 : Structure des vitamines D ;, et D 3 (Heraud, 2016).

Tableau 3 : Propriétés physico-chimiques de la vitamine D3 et de la vitamine D2
[(MALLET, 2014) ; (GUILLAND, 2015)]

Vitamine D3 D2
Formule brute C27H440 C28H440
Masse moléculaire 384,6 g/L 396,7 g/L
Point de fusion 82-88°C 113-118°C

Longueur d’UV-B optimum

Poudre cristalline blanche & jaunatre

Forme physique

Trés solubles dans 1’éthanol, 1’éther, et le chloroforme,
moins soluble dans les huiles et les graisses et insoluble
dans I’eau.

Solubilité Stable a la chaleur et rapidement dégradable par la lumiere
ou en présence d’oxygene ou bien d’acides.

Stabilité Stable a la chaleur et rapidement dégradable par la lumiére
ou en présence d’oxygene ou bien d’acides.

Unité - Ul ou pg : pour les medicaments, les compléments

alimentaires et 1’alimentation

- nmol/L ou ng/mL : dans le cas des bilans sanguins. (19
de vitamine D = 40Ul et 1nmol/L = 0,4ng/mL)
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2.3. Métabolisme de la vitamine D3
La vitamine D (D2 ou D3) doit étre transformée au niveau hépatique puis rénal pour
devenir pleinement active en se liant a un récepteur présent dans des tissus cibles qu’elle
atteint via la circulation sanguine. Celle-ci est transportée dans le sang par la vitamin D-
binding protein (DBP) puis hydroxylée dans le foie pour former la 25-hydroxy vitamine D
[25(OH)D] (Souberbielle et al., 2013).

2.3.1. Biosynthése

La premiere étape de la biosynthése est I'nydroxylation en position 25, entrainant la
formation de 25-hydroxyvitamine D3 (25(OH)D3), une forme de réserve de la vitamine D3
avec une demi-vie plasmatique de deux a trois semaines. Cette hydroxylation hépatique est
réalisée par des CYP situés dans le réticulum endoplasmique ou les mitochondries.
Aujourd'hui, le CYP2R1, localisé dans les microsomes, apparait comme un candidat de choix
pour la synthese de 25(OH)D3 (Tissandié et al., 2006).

La deuxiéme étape est I'hydroxylation en position 1 par le CYP27B1 mitochondrial
pour générer la 1,25-dihydroxyvitamine D3 (1,25(0OH)2D3), une forme biologiquement active
avec une demi-vie plasmatique d'environ 4 heures. En plus de cette production rénale
primaire, des sites secondaires de production de 1,25(0OH)2D3 ont été trouvés dans le
placenta, le cerveau, la prostate, les kératinocytes, les ostéoblastes et les macrophages
exprimant le CYP27B1. Cependant, cette production extrarénale ne favorise normalement pas
la formation de 1,25(0OH)2D3 plasmatique (Garabédian, 2000).

Une fois synthétisée, la vitamine D3 active diffuse dans tout I'organisme et agit sur ses
organes cibles tels que les intestins, les os, les reins et les glandes parathyroides [(Miller et
Portale, 2000) ; (Schuessler et al., 2001)].

2.3.2. Catabolisme
La concentration circulante en 1,25(0OH),Ds (vitamine D active) dépend également de
son catabolisme réalisé dans des cellules cibles. La CYP24Al catalyse la conversion de
1,25(0OH),D3 en 1,24,25-trihydroxyvitamine D3 (1,24,25(0OH)3D3), premiere étape dans la
voie de dégradation de la vitamine D pour aboutir a une forme inactive, I’acide calcitroique.
Contrairement & CYP27A1 et CYP27B1, localisées principalement dans le foie et le rein
respectivement, CYP24A1 est ubiquitaire, contrélant ainsi le taux de vitamine D3 active a

I’échelle de I’organisme (Tissandié et al., 2006).
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2.3.3. Régulation du niveau de la vitamine D

La régulation du meétabolisme de la vitamine D3 dépend essentiellement des enzymes
impliquées dans sa synthése (CYP27Al et B1l) ou son catabolisme (CYP24A1l). Cette
régulation implique des hormones (en particulier la PTH ou hormone parathyroidienne) qui
répondent par l'intermédiaire de récepteurs nucléaires aux modifications de I'homéostasie
calcique et de molécules dérivées de lipides a activité autocrine ou paracrine (Tissandié et al.,
2006).

Cette hormone parathyroidienne, sécrétée par les glandes parathyroides, joue un réle
clé dans la régulation du métabolisme de la vitamine D. En effet, lors de I'hypocalcémie la
PTH agit positivement pour stimuler la production de vitamine D active (1.25(0OH)2D3)
controlant 1’enzyme CYP27B1 responsable de sa synthése en augmentant 1’activité du
promoteur de la CYP27B1 via la phosphorylation du facteur de transcription CREB (CAMP-
dependant response element binding protein), et contréle négativement 1’enzyme CYP24A1
responsable de I’inactivation rénale en diminuant la stabilit¢ des ARNm codant pour la
CYP24A1 [(Armbrecht et al., 2003) ; (Zierold et al., 2002)].

L'effet de ’hormone sur le CYP27B1 et le CYP24A1 passe via le récepteur de la
vitamine D, le VDR (Vitamin D Receptor). Récemment, Tsujikawa et al ont suggéeré que
I'effet inhibiteur de 1,25(0OH)2D3 sur le CYP27B1 rénal pourrait également se produire par un
autre mécanisme impliquant la protéine B-glucosidase KLOTHO (Tsujikawa et al., 2003).

2.4. Role de la vitamine D3
La VitD est connue pour son rdle dans la croissance et la minéralisation, mais elle
pourrait présenter un intérét dans la prévention de nombreuses affections par le renforcement
de notre systeme immunitaire. En effet une carence pourrait rendre notre organisme propice

au développement d’une éventuelle pathologie infectieuse.

2.4.1. Role dans la calcification
La vitamine D3 a un role particuliéerement important chez les nourrissons et les
personnes agees. L'apport et la synthése de la VitD diminue avec I'age, il est donc primordial
de prévenir la carence chez les patients 4gés qui peuvent étre sujet a 1’ostéoporose. De plus,
chez les nourrissions et les jeunes enfants la carence en VitD entraine le rachitisme qui affecte
leurs croissances, en impactant de maniére directe la calcification osseuse. De ce fait, ces

pathologies augmentent le risque de fracture [(Chaudier, 2022) ; (Piraux, 2021)].


https://www.passeportsante.net/auteur/anaelle-chaudier
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En effet, le phosphore et le calcium assurent a la fois 3 fonctions dont la
minéralisation des os, du cartilage et des dents mais aussi la contractilité des muscles,

notamment celle du myocarde et la régulation des différentes hormones.

La vitamine D est impliquée dans le phosphocalcique libéré dont le principal effet est
l'augmentation de I'absorption intestinale du calcium et du phosphate, et I'équilibrage de bilan
phosphocalcique, ainsi que la formation et la résorption osseuse[(Chaudier, 2022) ; (Piraux,
2021)].

2.4.2. R6le Immunomodulateur
L’effet régulateur de la VitD sur la fonction du systéme nerveux, le systeme
immunitaire et la réduction du risque d'infection sont I'un des sujets les plus brilants du
moment. Ces dernieres années, des découvertes majeures ont été faites sur le rble de la
vitamine D dans I'immunité (figure3). Les récepteurs de la vitamine D se trouvent sur la
grande majorité des cellules immunitaires, telles que les macrophages, les cellules

dendritiques ou les cellules B et T activées (Vanherwegen et al., 2017a, 2017b).

Macrophages Cellules dendritiques
-
E

Calcitriol

3 | |\_ J / | |: ,' ‘
Z ~—2 g
£
- Lymphocytes de type B Lymphocytes de type T

Figure 3 : Effets immunomodulateurs de la vitamine D (Piraux, 2021).

o Réle dans 'immunité innée
La VitD a une action sur le systeme immunitaire inné elle stimule les cellules
dendritiques et les macrophages qui sont les soldats de premiere ligne du systéme

immunitaire. Elle agit en abaissant le risque de contagion en renforcant 1’activité de
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I'immunité innée, induit la production de cathélicidine, une molécule aux propriétes
antimicrobien et antitoxine. Elle induit également des changements dans la production de
cytokines, qui sont des molécules de signalisation de cellule & cellule au sein du systéme
immunitaire dont l'objectif principal est de mieux contrdler la réponse inflammatoire (Lang et
al., 2012).

Une étude récente détaille comment le calcitriol améliore les effets antibactériens des
macrophages et des monocytes, les cellules effectrices clés qui combattent les agents
pathogenes tels que Mycobacterium tuberculosis. Il a été démontré que le complexe récepteur
calcitriol-VDR-retinoide X améliore la chimiotaxie et la capacité phagocytaire des cellules
immunitaires innées (Baeke, 2010). En plus de I'action directe contre les micro-organismes,
les monocytes et les autres cellules présentatrices d'antigénes (APC) innées, en particulier les
cellules dendritiques (DC), sont des cibles importantes des effets immunomodulateurs de la
VitD (Prietl, et al., 2013).

o Role dans 'immunité adaptative

La VitD stimule également le systéme immunitaire adaptatif en augmentant le nombre
lymphocytes Th2, conduisant ainsi & un effet anti-inflammatoire. Une premiére étude
examinant les effets de la VitD sur les cellules immunitaires adaptatives humaines, a
démontré I'expression des VDR nucléaires et enzymes activatrices de la vitamine D dans les
cellules T et B (Provvedini, 1983).

Les cellules T, un type important de cellules immunitaires adaptatives, sont également
considérées comme des cibles importantes pour les effets immunomodulateurs de diverses
formes de vitamine D. Une étude récente (Hewison, 2012) a identifié quatre mécanismes par
lesquels la vitamine D peut affecter la fonction des lymphocytes T dont I’effets endocriniens
directs sur les lymphocytes T par le calcitriol systémique, mais aussi la conversion intracrine
directe du 25(OH)D en calcitriol par les lymphocytes T. De plus, deux effets directe et
indirectes du calcitriol ont été observée sur les lymphocytes T apres sa conversion a partir du
25(0OH)D par les monocytes ou les cellules dendritiques, et la présentation de I'antigéne aux

lymphocytes T induits par les APC locales affectées par le calcitriol.

3. Vitamine D et pathologie
3.1. Pathologie infectieuse d’origine bactérienne
Les relations possibles entre la VitD et les maladies infectieuses ont été proposées pour
la premiere fois il y a plus d'un siécle. A cette époque, il était d’usage de soigner les

tuberculeux dans des sanatoriums ensoleillés d’altitude (Lang, 2012).
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3.1.1. Infection a staphylocoque doré resistant a la méticilline

Bien que son role est connu dans le métabolisme du phosphate de calcium, la VitD est
impliquée dans de nombreux processus pathologiques, notamment infectieux. A cet égard,
une association a eté établie entre les polymorphismes de ce récepteur et I'infection nasale par
S. aureus. La vitamine D contribue a l'intégrité de la barriére cellulaire en agissant sur les
génes codant pour les protéines nécessaires aux connexions entre les cellules épithéliales de la
peau, des voies gastro-intestinales, respiratoires et urinaires. Les micro-organismes sont donc
confrontés a plusieurs peptides antimicrobiens, en particulier la cathélicidine, dépendante de
la vitamine D et induite lors d’une exposition a S. aureus. Cette derniere a une activité
bactéricide puissante qui est capable de neutraliser des souches résistant a la méticilline ; elle
se lie aussi aux polysaccharides empéchant leur activité endotoxinique, augmente la
perméabilité vasculaire, stimule la cicatrisation et la prolifération cellulaire et agit comme un
facteur chimiotactique vis-a-vis des neutrophiles, monocytes, lymphocytes T et mastocytes.
La vitamine D accroit également les capacités cytotoxiques des monocytes tout en limitant la
production de cytokines pro-inflammatoires (Thomason et al., 2015).

3.1.2. La Tuberculose

De nos jours, la tuberculose continue d’étre un probleme de santé publique majeur qui
est une des principales causes de morbidité et de mortalité dans de nombreux pays en
développement. La tuberculose latente est la condition dans laquelle la réponse immunitaire
de I’hote est capable de former un granulome pour engloutir la mycobactérie dans une
tentative de contrdler sa prolifération (Charoenngam et Holick, 2020).

Lorsque le granulome ne parvient pas a limiter la prolifération des mycobactéries, les
patients deviennent symptomatiques et recoivent un diagnostic de tuberculose active. La
vitamine D joue un r6le essentiel dans la lutte contre la tuberculose. Les macrophages et
monocytes activés en réponse a I’exposition a 1’antigéne produisent localement 1,25(OH)2D
qui induit alors la production de cathélicidine, un peptide antibactérien responsable de la
destruction d’agents infectieux comme Mycobacterium tuberculosis (Charoenngam et
Holick, 2020).

En résumé, la vitamine D est essentielle a la réponse inflammatoire de 1’hote a la
tuberculose. Une carence en vitamine D est associée a un risque accru d’infection
tuberculeuse active. Toutefois, il reste a déterminer si la supplémentation en vitamine D peut
améliorer les résultats du traitement de la tuberculose en raison des différences les résultats

des essais cliniques (Charoenngam et Holick, 2020).
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3.1.3. Les pneumopathies

La pneumonie est une infection aigué des voies respiratoires inférieures qui affecte
principalement le tissu pulmonaire. Au microscope, les alvéoles sont remplies d’un liquide
exsudatif (pus), qui cause des problemes de respiration et d’échange gazeux dans les poumons
(Scott, 2012). Les manifestations cliniques de la pneumonie aigué chez les enfants
comprennent la toux, la fievre, les difficultés respiratoires et I’épilation de la paroi thoracique
inférieure (Scott, 2012). Les bactéries et les virus responsables sont des agents étiologiques
courants (p. ex., Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), Haemophilus influenzae (H.
influenzae) et virus respiratoire syncytial (Das et al., 2015).

Les nourrissons allaités sont démesurément touchés par le rachitisme, méme si ceux
qui regoivent des préparations commerciales n'en sont pas exemptés lorsque le taux sérique de
vitamine D de la mére est extrémement bas (Irvin et ward, 2022). 1l s’est avéré que lors de
I’allaitement exclusif au sein et les troubles malabsorptifs, ceux-ci peuvent entrainer une
diminution de la synthese de la vitamine D (Misra, 2008). Des études ont montré que chez les
enfants de moins de cing ans, la carence en vitamine D augmente considérablement le risque
de pneumonie [(Muhe, 1997) ; (Najada, 2004) ; (Rehman, 1994) ; (Wayse, 2004)]. Des études
ont également révélé un lien entre les polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) de genes
liés au VDR et la sensibilité a I’infection respiratoire par le virus syncytial (Janssen, 2007).
Un essai récent visant & compléter la vitamine D chez les enfants atteints de pneumonie a
révélé une réduction du nombre d’épisodes répétés [(Holland, 2010) ; (Das et al., 2015)].

Les résultats de modeles expérimentaux ont montré que la vitamine D atténue les
réponses immunitaires adaptatives et module les éléments clés de la réponse immunitaire
innée dans les cellules dendritiques, a la suite des infections a S. pneumoniae (Olliver, 2013).
Il existe de nombreuses preuves d’une carence en vitamine D et, & I’échelle mondiale, la
diarrhée et la pneumonie sont responsables du fardeau le plus élevé de mortalité et de
morbidité chez les enfants (Holland, 2012). Ainsi, le fait de compléter la vitamine D chez les
enfants atteints d’un épisode aigu de pneumonie pourrait aider a résoudre la maladie plus
rapidement. La vitamine D, en complément des antibiotiques, peut donc aider a réduire la

mortalité infantile due a la pneumonie (Das et al., 2015).

3.2. Pathologie infectieuse d’origine viral
Les infections respiratoires aigués virales représentent une part majeure de la morbidité
et de la mortalite. Bien qu'elles soient groupées selon les syndromes cliniques (par exemple

rhume, bronchiolite, pneumonie), elles peuvent aussi étre catégorisées selon les virus
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responsables (par exemple : influenza) (Brouard et al., 2018). Les facteurs saisonniers et
climatiques, ainsi que le mode de vie et I'état nutritionnel, sont parmi les facteurs de risque
connus des infections respiratoires aigués virales (Tagarort et Chadli, 2020).

Des expériences de culture de cellules in vitro soutiennent I’hypothése selon laquelle la
VitD aurait des effets antiviraux directs, elle est dotée d’un rdle important pour la régulation

du systéme immunitaire, y-compris la défense contre les infections virales (Dupont, 2021).

3.2.1. Lagrippe

La grippe, liée au virus influenza, est une infection virale moyenne des voies respiratoires
survenant par vagues épidémiques, principalement durant la saison froide, entre décembre et
mars. Elle fait donc partie du cours normal de I'hiver dans les zones chauffées. Le virus de la
grippe pénétre dans I'hdte via les muqueuses des voies respiratoires supérieures, au niveau du
rhinopharynx, ou via les muqueuses oculaires pour certaines souches (Paules, 2017).

A coté de ses effets classiques, la VitD a d'autres effets moins connus et un large éventail
d'activité. Ceci a conduit plusieurs équipes a étudier les relations entre la VitD et les
infections respiratoires aigués (Tagarort et Chadli, 2020). En outre, elle a un effet préventif
contre la grippe via I'amélioration de I'immunité innée, par une régulation positive et la
production directe d'antimicrobiens et d’antiviraux, tels que la défensine dans les monocytes
humains, les neutrophiles, les cellules tueuses naturelles et les cellules périphériques tapissant
les voies respiratoires. La défensine prévient I'infection en bloquant les fusions membranaires
(Varése, 2022).

D’aprés Dupont (2021), des animaux supplémentés en VitD résistaient mieux a la
grippe. Lors de la récente épidémie de grippe A HIN1, des constatations semblables ont été
faites au Canada et aux USA. Les personnes qui ont un bon statut vitaminique D ont une
meilleure résistance a I’infection grippale. D’un point de vue clinique, l'effet bénéfique d’une
supplémentation en vitamine D contre la grippe a été démontré chez les enfants, bien que de
fagon inconsistante. En plus de son impact sur la régulation des antimicrobiens, la vitamine D

réduit également le syndrome inflammatoire en contrélant la libération de cytokines.

3.2.2. LaCovid 19
Le virus de la covid 19 est responsable d’une infection d’évolution trés différente selon
les individus. Elle peut étre quasi inapparente (asymptomatique ou paucisymptomatique), ou
se manifester au contraire par des atteintes graves, notamment de ’appareil respiratoire,
pouvant entrainer le déceés (Tolou, 2022). Il s’est rapidement répondu a 1’échelle planétaire

déclenchant une des pires crises sanitaires depuis les cent derniéres années. La communauté
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scientifique a concentré ses efforts au développement de traitements efficaces et sécuritaires,
notamment des vaccins (Poulin, 2021).

Des publications récentes suggérent que la carence en vitamine D pourrait
compromettre les fonctions immunitaires respiratoires augmentant ainsi le risque d’infection

par la COVID-19 mais aussi le risque de formes graves et de mortalité (Boularouk, 2020).

D’aprés 1’Académie nationale de médecine et Kone (2022), la VitD module le
fonctionnement du systeme immunitaire en stimulant des macrophages et des cellules
dendritiques et joue un réle dans la régulation et la suppression de la réponse inflammatoire
cytokinique a l'origine du syndrome de détresse respiratoire aigu qui caractérise les formes
séveres et souvent létales de COVID-19. Par conséquent, elle recommande de doser
“rapidement le taux de vitamine D sérique (c’est-a-dire la 25 OHD) chez les personnes agées
de plus de 60 ans atteintes de COVID-19, et d’administrer, en cas de carence, une dose de
charge de 50.000 a 100.000 Ul qui pourrait contribuer a limiter les complications respiratoires
et d'apporter une supplémentation en vitamine D de 800 a 1000 Ul/jour chez les personnes
agées de moins de 60 ans des la confirmation du diagnostic de COVID-19 (Drali, 2020).

3.3. Pathologie métabolique

Pendant de nombreuses années, plusieurs roles ont éte attribuées a la vitamine D : role
préventif dans les maladies cardiovasculaires et certaines formes de cancer, effets
thérapeutiques préventifs et curatifs vis-a-vis du diabéte sucré, réduction du risque

d’infection, amélioration du tonus musculaire et réduction de la mortalité (Monnier, 2020).

3.3.1. Le diabete de type 2

Le diabete de type 2 résulte de la combinaison de facteurs génétiques, de facteurs
environnementaux et des habitudes de vie du patient. Chez les personnes génétiquement
prédisposées a la maladie, c’est en général le surpoids et I’accumulation de graisses dans
I’abdomen qui sont a I’origine d’une résistance de 1’organisme a I’insuline. Dans un premier
temps, le pancréas se met a produire davantage d’insuline pour compenser la résistance a
celle-ci. Mais avec le temps, le pancréas s’épuise et la sécrétion d’insuline diminue ce qui
provoque une glycémie (taux de sucre dans le sang) élevée de fagon continue (Deborah L.,

2020).
L'hypovitaminose D est suspectée depuis longtemps comme facteur de risque
d'intolérance au glucose. En effet, la mesure des concentrations de 250HD dans une

population a revéle que celles-ci étaient plus faibles chez les patients a risque de diabéte que
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chez ceux qui n'étaient pas a risque et d’autant plus faibles chez les patients diabétiques
(Boultache et Chkroun, 2020).

D’aprés le Dr Gagnon les raisons pour lesquelles une amélioration du métabolisme du
glucose a été constaté a la suite d'une supplémentation en vitamine D chez les personnes a
risque éelevé de diabéte ou chez celles qui viennent de recevoir un diagnostic de diabéte, face
aux autres études n'ayant pas réussi a démontrer un effet chez les personnes atteintes de
diabéte de type 2 depuis longtemps n'est pas claire. Cela pourrait étre di au fait que les
améliorations de la fonction métabolique sont plus difficiles a détecter chez les personnes
atteintes d'une maladie a long terme ou qu'un traitement plus long est nécessaire pour en

constater les bienfaits" (Arce, 2019).

3.3.2. Les maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont définies comme ’ensemble des troubles
affectant le ceeur et les vaisseaux sanguins. Elles rassemblent toutes les maladies cardiaques,
hypertensives et vasculaires (cérébrales et périphériques). Les plus importantes sont les
cardiopathies ischémiques, les accidents vasculaires cérébraux, [1’hypertension, les
artériopathies périphériques, les cardiopathies rhumatismales, les malformations cardiaques
congénitales et I’insuffisance cardiaque (OMS, 2017).

D’apres BREWER et al (2011), les composants de signalisation du systeme hormonal
de la vitamine D tel que le VDR et la 1a-hydroxylase sont largement exprimés dans les divers
types de cellules du systéme cardiovasculaire, y compris les cellules du myocarde, les cellules
endothéliales, le muscle lisse vasculaire, les fibroblastes et les péricytes (Berkani, 2019).

Les principaux mécanismes potentiels pouvant expliquer 1’effet protecteur direct de la
vitamine D contre I’insuffisance cardiaque comprennent des effets sur la fonction contractile
du myocarde, une régulation de la sécrétion d’hormone natriurétique, des effets sur le
remodelage de la matrice extracellulaire, une réduction de I’hypertrophie ventriculaire gauche
et une régulation des cytokines inflammatoires. Indirectement, la vitamine D peut également
affecter le fonctionnement cardiaque en modifiant les niveaux d’hormone parathyroidienne et

de calcium sérique (Berkani, 2019).
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1. Présentation du lieu d’étude
Notre étude s’est déroulé au niveau du laboratoire de microbiologie appliquée a
I’agroalimentaire, au biomédical et a 1’environnement (LAMAABE) de l'université¢ de
Tlemcen, durant la période allant du 19-02-2023 au 09-03-2023. Au total 7 souches

bactériennes ont été testées pour leurs sensibilité vis-a-vis de la vitamine Ds.

2. Présentation du produit utilisé
Le produit utilis¢ est un produit pharmaceutique, il s’agit de la vitamine Dj
cholécalciférol) sous forme d’huile du fait de son mélange au triglyceride a chaine moyenne
avec une concentration de 200 000 UI I’équivalent de 5000pg/mL, le tout incorporé dans une

ampoule d’un volume de 1mL (Figure 4).

Figure 4 : La forme générique de la vitamine D3

3. Les souches de références utilisées

Les souches microbiennes utilisées sont des souches de référence de 1’American type
culture collection (ATCC) (Tableau 4), fournies par le laboratoire de microbiologie appliquée
a l’agroalimentaire, au biomédical et a I’environnement (LAMAABE) de 1'université de
Tlemcen.

Sept souches bactériennes ont été testées pour leur sensibilité vis-a-vis de la VitD3 dont
trois a gram positif et quatre a gram négatif. Ceux-ci ont été repiqués afin de s’assurer de leurs
reviviscences dans des milieux de cultures sélectifs comme la gélose mac Conkey, Chapman

et Cétrimide, puis incubées a 37°C pendant 24h.
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Tableau 4 : Les souches de références utilisée dans 1’étude

Les souches bactériennes ATCC

Staphylococcus aureus 6538 ATCC

Pseudomonas aeruginosa | 27853 ATCC

Bacillus subtilis 6633 ATCC
Escherichia coli 25922 ATCC
Micrococcus luteus 15307 ATCC

Klebsiella pneumoniae 700603 ATCC

Enterococcus faecalis 49452 ATCC

4. Conservation des souches
Cette méthode est utilisée pour conserver les cultures des différentes espéces
microbiennes isolées et purifiées pour une longue ou une courte durée. L’objectif de la
conservation est de garder constant I’ensemble des propriétés morphologiques, métaboliques,
génétiques et physiologiques (ALODE, 2018).

Les souches ont été conservées par :

e Une méthode de longue durée dans du glycérol : qui consiste a mettre 500ul de
glycérol a 60% additionné de 500l de suspension bactérienne préalablement enrichi
dans 5mL de BHIB dans un tube a eppendorf et conservé a -20°C.

¢ Une méthode de courte durée dans de la gélose nutritive inclinée : cette technique a
été réalisé a partir de souches préalablement repiquées dans des milieux sélectifs,
Ceux-ci ont été ensemencées en stries sur la pente des tubes et non sur le culot, puis

incubées a 37°C pendant 24 heures. Les tubes contenant un tapis microbien ont été
fermés et conservés a 4°C pour une durée de 4 a 6 semaines (MARTINNEAU, 1996).

5. Evaluation de la sensibilité des souches bactériennes aux antibiotiques
L’étude de la sensibilité des souches bactériennes a été réalisé selon la méthode de

diffusion sur milieu gélosé Mueller Hinton [(Courvalin et Soussy, 1996) ; (Hussain et al.,
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2010)]. La procédure implique trois étapes : (i) détermination du seuil de sensibilité de la
bactérie vis-a-vis des antibiotiques étudiés [Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)] ; (ii)
comparaison de ce seuil aux valeurs critiques qui délimitent les catégories cliniques, et
catégorisation S, I ou R ; (iii) lecture interprétative (Quentin, 2016).

Une suspension bactérienne de 18 a 24h a été préalablement préparée dans des tubes
contenant du BHIB stérile et incubée a 37°C pendant 24h, celle-ci a été ajustée a une DO
625nm comprise entre 0.08 et 0,1 ce qui correspond & une charge bactérienne de 10°
UFC/mL. Aprés une dilution au 1/100 (= 10°® UFC/mL), I’ensemencement des boites de pétri
contenant de la gélose Mueller Hinton a éte effectué par écouvillonnage, les disques
d’antibiotiques ont ét¢ déposés a la surface de la gélose puis I’ensemble a été incubé a 37°C
pendant 24h. L’interprétation des résultats a été effectuée selon les normes et les
recommandations du Comité de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
(CASFM, 2018). Les disques d’antibiotiques testés (Bioanalyse) sont représentés dans le
tableau 5 ci-dessous.

Tableau 5 : Les antibiotiques utilisés

Antibiotique Abréviation La concentration
Tobramycine TB 10 pg

Cefoxitine FOX 30 mcg
Céfotaxime CTX 10 mcg
Ciprofloxacine CIP 5 ug

Imipéneme IMP 10 ug
Gentamycine GN 10Cg

6. Etude de ’activité antimicrobienne de la VitD3
L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion sur
milieu gélosé. Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire de produit sur le milieu solide a
I’intérieure d’une boite de pétri, elle permet notamment de mettre en évidence la sensibilité de

ses bacteries vis-vis de ce produit.
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Les disques de papier qui ont servi pour la diffusion du produit ont été préparés a partir
du papier wattman N°40, ou 04 avec un diamétre de 6mm (0.28cm?de surface), puis stérilisés
a I’autoclave et rangés a une température ambiante.

Comme décrit precédemment dans le test de sensibilité aux agents antimicrobiens une
préculture de 18 a 24h a été ajustée pour une DOg2snm comprise entre 0.08 et 0,1 1’équivalent
d’une charge bactérienne de 10®° UFC/mL. Aprés une dilution au 1/100 (= 10® UFC/mL),
I’ensemencement a été effectué par écouvillonnage, puis les disques imbibés de 20ul de VitD3
pure ont ét¢ déposés sur chaque boite. Apreés 24h d’incubation a 37°C, le résultat est considéré
comme positif lorsque le diamétre d’inhibition est supérieur a 10mm. L’expérience a été

répétée trois fois pour chaque souche.

7. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de la VitD3 en
milieu liquide
La détermination des CMI a été réalisé pour les souches ayant montré une sensibilité
vis-a-vis de la VitD3. Une microplaque de 96 puits a fond U (plaque a microtitration) permet
la détermination de la CMI d’un méme produit en procédant a une série de dilution qui
consiste a réduire la concentration de la VitD3 a 1/2. a I’aide d’une micropipette Un volume
de 50 pL de milieu Mueller-Hinton additionné de tween 80 a 0,1% a été déposé dans une
ligne de 1 a 12 sur lequel 50pul de VitD3 pure est introduite dans la premiere cupule, un méme
volume de celle-ci a été déposé dans la deuxiéme cupule a partir duquel 50pl du mélange est
reporté dans le puit suivant et ainsi de suite de sorte a obtenir une gamme de concentration du
produit allant de 2500ug/mL a 1,220 pg/mL, enfin 50ul d’inoculum a été introduit dans
chaque puit, quant a la premiere ligne est dédier au témoin dont 100uL du milieu est introduit
dans chaque puit. I’incubation a été réalisé a 37°C pendant 24h. la lecture de la CMI est
fondée sur I’appréciation visuelle du dépdt de culture observé sur les parois du fond de la

cupule (Duret et al., 1978).
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Témoin négatif

E. fracalis

S. awreus

Figure 6 : Détermination des CMI pour les souches sensibles a la VitD3.
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1. Aspect macroscopique et culturaux des souches de références repiquées

Aprés 24h d’incubation des souches de références repiquées celles-ci ont présenté un
aspect macroscopique différent et spécifique pour chaque souche. En effet, sur le milieu
Chapman les S. aureus sont apparu sous forme de petites colonies lisses, rondes, d’un
diamétre de 1 & 3 mm, bombées, a contours réguliers, souvent pigmentées et entourées d’une
auréole jaune. Quant au colonies de P. aeruginosa, celles-ci ont montré sur le milieu
Cétrimide un aspect plat ou surélevé, opaque, a surface assez dépolie avec une pigmentation
jaune a vert fluorescent due a la présence de la fluorescéine. Sur gélose nutritive les colonies
de B. subtilis étaient blanchatres, convexes en forme de batonnets de 2um de diamétre avec
une longueur qui peut atteindre les 7um ; tandis que sur le méme milieu les colonies de M.
luteus étaient généralement d’une couleur jaune, ou blanches non pigmentées. D’une autre
part E. coli cultivés sur le milieu Mac Conkey a présenté un aspect rond, lisse, de couleur rose
a bord régulier avec un diamétre de 2 a 3 mm ; tandis que les colonies de K. pneumoniae
étaient volumineuses avec 3 a 4 mm de diametre, bombées, muqueuses, parfois filantes a
I’anse de platine. Enfin, I’aspect d’E. feacalis cultivé sur de la gélose au sang présentaient des

colonies opaques, blanchatres, sans aucun pigment jaune.
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2. Résultats de ’antibiogramme

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des sept souches décrites précédemment a
été réalisée vis-a-vis de six antibiotiques (Tobramycine (10ug), Cefoxitine (30 mcg),
Céfotaxime (10 mcg), Ciprofloxacine (5 pg), Imipenéeme (10 pg), Gentamycine (10 cg)).
L’interprétation des diamétres (Tableau 6) ont été effectuée selon les recommandations de la
CASFM 2018. Aprés 24h d’incubation les résultats ont montré que I’ensemble des souches
étaient sensibles a la Tobramycine et la Gentamycine, et résistantes vis-a-vis de la
Céfotaxime. Trois souches ont montré une résistance vis-a-vis de la Céfoxitine dont P.
aeruginosa, B. subtilis et E. coli, quant aux autre elles y étaient relativement sensibles. Seule
E. feacalis a montré une résistance vis-a-vis de la Ciprofloxacine et I’imipeneéme.

En effet, d’aprés Schoutens et al., (1972), la Tobramycine exerce une action
antibactérienne voisine de celle de la gentamicine vis-a-vis des germes aérobies tel que P.
aeruginosa et K. pneumoniae, ils paraissent exercer aussi une action identique vis-a-vis des
autres bacilles a gram négatifs et du Staphylocoque doré mais agissent peu sur les
Streptocoques, Pneumocoques et Enterocoques. Le spectre d’action de la Cefoxitine s’étend
sur la plupart des bactéries a gram positif incluant les staphylocoques et des streptocoques,
comme Staphylococcus aureus (Lepeule et Lefort, 2012). La ciprofloxacine est une molécule
appartenant a la famille des fluoroquinolone, elle est bactéricide a large spectre d’activité et
est particulierement active vis-a-vis des bactéries de la famille des Enterobacteriaceae
(Muylaert et Mainil, 2013). Toutes les molécules appartenant a la famille des carbapénemes
sont actives in vitro sur les bactéries a gram positif, sauf sur les staphylocoques résistants a la
méticilline et les entérocoques, avec des CMlIg, généralement inférieurs a 0,5 mg/L. Seul
I’imipeneme conserve une certaine activité vis-a-vis d’Enterococcus faecalis, quant aux

entérobactéries sont trés sensibles aux carbapénemes (WOLFF et al., 2008).
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Tableau 6 : Résultats de I’antibiogramme pour les sept souches testées

TB FOX CTX CIP IMP | GN
S. aureus 6538 ATCC S S R S S S
P. aeruginosa 27853 ATCC S R R S S S
B. subtilis 6633 ATCC S R R S S S
E. coli 25922 ATCC S R R S S S
M. luteus 15307 ATCC S S R S S S
K. pneumoniae 700603 ATCC S S R S S S
E. feacalis 49452 ATCC S S R R R S

3. Screening antimicrobien de la VitD3

Selon les données disponibles dans la littérature scientifique aucune activite
antibactérienne de la VitD3 n’a été décrite auparavant pour les sept souches étudiées. Les tests
de diffusion sur milieu gélosé ont montré de faibles diameétres d’inhibition vis-a-vis de la
VitD3 (Tableau 7). En effet, le diamétre d’inhibition pour K. pneumoniae 700603 ATCC
était de 12 mm suivit de S. aureus 6538 ATCC avec 11,33 mm, P. aeroginosa 27853 ATCC
avec 10,66 mm et E. feacalis 49452 ATCC avec 10,66mm, cependant pour les trois autres
souches restantes a savoir B. subtilis 6633 ATCC, E. coli 25922 ATCC et M. luteus 15307
ATCC aucune activité antimicrobienne de la VitD3 n’a été noté. Cela pourrait étre corrélé
avec leur profil de résistance ; en effet, K. pneumoniae et S. aureus avaient montré une
résistance vis-a-vis d’un seul antibiotique (la Céfotaxime) suivit de P. aeruginosa qui était
résistante a deux antibiotiques (la Céfotaxime et la Céfoxitine), tansdis qu’E. feacalis était
résistante a trois antibiotiques (la Céfotaxime, la Ciprofloxacine et a I’Imipenéme). Selon
I’étude menée par Koudri (2013) sur la sensibilité de 17 souches microbienne dont 15
d’origine bactérienne et 2 d’origine fongique, P. aeroginosa 27853 ATCC et K. pneumoniae
700603 ATCC étaient considéré comme étant résistantes cela vas a 1’encontre de nos
résultats. M. luteus 533 ATCC était la souche la plus sensible a I’instar de S. typhimurium
12228 ATCC qui était la souche la moins sensible a la VitD3. Pour les souches fongiques

Seul Candida albicans avait montré une sensibilité vis-a-vis de la VitD3.
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Tableau 7 : Résultats de 1’activité antibactérienne de la VitD3

Les bactéries Résultat Le diametre (mm) +SEM
S. aureus 6538 ATCC + 11,33+ 1,15

P. aeruginosa 27853 ATCC + 10,66 + 1,15

B. subtilis 6633 ATCC - 0+0

E. coli 25922 ATCC - 0+0

M. luteus 15307 ATCC - 010

K. pneumoniae 700603 ATCC + 12+1

E. feacalis 49452 ATCC + 10+ 1

Sensible (+): diamétre supérieur a 10 mm
Résistante (-): absence de zone d’inhibition
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4. Résultats des concentrations minimale inhibitrice de la VitD3

Les résultats obtenus du screening antimicrobien de la VitD3 ont suscité 1’intérét de
déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de ces derniers. Celles-ci ont été
déterminées uniquement pour les souches présentant des diametres de plus de 10 mm
(Tableau7). La concentration minimale inhibitrice (CMI) de la VitD3 pour les quatre souches
testées étaient estimé a 1250 mg/mL pour S.aureus 6538 ATCC et K. pneumoniae 700603
ATCC, et de 2500 mg/mL pour E. feacalis 49452 ATCC et P. aeruginosa 27853 ATCC
(Tableau 8). D’apres les résultats obtenus par koudri (2013), M. luteus présentait une grande
sensibilité vis-a-vis de la VitD3 avec une CMI de 1,56 pg/mL suivit de B. cereus avec 300
pa/mL, S. typhimurium avec 400 pg/mL, quant a P. mirabilis et E. faecalis leur sensibilité
¢tait relativement faible puisqu’une forte concentration en VitD3 était nécessaire pour inhiber

leur croissance avec un taux de 625 pg/mL.

Tableau 8 : Les différentes concentrations utilisés de vitamine D sur les quatre souches

montrant une sensibilité.

Le produit | Concentration | S, aureus | K. pneumoniae | E. feacalis | P.aeroginosa
mg/mL
2500 - - - -
1250 - - + +
625 + + + +
312.,5 + + + +
Vitamine 156,25 + + + +
D3
78,125 + + + +
39,0625 + + + +
19,531 + + + +
9,765 + + + +
4,882 + + + +
2,441 - n + +
1,220 + + + +
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Conclusion et perspectives

L’administration de la vitamine D comme adjuvant pour les traitements de maladies
inflammatoires fait le sujet d’actualité, cela pourrait améliorer I’efficacité du traitement et de
raccourcir la durée de guérison. En effet, de par ses bienfaits multiples la vitamine D3 est non
seulement importante pour la calcification des os mais aussi la prévention de maladies
infectieuses, dans ce contexte 1’objectif de notre travail était de d’évaluer 1’effet antimicrobien

de la vitamine D3.

Pour ce fait, I’effet antimicrobien vis-a-vis de sept souches de références a été
réalisé par diffusion sur milieu gélosé. La CMI a été réalisé pour les souches ayant présentes
une activité antimicrobienne vis-a-vis de la vitamine D3 par la méthode de microdilution sur

microplaque de 96 puits.

Les résultats de notre étude ont révélé un effet antimicrobien a 1’encontre des
quatre souches de références a savoir K. pneumoniae 700603 ATCC, S. aureus 6538 ATCC,
P. aeruginosa 27853 ATCC et E. feacalis 49452 ATCC avec des zones d’inhibition
relativement faibles et des CMI assez important.

Cette étude nous a permis d’envisager a I’avenir son évaluation vis-a-vis de souches
multi résistantes bactérienne et fongique d’origine hospitaliére mais aussi son utilisation SOUS
forme de poudre afin d’optimiser son effet. Des resultats prometteurs pourraient étre
considérés comme une issue susceptible de pouvoir surmonter les impasses thérapeutiques

avec I’émergence des bactéries résistantes rencontré ces derniéres années.
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ANNEXE 1 : Composition des milieux de culture (pour 1L d’eau distillée en g/l)

Gélose Nutritive

Extrait de viande de DOsUL. . ...t
POPLONE. .o e
ChIOorure de SOIUIML. . ...t

AL e e

Gélose Mueller Hinton

59
10g
S5g
209

Eau AIStHIO. . .o e

1000mL

Infusion de viande de  BUL . ..ooiiiiiiit

2,09

Hydrolysat de L7 113 LN

17,59

ANIAON. .o oo

A e e ————————————

179

Bouillon ceeur-cervelle (BHIB)

INfUSION de Cerveau de VEAU..........ovuie i e
Infusion de coeur de baeuf..... ...
PePIONES. . ..o e

Chlorure de sodium (NaCl)........ooeiii e,

Phosphate dipotassiqUe. ........c.vveiiiti i

Extrait de viande de DosuT. .. ..o
ChIOrUIE dE SOAIUML. . . . ..ottt e e e e
Y E:10) 11100 ) DU TR

Rouge de phénol....... ..o

35

7,79
9,89
10g
59
2,59

179
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0 T PP 159
Bau distille. ..o
1000mM

Gélose Mac Conkey

PePLONE de CASEINE. .. ...\ttt e e, 179
Peptone de viande..........c.oiuiiiiiii e 03g
Sels DIHHAITES . .. ettt et e
1,50  Cristal  VIOIet.....otit it e
0,001 8 LaCTOSE. .. ettt ettt ettt e e e
TO0Z  ROUZE  MEUIIC. ...ttt ettt et e et e et et e e e e e eeeenaees
0,03g Chlorure de SOAIUML........uiitiit ittt e e e e e

Gélose Cétrimide

Peptone de Qelatine. ........oiii i 169
PEPLONE A8 CASEINE. ...\ttt ettt e et e e 10g
(00 11111 o [T PPN 0,29
ACIde NAlIIXIQUE OU PaS. .. ..ttt e 15mg
Sulfate de POASSIUM. .. ... e 10g
Chlorure de MagnéSiUm. ... ....ouiei e e, 1,49
Yo | O SPEPN 109
BaU diStIlE. ... oo 1L

Gélose au sang

MEIANQE 0B PEPLONES. ...ttt et 18¢
EXtrait de IeVUIe. ......ooeii S5g
AMIAON U8 MIATS. ..ottt e e e e e 19
Chlorure de SOOIUM. ... e e e 59
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ANNEXE 2 : Résultats de I’antibiogramme

Photo 1 : Résultat de I’antibiogramme Photo 2 : Résultat de I’antibiogramme
d’E. coli de P. aeruginosa

Photo 3 : Résultat de I’antibiogramme Photo 4 : Résultat de ’antibiogramme
de S. aureus de K. pneumoniae

37




Annexes

Photo 5 : Résultat de I’antibiogramme Photo 6 : Résultat de 1’antibiogramme

de M. luteus de B. subtilis

Photo 7 : Résultat de I’antibiogramme

d’E. feacalis
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ANNEXE 3 : Résultats des concentrations minimales inhibitrice
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Résumé

De nos jour, I’antibiorésistance est considéré comme un phénomene qui s’est répondu
un peu partout dans le monde, bient6t aucun médicament n’aura d’effet sur les
microorganismes. Le cholécalciférol (VitD3) est connu pour son réle dans la croissance et la
minéralisation, néanmoins elle pourrait présenter un intérét dans la prévention de nombreuses
affections par le renforcement de notre systeme immunitaire. L’objectif de cette étude était
d’évaluer I’activité antimicrobienne de la VitD3. Cela a été réalis¢ par la méthode de diffusion
vis-a-vis de sept souches de références d’origines bactérienne dont quatre a gram négatif et
trois a gram positif. Les résultats ont dévoilé que la VitD3 possédait un effet antibactérien,
avec une sensibilité plus au moins moderé vis-a-vis de K. pneumoniae, S. aureus, P.
aeroginosa et E. feacalis avec des CMI allant de 1250 mg/mL & 2500 mg/mL
respectivement ; tandis qu’aucune activité n’a été noté vis-a-vis des trois autres souches. A la
lumiére de cette étude on peut déduire que cette vitamine pourrait étre considéré comme une
potentielle issu vers la prévention des maladies infectieuse.

Mots clés : Antibiorésistance, antimicrobien, Vitamine D3, maladies infectieuses.
Summary

Nowadays, antibiotic resistance is considered to be a phenomenon that has responded
around the world, soon no drug will have an effect on microorganisms. Cholecalciferol
(VitD3) is known for its role in growth and mineralization, however it could be of interest in
the prevention of many diseases by strengthening our immune system. The objective of this
study was to evaluate the antimicrobial activity of VitD3. This was achieved by the method of
diffusion vis-a-vis seven strains of references of bacterial origin including four to gram
negative and three to gram positive. The results revealed that VitD3 had an antibacterial
effect, with a more at least moderate sensitivity to K. pneumoniae, S. aureus, P. aeroginosa
and E. feacalis with MIC ranging from 1250 mg/mL to 2500 mg/mL respectively; while no
activity was noted against the other three strains. In the light of this study it can be concluded
that this vitamin could be considered as a potential outcome towards the prevention of
infectious diseases.

Key words: Antibiotic resistance, antimicrobial, Vitamin D3, infectious diseases.



