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Les Abréviations

GR: Globule Rouge
GB: Globule blanc
Hb: Hémoglobine
Ht: Hématocrite
TCMH : Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine
CCMH : Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine
VGM : Volume Globulaire Moyenne
EHS: Etablissement Hospitalier de santé
EHU: Etablissement Hospitalier Universitaire.
I1gG : Immunoglobuline G.
Immunoglobuline A.
Immunoglobuline M.
Immunoglobuline D.
Immunoglobuline E.
Organisation Mondiale de la Santé.

Food and Agriculture organization (Organisation des Nations Unies pour I'Alimentation et

I'Agriculture).

ADN: Acide Désoxyribonucléique.

GALT: Gastro-intestinal Associated lymphoide tissu.

BALT: Broncho-pulmonaire Associated lymphoide tissu.

MALT: Mucosa (mugueuse-cutanée) Assosiated lymphoide tissu.
HLA: Human leucocyte locus A.

LT CD4 : lymphocyte T (= thymus), CD4: Cluster de différentiation 4.




HIV: Human immunodeficiency virus (Virus de I'immunodéficience humaine/Syndrome

d’'immunodéficience acquise).
Hg 623nm : utilisation d’un Eppendorf Hg, par une lampe photométrie 623nm.
Etalon STD : étalon standard.
Tampon TRIS : Tris (hydroxymethyl) aminomethan
Fl: femtolitre.
Mg: milligramme.
mm>  millimétre.
Mg: microgramme.
R: corrélation.
la différence.
décilitre.
millilitre.
microlitre.
cartouche de réaction.
gramme

picogramme.

Fe*: Fer ferrique.

Fe’: Fer ferreux.

DO : Densité Optique.

UV: Ultra Violet.

UFC : Unité Formant Colonie.

MC : Mac Ferland.




Résumé

En vue de réaliser une évaluation sur le terrain du statut en fer des enfants agés de 2 ans a 12
ans et du retentissement d’une éventuelle carence en fer sur le systeme immunitaire, deux études
prospectives ont été effectuées.la premiére étude fut réalisée au niveau de I’EHU d’Oran et avait pour
objectif de chercher la corrélation entre les différents paramétres de statut en fer et les
immunoglobulines et la seconde a été réalisée au service de pédiatrie de Sidi Bel Abbes pour établir
la relation entre la carence en fer et 'infection. La population cible est composée de 827 enfants. Les
enfants ont bénéficié d’un bilan sanguin comportant |’hémogramme, la ferritinemie, le fer sérique et
les immunoglobulines (1gG, IgA, IgM), aussi le lien entre le fer, l'infection et la production de
siderophores n’a pas été négligeé.

Apres réalisation des analyses hématologiques, il s est avéré que 50,5% sont anémique (Hb
<11g/dl), alors que le reste soit 49,5% représente les enfants non anémiques (Hb>11g/dl).

Les résultats que nous avons tirés a partir de cette étude montrent que les taux de différents
parameétres hématologiques et biochimiques (fer sérique, ferritine, Hb, VGM, HT, CCMH, TCMH)
présentent une différence significative entre les deux groupes (¢émoin et d’étude). (p<0.05)

Quant aux cellules immunitaires, nous avons relevé que le taux des neutrophiles est plus bas
chez les enfants anémiques par rapport aux enfants non anémiques (p<0.0001).

Le taux des lymphocytes est de (71.09+5.02) Chez les enfants anémiques et il est de
(58.74+8.40) chez les enfants non anémiques (P<0.001)

En ce qui concerne 'immunité humorale, les résultats montrent que les taux des IgG, IgM et
IgA présentent une différence significative entre les deux groupes (¢émoin et d’étude), (p<0.0001).

Une forte corrélation positive est notée entre le taux de [’hémoglobine, [’hématocrite, le VGM,
TCMH, CCMH et la ferritine, le fer sérique et les 1gG est respectivement (r = 0.67, r = 0.62, r = 0.43,
r=0.44,r=0.30, r= 0.48, r = 0.63). Mais pratiquement aucune corrélation n’est notée entre le taux de
[’hémoglobine et [’dge (r = - 0.016).

Une sensibilité aux infections a été observée chez les enfants atteints d’anémie par carence
martiale. Le résultat de [’enquéte épidémiologique a démontré que ces infections ont été causées par
différents germes pathogénes dont Pseudomonas. Nous nous sommes intéressés a cette bactérie en
termes de sa capacité a synthétiser des siderophores qui sont des chélateurs de fer. Nous avons pu
isoler 30 souches du genre Pseudomonas dont on a effectué le dosage des siderophores. Nous avons
constaté que la concentration de ces derniers a été significativement supprime par [’addition d’un
bactériostatique qu’on a supposé [’existence dans le sérum de ces enfants malades.

Pour conclure, nous pensons que l'immunité humorale et cellulaire est affectée par la carence en
fer et que la séquestration des siderophores par le siderocalin représente une attaque directe sur un
mécanisme important d’acquisition du fer.

Mots-clés

Carence — immunité — infection — siderophores — siderocalin.
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Summary

In order to achieve a field evaluation of iron status of children aged from 2 to 10 years and the
impact of a possible iron deficiency on the immune system, a prospective studies were conducted in
EHU of Oran in order to sursh the probable correlation between the differents parameters of iron
status and the immunoglobulins, the second one was done in the pediatric service of Sidi Bel Abbes
and its objectives were to establish the relation between the iron deficiency and the infections. The
target population consists of 827 children. The children received a blood comprising blood count,
serum ferritin, serum iron and immunoglobulins (1gG, IgA, and IgM).

After completion of hematology, it was found that 50, 5% were anemic (Hb <11 g/ dL), while
the remaining 49, 5% represents non-anemic children (Hb > 11 g/ dL). The results we have learned
from this study show that rates of various hematological and biochemical parameters (serum iron,
ferritin, Hb, MCV, HT, MCHC, and MCH) show a significant difference between the two groups
(control and study). (p <0.05).As immune cells, we found that the percentage of neutrophils was lower
in children with anemia compared with children without anemia (p <0.0001). The rate of Neutrophils
is (71.0915.02) in children with anemia and it is (58.7448.40) in children without anemia. (p<0.001),
Thus, we have exclused any influence of the age on immune function (p=-0016).

A susceptibility to infections has been observed in children with iron deficiency in our study.
Our investigations have shed light on Pseudomonas addition to its ability to synthesize and release
enterobactin-related siderophores as a way of obtaining iron from their environement.We continued
our experiments in order to characterize the concentration of siderophores produced by 30 specimens
of pseudomonas isolated from 30 children’s with IDA and suffered from different diseases. In the same
time, we found that the percentage of the siderophores was significantly suppressed by the addition of
a recombinant siderocalin in the medium of culture. These results suggest the sequestration of iron-
loaded siderophores by siderocalin represents a direct attack on an important iron acquisition
mechanism.

In conclusion, we believe that the humoral and cellular immunity is affected by iron deficiency
and that these investigations provide support for earlier suggestions that siderocalin may be involved
in moving iron into or out of cells.

Key Worlds

Iron deficiency, Immunity, Infection, siderophores, siderocalin.
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INTRODUCTION

Malgré I’amélioration remarquable des conditions du niveau de vie ces dernieres
décennies, la pauvreté est toujours considérée comme principale déterminant des problémes
nutritionnels dans les pays en voie de développement. En effet, la malnutrition demeure
un probleme majeur de sante publique en affectant la croissance physique, le développement
cognitif, la reproduction et la capacité du travail physique, aboutissant a une diminution dans
la performance humaine. Elle est a I’origine de beaucoup de désordres nutritionnels aussi

bien chez les enfants que chez les adultes.

Les carences en micronutriment (fer, vitamine et iode) sont assez répandues dans
les populations les plus défavorisées et accompagnent généralement la malnutrition potéino-

énergétique.

Selon ’OMS 1’anémie est le probléme de santé publique le plus fréquent dans le
monde, elle touche tous les groupes d’age (HALL ET al. 2001 ; PUDDLE ,2002 ; OMS
/UNICEF ,2004). L’Asie du sud-est occupe le premier rang de prévalence générale pour
I’anémie chez I’enfant avec une prévalence de 60% (HALL ET al, 2001 ; DE SILVA,
2003). Le déficit en fer est la cause principale de I’anémie. Ce sont les pays en voie de
développement qui connaissent les prévalences les plus élevées a raison de 60% chez les
femmes enceintes, 50% chez les enfants de moins de 4ans et 45% chez les enfants d’age

scolaire (DE SILVA, 2003).

L’impact sanitaire de I’anémie est tres important chez les adultes et les enfants. 1l se
manifeste par la fatigue, la perte de capacité de travail, le retard de croissance et la

perturbation du développement mental et cognitif (OSKI, 1993).




Chez I’enfant, la carence en fer entraine une diminution de la réponse immunitaire et donc

une augmentation de la fréquence des infections causées par des bactéries pathogenes (comme

les Pseudomonas) qui ont évolué en développant maintes stratégies en vue d’acquérir le fer
qui est un élément indispensable a la vie de tout organisme vivant.

Malgré la grande abondance de ce métal dans la couche terrestre, la concentration en fer
libre disponible dans les biotopes colonisés est largement trop basse pour permettre la
croissance de ces micro-organismes. A I’exception de quelques micro-organismes, tels
certains Lactobacilli (Imbert & Blondeau, 1998 ; Neilands, 1972), les agents de la syphilis,
Treponema pallidum (Posey et al, 1999) et de la maladie de Lyme, Borrelia burgdorferi
(Posey & Gherardini, 2000), tous les organismes vivants nécessitent du fer pour leur
croissance. En effet, cet élément intervient entant que cofacteur dans de nombreux processus
métaboliques tels que la synthése des acides nucléiques (Dougherty & Downs, 2006), la
photosynthése (Okamura et al, 1975), la phosphorylation oxydative (Schafer et al, 1996), le
transport et le stockage de 1’oxygene, la régulation génétique ou encore le transfert d’électrons
(Andrews et al, 2003 ; Wandersman & Delepelaire, 2004).

Comme il a été vu précédemment, le fer, bien qu’essentiel, est paradoxalement trés peu
bio disponible en raison de sa tres faible solubilité a pH physiologique. Il existe
principalement sous deux formes, une ferreuse, Fe2+, et une plus stable, la forme ferrique,
Fe3+. Sous cette derniére forme, le fer est oxydé et précipite en hydroxydes de fer hautement
insolubles (Braun & Killmann, 1999). Ainsi, a pH 7 et dans un environnement aérobie, les
concentrations en fer libre varieront de 10-9 a 10-18 M (Griffiths et al, 1999). Néanmoins,
pour une croissance optimale, les micro-organismes nécessitent une concentration en fer de
I’ordre du 10-6 M. Ainsi, afin de surmonter cette faible biodisponibilité, les micro-organismes
aérobies ont, en conséquence développé de nombreuses stratégies trés efficaces pour acquérir
ce métal. La méthode la plus répandue d’acquisition du fer est la production de composés
hautement affins pour celui-ci et de faible poids moléculaire (< 2500Da) : les siderophores.

(HALLBERG L et al, 1996).




Nous nous sommes intéressés a faire une étude prospective pour évaluer I'effet de
I'anémie ferriprive sur I'immunité humorale et cellulaire. Un autre volet a été soulevé dans
notre étude, c’est de chercher la relation entre la carence en fer, ’infection et la production
des siderophores par les organismes pathogenes.

Notre travail donc s’organise en trois parties, dans une premiere partie bibliographique
nous explorerons les effets de la carence en fer sur I'immunité chez les enfants puis, nous

nous intéresserons a 1’acquisition du fer par les siderophores produits par Pseudomonas

aeroginosa, une bactérie & Gram négatif, pathogéne opportuniste.

Dans une seconde partie nous exposerons la méthodologie de 1’étude que nous avons
mise en ceuvre, nous présenterons les différents résultats de notre travail. Ensuite nous

discuterons 1’ensemble de cette étude.

Enfin la troisieme partie représente une conclusion générale de la recherche
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I- MALNUTRITION

Prés de 30% de la population mondiale soufre de malnutrition sous une forme ou une
autre. Ceux qui ne recoivent pas suffisamment d’aliment énergétique ou de nutriments
essentiels ne peuvent pas menes une vie saine et active. Le résultat est dévastateur et se
traduit par la maladie voir la mort, d’ou une perte incalculable en potentiel humain et en
développement social. Parallelement, des centaines de millions de personnes dans le monde
souffrent de maladies qui peuvent étre attribuées a la faim, a un apport énergétique

déséquilibré ou a des carences en vitamines ou en sels minéraux.

La malnutrition est un terme général qui peut étre utilisé pour décrire n’importe quel
désordre nutritionnel, et elle doit étre définie comme une pathologie et non comme un état. Il
s’agit d’une pathologie systématique aux conséquences multiples et d’étiologie toute aussi

variée (VIS ET BRASSEUR, 1997).

Il y’a une différence entre la malnutrition et la sous alimentation. En effet, la sous
alimentation concerne plus particuliérement les niveaux d’apport alimentaire et I’effet de
faible apport (MELCHIOR, 1998).

I-1-POPULATION VULNERABLE A LA MAL NUTRITION
Le risque d’apparition de différentes formes de malnutrition varie selon le groupe

d’age et le sexe (PELLETIER, 1993 ; FRONGILLO, 1995)

La malnutrition touche plus particuliérement les nourrissons et les jeunes enfants,

dont la croissance est rapide et peut gravement affecter leur développement physique et
mental. Ils ont des besoins nutritionnels proportionnellement plus éléves par apport a leurs
taille (RADIMER ET al, 1992 ; PELLETIER, 1993).

I-2- LA MALNUTRITION DES ENFANTS DANS LE MONDE
L’état nutritionnel est le meilleur indicateur mondial du bien — étre de ’enfant. Si de
nombreuses études ont été réalisées chez 1’enfant depuis les années 70, il reste difficile de

surveiller les tendances de la malnutrition de 1’enfant en raison du manque de comparabilité

de ces enquétes (MILLER, 1979).




Dans les pays en développement, la malnutrition de I’enfant, appréciée par le retard de
croissance, est progressivement tombée de 47% en 1980 a environ 33% en 2000. Malgré un
accroissement de la population, le nombre estimé d’enfant de moins de 5 ans ayant un retard
de croissance a diminué de prés de 40 millions dans ces pays pendant les 20 dernieres
années. Cependant les données présentées confirment que la malnutrition de 1’enfant reste un
probleme de santé publique majeur dans les pays en développement, un tiers de tous les moins
de 5 ans est atteint d’un retard de croissance. Parmi eux, 70% habitent en Asie, 26% habitent
en Afrique et 4% habitent en Amérique latine. Ces estimations concordent avec celles qui ont
été publiées par les fonds des nations unies pour I’enfance (2000).

I-3- CONSEQUENCES DE LA MALNUTRITION
I-3-1 -Défaut de croissance

La malnutrition potéino-énergétique inhibe la croissance. Il existe deux sortes de

défauts : maigreur ou émaciation, le retard de croissance qui peut étre un signe d’insuffisance

chronique a long terme (IRD, 1996 ; KATONA Et al, 1998)
I-3-2- Difficulté d’apprentissage

Le lien entre la croissance et le développement cognitif est difficile a établir. Les
¢tudes d’association chez les enfants en bas age révélent que la sous nutrition peut engendrer
un potentiel déficitaire en matiére de cognition (LIU ET al, 2003). En effet, on rapporte que
les enfants a ’4ge préscolaire de 3 ans issus des milieux urbains des iles Maurice ont des
scores faibles a 1’age 1lans dans les tests de lecture, habilite spatiale et verbale
indépendamment des tests psychosociaux, aussi on a trouvé une association entre la sous
nutrition chronique et les scores de tests éducationnels chez des enfants scolaires
vietnamiens. L’effet est plus significatif pour 1’indice taille pour age et poids pour age,
(LIU ET al, 2003 ; HALL ET al, 2002).

Certains chercheurs ont comparé les performances cognitives chez les enfants
scolaires de 6 a 11 ans et ceux de 12 a 16 ans en insécurité alimentaire. Les premieres ont de
moins bonnes performances en arithmétique, redoublent plus, décrochent plus des
psychologues, (ALIAMO ET al, 2001).

I-3- 3- Pinsuffisance staturale

Dans les pays pauvre I’insuffisance staturale est la conséquence de précédent épisode
de maladie ou de privation, elle n’est pas nécessairement due aux conditions actuelles.
Cependant une petite taille n’entraine pas de préjudice général pour 1’individu, car on peut

étre petit et en bonne sante (BEATON, 1989).




I-4- MALNUTRITION CHEZ LES ENFANTS EN ALGERIE
Malgré une baisse de la malnutrition chez les enfants de moins de cing ans en Algérie,

la situation est jugée préoccupante par les spécialistes (MASSEM et al, 2010).

-C’est ce qui ressort de I’enquéte effectuée récemment par le ministére de I’ Intérieur et
des collectivités locales dont les résultats ont ét¢ communiqués a I’occasion de la Journée
mondiale de D’alimentation. Comparée a une étude réalisée en 1’an 2000, le taux de
malnutrition en Algérie est passeé de 28 a 18 % en sept ans, soit plus de 0,5 million d’enfants.
Méme si ces résultats révélent « une amélioration » des conditions de nutrition chez cette
catégorie d’enfants, ils restent loin, selon la Fondation nationale pour la promotion de la santé
et du developpement de la recherche scientifique (Forem), des objectifs assignés au
programme mis en place par le ministéere de la Santé en 2001 pour lutter contre la
malnutrition. La tendance a une alimentation déséquilibrée voire a la malnutrition a souvent
pour origine une pauvreté structurelle,

(MASSEM et al, 2010).

Aujourd’hui, un enfant de moins de 5 ans sur cinq présente une malnutrition en
Algérie, ce qui donne un chiffre absolu de pres de 600.000 enfants dont 150.000 présentent
une forme sévere de malnutrition », constate la fondation. Or, dans le programme suscité, une
réduction de 50 % de la prévalence de la malnutrition potéino-calorique du nourrisson et du
jeune enfant 4g¢ de moins de cinq ans devait étre enregistrée avant I’an 2004. En 2007, le taux

de malnutrition en Algérie n’a pas été atteint malgré la 1égere amélioration constatée si 1’on

sait que ce méme programme prévoyait une réduction de 50 % de la prévalence de la carence

en fer chez les nourrissons et les enfants de moins de cing ans, ainsi que chez la femme
enceinte et I’allaitante en 2004. Il était question, également, durant cette méme année, de

I’éradication des troubles dus a la carence en 1ode et 1’éradication du rachitisme chez les

enfants de moins de 3 ans (MASSEM et al, 2010).




Le taux de 18 % se répartit a raison de 3,7 % (106.000 enfants) pour la prévalence de
I’insuffisance pondérale dont 0,6 % de forme sévere, de 11,3 % (322.000 enfants) de
prévalence du retard de croissance dont 3 % de forme sévére et de 2,9 % (83.000 enfants)
pour la prévalence de I’insuffisance staturo-pondérale dont 0,6 % de formes séveres. Pour
illustrer ce constat, la fondation donne a titre d’exemple le pourcentage d’¢éléves bénéficiant
de la cantine scolaire qui était respectivement de 19,05 %, de 24,20 % et de 29,74 % pour les
wilayas de Djelfa, M’sila et Skikda en 2004. Des données statistiques qui traduisent, explique
la fondation, «une demande alimentaire insuffisamment satisfaite, en particulier chez les
jeunes enfants, or on sait que les besoins en protéines animales sont tres importants a cet age.
Cette situation expliquerait 1’existence de foyers de malnutrition potéino-calorique en Algérie

(MASSEM et al, 2010)

I-5 - IMPORTANCE DE LA MALNUTRITION

Dans les pays en développement (PED), pauvreté, malnutrition et insuffisance des
services de santé sont a 1’origine chaque année du décés de millions de personnes dont une

majorité d’enfants. La plupart meurent dénutris, victimes de 1’interaction entre la dénutrition

et cing ou six maladies. Evitables dont la rougeole, la diarrhée et les infections respiratoires

(TABLEAU 01). Dans I’ensemble des pays en développement, le nombre de personnes
souffrant chroniquement de sous-alimentation est estimé a 786 millions (20 %). Sur une
période de 20 ans, les pourcentages ont fortement diminué sauf en Afrique (35 contre 33 %).
Les mémes tendances sont observées pour la malnutrition des enfants de moins de 5 ans
(FAO - OMS, 1992). L’OMS estime que 230 millions d’enfants ont un retard de taille et 50
millions une maigreur (DE ONIS et al 1993).

D’autres formes de malnutrition, telles que les carences spécifiques en
micronutriments, menacent une population qui avoisine le milliard. Les carences en fer, zinc
ou vitamine A ont également un impact sur I’immunité et entrainent un risque accru de
mortalité par infection (PELLETIER, 1994).




Tableau 01 : Mortalité liee aux infections (en millions d’enfants de moins de 5 ans)
(FAO - OMS. 1992).

Infections respiratoires aigués 326

Maladies diarrhéiques 320
Rougeole 190
Paludisme 0,8
Maladies sexuellement transmissibles 0,8
Tétanos néonatal 0,4
Septicémie et méningite du nouveau-né 0,3
Autres maladies dont parasites intestinaux 0,3
Maladies pouvant étre évitées par la vaccination 2,1

Tuberculose 0,3

I-6-ETAT NUTRITIONNEL, SYSTEME IMMUNITAIRE ET RESISTANCE
AUX INFECTIONS
Le risque infectieux est augmenté chez les populations des PED qui vivent dans un
environnement moins contrélé et plus contaminant, surtout en zone tropicale (contamination
alimentaire, approvisionnement en eau polluée, absence de collecte des déchets,
assainissement insuffisant, habitat insalubre, surpeuplé, etc.). Face a un agent pathogéne,
I’organisme dispose d’une premicre ligne de défense avec la peau et les muqueuses des
tractus respiratoire et gastro-intestinal considérées comme des organes lymphoides associés.
En cas d’intrusion, ’organisme bénéficie d’une défense multiple: mécanique, chimique,
bactériologique et d’un systeme spécifique, le systtme immunitaire, dont le bon
fonctionnement est fortement conditionné par 1’état nutritionnel (CHANDRA, 1991).

En cas de malnutrition, il existe une atteinte des tissus lymphoides associés (peau,

amygdales, Bronches et intestin) caractérisée notamment par une diminution de la réaction

inflammatoire et une atrophie des amygdales et des plaques de Peyer. Le plus important en
terme de conséquences est I’atrophie du thymus, considéré comme un organe essentiel de
I’immunité. Au niveau humoral, il existe une baisse du complément, essentiellement la
fraction C3, et de substances comme le lysozyme. Parmi les immunoglobulines, seules les
immunoglobulines sécrétoires sont diminuées, d’ou le maintien d’une bonne réponse

vaccinale (CHANDRA, 1991).




Au niveau cellulaire, la phagocytose ne semble pas affectée mais I’activité bactéricide
est diminuée. En ce qui concerne les populations lymphocytaires, les lymphocytes B ne sont
pas modifiés, il existe une diminution significative des lymphocytes T et plus spécifiquement
des auxiliaires ou “helpers” (CD4) paralléelement & une augmentation des cellules “nulles”
correspondant a des lymphocytes T immatures. Les monokines comme 1’interféron (IFN) et

les interleukines 1 et 6 (El, IL6) présentent une baisse significative, alors que les

lymphokines telles le MIF (Macrophage Migration Inhibitory Factor) et I’interleukine 2 (IL2)
ne sont pas affectées (MUNOZ et al, 1995), (TABLEAU 02).

- L’ensemble de ces processus correspond a une immunodéficience acquise
secondaire a la malnutrition qui entraine une chute du potentiel de défense et donc une
moindre résistance aux infections. Le (TABLEAU 03) présente le degré d’influence de 1’état
nutritionnel sur la plupart des maladies infectieuses (CUISINIER et al, 1985).




Tableau 02 : Récapitulatif des effets de la malnutrition sur le systéme immunitaire

(CHANDRA, 1991)

Organes
lymphoides

Peau

Immunité
humorale

Immunité
cellulaire

Hormones
thymiques

Cytokines

Thymus V'

Amygdales a

Plaques de Peyer «

Hypersensibilité retardée (HSR)  &—
Complément (fraction C3) 4T
Immunoglobulines -

g

Immunoglobulines sécrétoires

Autres substances (lysozyme ...) r'e

Phagocytose

—
Bactéricide e

Lymphocytes B —
Lymphocytes T (T4 ou helpers) «~
Lymphocytes T immatures A

Thymuline (FTS-Zn) &

Interféron (IFN)

Interleukine 1

Interleukine 6

Interleukine 2

Facteur cytotoxique (TNF ou cachexiney>

Facteurs de migration (MIF) o




Tableau 03 : Influence de [’état nutritionnel sur les maladies infectieuses

(CUISINIER ET al. 1985)

Influence

Majeure

Variable

Légere

Bactériennes

Virales

Parasitaires

Mycosiques

Tuberculose
Diarrhée
Coqueluche
Infect. respiratoire
Choleéra

Lepre

Rougeole
Diarrhée a rotavirus
Infect.respiratoire
Herpes
VIH

Pneumocystose
Parasit.
intestinales
Trypanosomiase
Leishmaniose
Schistosomiase
Candidose

Aspergillos

Diphtérie
Staphylococcie
Streptococcie

Influenza

Giardiase

Filariose

Typhoide
Tétanos

Toxi-infections

Fiévre jaune
Variole
Arbovirose
Poliomyélite

Encéphalite

Paludisme




|-7-EFFET EN RETOUR DE L’INFECTION SUR L’ETAT NUTRITIONNEL

Chaque fois que les barrieres immunitaires sont franchies, divers processus
biochimiques, métaboliques et hormonaux produisent un effet délétere sur 1’état nutritionnel
en modifiant 1’équilibre entre apports et besoins. L’anorexie provoque une diminution des
ingesta et la malabsorption réduit encore la quantité de nutriments absorbés. Parallélement,
les besoins sont augmentés suite a la synthése accrue de protéines spécifiques
(inflammatoires, immunoglobulines etc.) et & 1’hyperthermie qui augmente le métabolisme
basal. Cette baisse des apports et I’augmentation des besoins entrainent une balance azotée
négative suivie d’un déficit de la plupart des nutriments (TOMKINS et al, 1989).

Lorsque I’état nutritionnel initial est satisfaisant et les réserves corporelles suffisantes,
I’organisme a la possibilité de réparer ses propres tissus et donne ainsi le temps au systéme
immunitaire d‘éliminer 1’agent infectieux. Par contre, si I’organisme se trouve déja dans un
¢tat de malnutrition avec des réserves corporelles insuffisantes doublé d’un état

d‘immunodéficience acquise secondaire a la malnutrition, 1’agent infectieux surmonte plus

facilement les différents mécanismes de défense de I’hdte et peut générer une infection grave

et durable. C’est le danger représenté par la moindre infection opportuniste chez 1’individu
mal nourri, a ’instar de ce que I’on a constaté plus récemment chez les sujets infectés par le
VIH. Lorganisme entre alors dans une série de cercles vicieux, qui constitue une véritable
spirale morbide et explique le taux ¢levé de mortalit¢ liée au complexe “malnutrition-

infection” (SCRIMSHAW et al, 1971).
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- L E FER DANS L’ORGANISME :

I1-1- ROLE DU FER DANS L’ORGANISME :

La présence du fer dans I’organisme est d’une grande importance vue son rdle dans de

nombreuses fonctions biologiques telles que la fabrication de 1’hémoglobine, et d’enzymes
impliquées dans la synthése de I’ADN (HAMLADJI et al, 1993).

Les formes métaboliques actives sont le fer sérique lié a une protéine, la transferrine,

le fer des pigments respiratoires (hémoglobine, myoglobine, cytochromes) et les enzymes
oxydatives (catalase et peroxydase), (HAMLADJI et al, 1993).

A 1’¢état normal 0.6 a 1.2 g de fer sont stockés dans des réserves qui sont situés dans

tout le tissu réticulo-histiocytaire de I’organisme, notamment dans le foie, la rate et la moelle

osseuse. Ces réserves sont sous deux formes chimiquement différentes :

La ferritine : protéine cristallisable hydrosoluble. La molécule d’environ 70A° de
diametre, est visible au microscope électronique, son poids moléculaire est de 460000
Daltons. Le fer lié a la ferritine est assez rapidement mobilisable. La ferritine
plasmique d’origine cellulaire ne semble pas jouer un role physiologique important.
L’intérét de son dosage tient dans le fait que son taux suit trés fidélement les variations
du stock martial de 1’organisme.

L’hémosidérine : est une forme dérivée de la ferritine qui se trouve surtout dans les
cellules du systéme réticulo-endothélial, elle est insoluble, visible au microscope
optique apres coloration de perls, elle contient deux fois plus de fer que la ferritine
mais ne le libére que tres lentement. Chez le sujet normal, il y a un échange constant

entre le fer des réserves et le fer plasmatique.

Un litre de sang contient 500 mg de fer. L ’organisme contient 4 a 5 g de fer répartis

sous forme de composés héminiques et non héminiques :

Le fer héminique représente prés de 75% de D’ensemble du capital martial de

’organisme.

-70% de fer héminique hémoglobinique.




-05% de fer myoglobinique.
-0,5% de fer enzymatique nécessaire au métabolisme oxydatif.

Le fer non héminique correspond aux formes de transport, il représente 0,1% (transferrine ou

sidérophiline) et 25 a 30% sont sous forme de réserves (ferritine, hémosidérine)

(HAMLADJI et al, 1993), (FIGURE 01).

Le fer sérique joue un role essentiel, car il représente la forme de transport et de

mobilisation, le taux normal de fer sérique est de 1,2 a 2g /1.

Le fer sérique est lié a la transferrine (sidérophiline) qui est une glycoprotéine de
masse moléculaire 75000 Daltons, synthétisée au niveau du foie. L’avidité de la molécule
pour le fer est remarquable, elle ne céde ses deux atomes de fer sous forme ferrique, qu’a
I’érythroblaste. La transferrine n’est saturée qu’au tiers de sa capacité de liaison par le fer,

(HAMLADJI et al, 1993).

II est difficile d’apprécier les formes de réserves, mais elle représente 25 a 30% soit 1

a 1,2g environ du fer total de 1’organisme.

Le métabolisme du fer se fait en un cycle clos (FIGURE 02). Les entrées et les
sorties sont relativement réduites par rapport au stock total 4mg. Ils ne dépassent pas 1mg

chez I’homme adulte et 1,5mg chez les femmes normalement réglée pendant la menstruation.

Les hématies circulantes, au terme de leur vie, liberent le fer de leur hémoglobine,
celui-ci, pour I’essentiel, est réutilisé pour une nouvelle synthése de 1’hémoglobine par les

érythroblastes (HAMLADJI et al, 1993).




Ferhémaglobinique=70%

|
B—» Ferdes enzymes =0.5%
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(ferritine et hémosidérine)

FIGURE 01 : Répartition du fer dans [’organisme (HAMLADJI et al, 1993).
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Figure 02: Cycle de fer dans [’organisme (CALOP et al, 2008).




11-2-LES BESOINS ET LES PERTES EN FER

11-2-1-LES BESOINS :

Les besoins quotidiens sont destinés a équilibrer les pertes, ils sont en principe
largement couverts par I’alimentation (TABLEAU 04), (ZITOUNI et al, 1982).

Les besoins journaliers en fer se différent selon le sexe, ainsi que 1’état physiologique

de la femme comme suit :

Chez

I’Homme adulte, les besoins en fer sont de 1’ordre de 15mg (besoins quotidiennes infimes).

Chez la Femme adulte : 18mg de fer couvriront ses besoins (besoins accrus en raison des

hémorragies menstruelles).

Chez la femme enceinte, il faut un apport quotidien de 20mg (besoins feetaux, hémorragie

de la délivrance), (SULTAN et al, 1994).

Tableau 04: Les besoin et les apports quotidiens en fer (mg/j)
al, 1994).

SUJET APPORT (MG/J)
Nourrisson 10

Enfant 05
Femme enceinte 30
Femme en dehors de la 20

grossesse

Femme ménopausée et

homme

(SULTAN et

BESOIN (MG/J)
1

0,5
03
02

Une alimentation normale apporte quotidiennement une quantité suffisante de fer

permettant de couvrir les pertes quotidiennes.




Les aliments ont une composition variable en fer (TABLEAU 05). Les visceres (le
foie et les reins) et les muscles animaux, certains fruits (abricot, péche, pomme, prune) et
fruits secs, ainsi que les légumes frais et secs sont pourvus d’une activité antianémique.

(CALOP et al, 2008).

Quoique le fer contenu dans les aliments d’origine animale est mieux utilisé que celui

provenant des aliments d’origine végétale, (GILBERTE, 1982).

Le lait et farineux en sont relativement dépourvus, ce qui explique la fréquence de la

carence martiale chez le nourrisson avant de passer a une alimentation diversifiée.

Tableau 05: Teneur en fer des aliments (CALOP ET al. 2008).

Aliment Teneur en fer (mg/100g)

Boudin noir cuit 22
Viande de pigeon roti 20
Foie de volaille cuit
Ceeur de beeuf cuit
Haricot blanc sec
Jaune d’ceuf cru

Amande

11-2-2- LES PERTES

Elles sont d’environ 1mg/j chez un homme adulte et 1,5mg/j chez les femmes
normalement réglées, ces pertes se font d’une part par les feces, excrétion biliaire et
desquamation des cellules de la muqueuse du gréle, d’autre part par les urines, la sueur et la

desquamation cutanéo-phanérienne.




En plus de ces facteurs, on note chez la femme :

Les pertes menstruelles : 70ml de sang, soit 35mg de fer par mois.

La grossesse : représente malgré 1’épargne de la menstruation, une perte totale de
700mg au profit du feetus au court du dernier trimestre particuliérement.

L’allaitement : environ 1mg/j.

Une balance négative entre les besoins et les pertes peut s’installer dans plusieurs

situations :

11-2-2-1- LA GROSSESSE :

La perte physiologique est évaluée a 700mg par grossesse, soit 1,3 litre de sang
répartie entre le transfert de fer au feetus durant le troisiéme trimestre et 1’hémorragie de la
délivrance. De plus, au cours de la gestation, il y a une stimulation de I’érythropoiése

exigeant 450 mg de fer.

C’est pour cette raison que les grossesses répétées et rapprochées sont responsables
d’une carence martiale, surtout dans le cas d’une alimentation pauvre en fer, (GILBERTE,

1982).

11-2-2-2- LA CROISSANCE :

La masse globulaire augmente avec le poids et la taille. A la naissance, le nouveau-né
ne dispose que d’une réserve de fer hépatique prélevé pendant la grossesse sur les réserves de

la mére.

-En I’absence d’apport de fer alimentaire, il 1’épuise en 6 mois. CeS reserves se

constituent dans le troisieme trimestre de gestation d’ou la prédisposition des prématurés a la

carence martiale, (HAMLADJI et al, 1993).




11-2-2-3- LA LACTATION :

Elle fait perdre a la maman 0,5 a 1mg/j de fer, mais est compensée par 1’aménorrhée,
(HAMLADJI et al, 1993).

11-3- METABOLISME DU FER

11-3-1-ABSORPTION DU FER :

L’absorption du fer se fait au niveau de 1’estomac, il est essentiellement sous forme de
fer ferreux. Pour étre absorbé, le fer doit libérer des protéines alimentaires qu’il contient. Ceci
explique que dans les grandes diminutions des sécrétions gastriques, on puisse observer une
diminution de I’absorption du fer non du fait de la diminution de la sécrétion d’acide
chlorhydrique mais du fait de la diminution de la sécrétion de pepsine (BERNARD et al,
1981).

-L’acidité gastrique permet la transformation du fer trivalent Fe** en fer divalent

Fe?* plus apte a ’absorption, et est susceptible de former des chélates de petites tailles
facilement absorbables ; une malabsorption du fer est d’ailleurs fréquente aprés gastrectomie.
Dans le duodénum et plus accessoirement le jejunum, le fer passe du pole intestinal au pole
sanguin de la cellule. Au pole sanguin, il est fixé sur la sidérophiline qui va transporter une
grande partie vers la moelle osseuse (siege de 1’érythropoicse) et I’autre partie vers le

compartiment de réserves (rate, foie), (ZITOUNI et al, 1982).

Dans I’organisme, la partie la plus importante de fer est contenue dans les globules
rouges (fer hémoglobinique 2,7g). Chaque jour 15 a 30mg de fer sont libérés par ’hémolyse
physiologique des hématies et la méme quantité est introduite dans les nouveaux
érythroblastes mis en circulation (ZITOUNI et al, 1982).




11-3-2-REGULATION DE L’ABSORPTION DU FER :

Une partie seulement du fer qui a pénétré dans la cellule intestinale est délivrée a la
sidérophiline, le reste demeure dans la cellule et finalement repassera avec elle dans les selles

lorsqu’elle desquamera.

L’absorption est régulée par un mécanisme encore mal connu. On admet actuellement
que chez les femmes enceintes, les villosités intestinales stockent le fer absorbé sous forme de
ferritine et le céde selon les besoins a la transferrine plasmatique. Le mouvement est d’autant

plus intense que la transferrine est plus désaturé (ZITOUNI et al, 1982).

Plusieurs transformations successives du fer dans le tube digestif sont nécessaires, le
suc digestif dissocie le fer des complexes alimentaires. L’acide chlorhydrique gastrique
maintient un pH nécessaire a 1’absorption. Le fer en excés, qu’il provienne de 1’alimentation
ou du milieu intérieur, retombe dans la lumiére du gréle lors de la desquamation des cellules

épithéliales-villositaires.

L’équilibre de ce systéme en circuit fermé peut étre rompu Si les pertes sont accrues, il
s’agit le plus souvent des pertes hémoglobiniques par hémorragie. Le déséquilibre apparait
d’autant plus facilement chez la femme en période génitale ou au cours de la grossesse que

ses réserves sont moindres du fait des pertes menstruelles antérieure (ZITOUNI et al, 1982).

I1-4- LA CARENCE EN FER :

11-4-1-MECANISMES PHYSIOPATHOLOGIQUES :

L’apparition d’une anémie est liée a la rupture de I’équilibre entre la production

médullaire des globules rouges (érythropoiése) et leur destruction périphérique physiologique

au terme de leur vie de 120 jours (hémolyse). Trois niveaux de carence en fer ont été

déterminés :

11-4-1-1- EPUISEMENT DES RESERVES DE FER :

Le fer est absent dans la moelle osseuse, le niveau de la ferritine est inferieur a 12ug/I

et le pouvoir sidérophénique s’établit & plus de 400ug/l. Il n’y a pas d’effet sur le fer
fonctionnel, (ZITOUNI et al, 1982).




11-4-1-2- CARENCE PRECOCE EN FER FONCTIONNEL :

L’apport de fer fonctionnel est sous optimal mais pas assez bas pour parler d’anémie,
les mesures biochimiques indiquent que le pourcentage de saturation de la transferrine est

faible et le dosage du récepteur de la transferrine du sérum est élevé, (ZITOUNI et al, 1982).

11-4-1-3- ANEMIE LIEE A UNE CARENCE EN FER :

L’hémoglobine est inférieure a 13g/dl chez les hommes, 12g/dl chez les femmes et

11g/dl chez les femmes enceintes (PASULT, 2002).
11-4-1-3-1-INCIDENCE SUR LA SANTE :

Les besoins en fer varient selon les personnes, la quantité de fer perdue (par exemple a
cause de menstruation), la période de croissance et les quantités requises (par exemple

pendant la grossesse).

Il existe un certain nombre de symptémes précoces non spécifiques. Bien que les
symptomes s’appliquent a tous les dges. Nombre d’entre eux ne peuvent étre déterminés que
lors d’un entretien avec la personne concernée. Le TABLEAU 06 résume les symptomes liés
a une carence en fer, (PASULT, 2002).

La carence en fer, qui dans sa forme la plus sévére résulte en anémie, se traduit chez
I'adulte par une diminution de la capacité physique (GARDNER et al, 1979). Chez la femme

enceinte, les anémies séveres sont responsables de 20% des déces maternels (VITERI, 1997).

Elles augmentent les risques de morbidité et de mortalité feetale et néonatale ainsi que le

risque de prématurité et de faible poids du nourrisson a la naissance (ALLEN, 1997). Les
enfants anémiques sont intellectuellement moins performants et présentent des troubles du
comportement (LOZOFF et al, 1982) et présenteraient une taille inférieure et une
dynamique de croissance ralentie (FAIRWEATHER, 1992. CHWANG et al, 1988). La
résistance aux infections et I'immunocompétence sont diminuées (BERGER et al, 2000).




Tableau 06 : les symptomes physiques et cliniques lors d’une carence en fer

SYMPTOMES PRECOCES

-fatigue

(PASULT, 2002)

SYMPTOMES
PHYSIQUES

-Paleur

MANIFESTATION NON
HEMATOLOGIQUE

-fonction cellulaire et

croissance altérées

-maux de téte -fatigue

-développement et fonction
-irritabilite -difficulté a respirer cognitives

-dépression -capacité de travail réduite

-pronostic feetale altéré et

- A accouchement prématuré
-résistance réduite aux

infections

11-5-RESISTANCE A L’INFECTION

Il est de mieux en mieux établi que 1’anémie et la carence martiale peuvent jouer un
role dans la capacit¢ de I’individu a résister a I’infection. La défense contre les micro-
organismes dépend dans une large mesure de I’activité phagocytaire des globules blancs qui
ingérent et détruisent les bactéries envahissant un organe ainsi que d’un enchainement
complexe d’événements qui entrainent ’apparition d’une immunité humorale et cellulaire.
C’est ainsi que les granulocytes détruisent les bactéries grace a I’activité de leur enzyme
cytoplasmique myéloperoxydase associée a un mécanisme de production de peroxyde
d’hydrogéne (KLEBANOFF, 1971). Cette activité enzymatique est quelque peu réduite en cas
d’anémie ferriprive et redevient normale apres administration de fer (HIGASHI et al, 1967.
CHANDRA, 1973). 1l se peut qu’une telle diminution de la myéloperoxydase puisse amoindrir
la résistance de I’hote, comme permettent de le supposer certaines études faites sur les rats en

sevrage carenceés en fer et exposés a Salmonella Typhimurium (BAGGS et al, 1974).




La carence martiale peut également amoindrir la réponse immunitaire. Ainsi, on a
constaté que chez des rats en servage carences en fer la réponse immunitaire humorale a
I’administration d’anatoxine tétanique était nettement amoindrie (NALDER, et al, 1972). Dans
une autre étude, on a constaté chez des patients souffrant de carence martiale une altération de
la transformation des lymphocytes et de la production du facteur d’inhibition de la migration
(JOYNSON et al, 1972). Certaines constatations incitent également a penser que chez
I’homme la carence martiale réduit la résistance de 1’épithélium de la peau et de la muqueuse

a la colonisation par des organismes tels que ceux du genre Candida (HIGGS et al, 1972).

Les études épidémiologiques qui visent a établir un lien entre les taux d’infection et la
prévalence de 1’anémie sont difficiles a interpréter mais certaines constatations incitent a
penser que l’anémie ferriprive peut prédisposer les enfants aux infections respiratoires
(MACKAY et al, 1966). D’autre part, lors d’une étude faite récemment en Afrique orientale
on a constaté une augmentation du nombre des accés de paludisme chez les malades souffrant

d’anémie ferriprive a qui I’on avait administré du fer (HIGASHI et al, 1967).

Toutefois, ce phénoméne peut avoir été provoqué par I’augmentation des réticulocytes
consécutifs a I’administration de fer plutot qu’a un effet stimulateur direct du fer administré

sur la croissance des parasites, (HIGASHI et al, 1967).

11-6- GENERALITES SUR L’ANEMIE :

Le globule rouge, ou hématie, transporte 1’hémoglobine qui est la molécule de
transport de 1’oxygeéne. Ce globule rouge a une durée de vie moyenne de 120 jours. Chez un
sujet normal, la production et la destruction physiologique des globules rouges sont en

équilibre, I’organisme produit autant de globules rouges qu'il en détruit, (DUTRAC, 2000).

L’anémie ne survient que par la rupture de cet équilibre, soit par augmentation de la

destruction ou de la perte des globules rouges, soit par diminution de la production. La

production des globules rouges est essentiellement assurée par la moelle des os, leur

destruction par la rate, Le TABLEAU 07 montre le taux de I’hémoglobine fixé selon I'OMS,
(CHEVALIER et al, 1995).




Tableau 07: Définition de [’anémie (d’aprés I’OMS) (CHEVALIER et al, 1995)

L’dage Taux d’hémoglobine
6 mois a 6 ans 11g/100ml
6 ans a 14 ans 129/100mi
Adulte de sexe masculin 13g/100mi
Adulte de sexe féminin 129/100mi

Femmes enceintes 119/100ml

Selon 1’anomalie principale, production ou destruction, on peut classer les anémies en

deux groupes :

11-6-1- LES ANEMIES AREGENERATIVES : (CENTRALES)

Ces anémies traduisent I’insuffisance de la production de la moelle osseuse, la baisse
ou la non augmentation de certaines formes de globules rouges dites formes jeunes en sont les
témoins, le taux normal des réticulocytes est 120x10 par litre. Les anémies arégénératives se

subdivisent en 3 formes :

11-6-1-1-LES ANEMIE MICROCYTAIRES ET HYPOCHROMES :

Les anémies microcytaires sont trés répondues dans le monde, elles se traduisent par
un volume globulaire moyen inférieur a 80 femtolitres, et ces globules rouges contiennent peu
d’hémoglobine (CCMH : concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine<31g/dl),
(DUTRAC, 2000).

Elle se définit par un défaut de production de I’hémoglobine ou les réserves martiales
sont trés diminuées voir presque inexistantes, Il ya un déséquilibre entre 1’absorption et
I’utilisation du fer. Sa gravité est tres relative car elle est en fonction de I’état des réserves

martiales et du taux d’hémoglobine (ANONYME, In EL MIR, 2002).

Parmi ces anémies c’est le taux de fer sérique qui permet de les distinguer :




11-6-1-1-1-LE TAUX DE FER SERIQUE ET LA FERRITINE EST DIMINUE :

Le fer sérique est diminué (<11umol/l) et la Ferritine est aussi diminué (<30ug/l) :

C’est un déficit en fer dit (déficit martial).

Ces anémies s’accompagnent par fois d’une langue dépaillée, et d’ongles en cupules,

mais cela est trés rare.

Parmi les causes de ces anémies on distingue :

-Chez les femmes en dehors de la ménopause, des regles abondantes et des maternités

nombreuses peuvent expliquer la carence en fer dans la plupart des cas.

-Chez les femmes ayant des regles normales ou ménopausees et chez les hommes. I
faut d’abord penser a un saignement digestif qui ne se manifeste pas. L’obsession doit
étre le cancer de I’estomac ou du colon.

-Des dons de sang répétés, peuvent aggraver une carence en fer, en particulier chez les

femmes encore réglées.

-Les saignements de nez a répétition sont des causes exceptionnelles d’anémies
hypochromes microcytaires.

-En I’absence de saignement, une anémie hypochrome microcytaires doit évoquer un
défaut d’apport en fer, ou une augmentation des besoins, ce qui est le cas des périodes de
croissance chez I’enfant, de la grossesse chez la femme ou d’allaitement. Il faut encore
évoquer un trouble de 1’absorption du fer par le tube digestif ce qui est le cas chez les

personnes ayant subi 1’ablation d’une partie de I’estomac.

-Chez le nourrisson c’est souvent un défaut d’apport en fer car I’importance des besoins
du nourrissons en fer est tres nette, plus particulierement chez les nourrissons fragiles :
prématurés ou jumeaux. (DUTRAC, 2000).




11-6-1-1-2-LE TAUX DE FER SERIQUE EST DIMINUE MAIS LA FERRITINE EST
NORMALE OU AUGMENTE :

Dans ce cas, il sagit d'une séquestration du fer dans les cellules réticulaire, qui
traduisent une inflammation. En regle générale la vitesse de sédimentation globulaire est
augmentée, ce qui traduit I’inflammation, et cette situation d'anémie inflammatoire se
rencontre dans la plupart des infections chroniques, dans les maladies Inflammatoires

rhumatismales et dans certaines maladies du sang.

Le traitement de ces anémies inflammatoires dépend du traitement de la cause

lorsqu’elle est découverte, est possible, le fer est dans ce cas inefficace.

11-6-1-1-3-LE TAUX DE FER SERIQUE EST NORMAL OU AUGMENTE :

Dans ce cas I’anémie est liée a un trouble de ’utilisation du fer par la moelle osseuse
c'est le cas de certaines anémie héréditaires. En particulier les thalassémies qui se voient chez
les sujets du pourtour méditerranéen, chez qu’il manque un géne permettant la constitution de

I’hémoglobine normale.

C'est aussi le cas des intoxications chronique par le plomb, contenu dans certains

revétements muraux, I’anémie prenant alors le non «d'anémie saturnine.

Dans ces anémies, le fer ne peut étre un traitement correct, la vitamine Bg peut
apporter des bénéfices, (DUTRAC, 2000).

11-6-1-2- LES ANEMIES MACROCYTAIRES

(Volume globulaire moyen >100 femolitres).

Ces anémies sont liées a des anomalies de la fabrication de 1’hémoglobine et la

majorité en sont secondaires a une carence vitaminique.

Les vitamines en causes sont I’acide folique ou vitamine Bg et la vitamine B, ces

deux vitamines étant essentielles a la fabrication de ’hémoglobine (DUTRAC, 2000)




Il faut noter que la concentration plasmatique en vitamine Bg est de 5 a15mg/L, et 20
fois plus élevée dans les globules rouges (WAJCMAN et al, 1992).

= Carence en vitamine By, :I’anémie de biermer

Cette anémie trés particuliére est liee a un déficit d'un facteur présent dans 1’estomac
perturbant 1’absorption de la vitamine B1,. Elle comporte souvent un syndrome digestif avec
des troubles digestifs et parfois une langue douloureuse et dépaillée. Dans certains cas s'y

associent des signes neurologiques comportant notamment des douleurs des membres.

-L’étude de I’absorption digestive de la vitamine Bi, par ingestion de vitamine Bi;
permet de comprendre s’il s’agit d’un déficit en facteur de 1’estomac ou au contraire d’une

carence de I’apport alimentaire en vitamine B, (DUTRAC, 2000).

= Carence en acide folique :(vitamine By)

C'est souvent une carence d'apport en vitamine By qui est confirmée dans certaines
situations, notamment 1’alcoolisme et la cirrhose par une diminution du taux de 1’acide folique

dans le sang et dans les globules.

En dehors de ces trois causes principales ; des anémies a grands globules rouges se
voient également au cours de certains traitement chimiothérapiques pour la prise en charge
des cancers (DUTRAC, 2000).

11-6-1-3- LES ANEMIES NORMOCYTAIRES NORMOCHROMES

Elles se traduisent par une simple baisse du taux d’hémoglobine sanguine.

Une fausse anémie, par augmentation du volume global du sang circulant, peut induire

aussi en erreur : ¢’est le cas de grossesse, par exemple.

En dehors de ces cas bien particuliers, une anémie de cette nature a globules rouges
normaux, impose de réaliser une étude de la moelle osseuse par préléevement de moelle
(myélogramme, le préléevement de moelle se faisant habituellement au niveau de la moelle du

sternum. Il s’agit d’étudier les capacités de formation des globules rouges par la moelle.




Dans certains cas, assez rares mais assez serieux, il s’agit d’une insuffisance
médullaire compléte, qui se traduit par une diminution du nombre de toutes les cellules
sanguines formées par la moelle, les globules rouges bien sur, mais aussi les autres cellules

sanguines, globules blancs, neutrophiles et plaquettes du sang.

Les causes de ce type d’anémie sont nombreuses et variées depuis les intoxications par
certains medicaments : sulfamides, chlorate de potassium, colchicine, sels d’or, certains anti-
inflammatoires, les toxiques chimiques (benzene, toluene, solvant, colle), les insecticides et

certaines causes infectieuses tres rares.

Ce type d’anémie implique également 1’envahissement de la moelle par certains

cancers ou certaines maladies malignes du sang (DUTRAC, 2000)
11-6-2- LES ANEMIES REGENERATIVES :(PERIPHERIQUES)

Elles se traduisent par une élévation des réticulocytes, forme jeune des globules rouges

dans le sang.

A. cette régénération se voit normalement comme séquelle et guérison aprés une
hémorragie importante.

B. la destruction aigue des globules rouges (hémolyse aigue)

C’est souvent un accident brutal avec paleur, jaunisse, frissons, douleur abdominale,
sérum foncé, urines noirs, possibilités de choc avec impossibilités de formation des urines

(anurie).

Mais I’anémie par destruction des globules rouges peut s’installer de facon moins

bruyante toujours accompagnée d’un certain degré de jaunisse (GOTTRAND et al, 1999).

11-6-2-1-LES ANEMIES HEMOLYTIQUES CHRONIQUES :

Elles associent d'autres symptémes a la paleur, toujours une légere jaunisse, une augmentation
du volume de la rate. La durée de vie des globules rouges est diminuée et peut étre précisée
par des épreuves spécialisées. Cette destruction chronique avec durée de vie des globules
rouges plus courte que la normale se voit dans des symptdmes héréditaires a transmission
génétique. C'est aussi le cas de certaines anémies dues a la destruction des globules rouges par
des anticorps fabriqués par 1'organisme contre ses propres constituants (anémies
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111-1-BESOINS EN FER CHEZ LES NOURRISSONS ET LES ENFANTS

A la naissance I'enfant a terme a un stock total en fer de lI'ordre de 75 mg/kg, et
présente une polyglobulie en rapport avec une activité érythropoiétique intense. Chez le
prématuré, le stock rapporté au poids reste comparable, mais la quantité totale de fer de
I'organisme est plus faible (PARIS et al. 1991). Apres la naissance, va s'installer dans un
premier temps une dépression de I'érythropoiese sur huit semaines environ, avec une chute du
taux d’hémoglobine de l'ordre de 1 g/dl/semaine. Cette dépression de I'érythropoiése permet
une économie de fer qui est sauvegardé sous forme de stockage, (PARIS et al. 1991).

Dans un 2éme temps, apreés la 8™ semaine, on observe une réascension du chiffre de

réticulocytes, témoignant d'une reprise de l'activité érythropoiétique qui reste intense,
permettant de maintenir le taux d’hémoglobine stable autour de 12 g/dl pendant la 1ére année.
Pendant cette premiére année, ou les apports de fer sont limités, les stocks de fer
s'amenuisent. Les besoins journaliers sont entre 4 et 12 mois de l'ordre  de 0,8 mg/jour. La
vitesse avec laquelle le stock va s'épuiser dépend du stock de fer a la naissance et surtout de
I'apport postnatal en fer, (BAYNES, 1996).

Pour faire face a ces besoins en fer, I'organisme doit puiser dans son alimentation la
quantité nécessaire. Le fer ainsi absorbé, aprés passage de la muqueuse intestinale, va se

répartir en trois pools :

- Pool d’utilisation
- pool de stockage constitué par le fer fixé a la ferritine.

- pool de régulation
Ainsi, sur le plan biologique :
- le dosage de ferritine permet d'apprécier le stock global de l'organisme.

La concentration en fer sérique mesure la quantité de fer présent dans le plasma, lié¢ a
une protéine de transport, la transferrine, dont on peut apprécier le coefficient de saturation,
calculé en divisant la concentration de fer sérique par la capacité de fixation de cette
transferrine (VERNET ET al, 1981).




On peut donc comprendre que l'anémie par carence martiale se déroulera en trois

étapes :

- la 1ére correspond a la dépression en fer : les réserves sont nulles mais I'apport de fer aux

érythroblastes est suffisant. Seul est modifié le taux de ferritine, abaissé.

- la 2éme étape correspond a la diminution de [I'érythropoiese. Elle est marquée par une

diminution du fer sérique, une élévation de la capacité de fixation de la transferrine, et une
diminution du coefficient de saturation de la transferrine (VERNET ET al, 1983).

- la 3éme étape enfin correspond a l'anémie ferriprive avec une chute du taux

d'hémoglobine.

L'anémie apparait donc finalement comme un fait tardif dans un processus progressif
de dépression en fer (SEBAHOUN, 1998). (FIGURE 03)

Diagnostic étiologigue d*une anémie
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FIGURE 03 : diagnostic étiologique d’une anémie (SEBAHOUN, 1998)




111-1.1 BESOINS PHYSIOLOGIQUES AUGMENTES :

-la prématurité : la prévention doit étre systématique

- périodes de croissance rapide : deux premieres années et période pubertaire.
111-1.2 CARENCES D'APPORT ET DIMINUTION DE L'ASSIMILATION :

-Régime pauvre en fer : erreurs de régimes. La supplémentation des laits en fer est
nécessaire. Toutefois, il semble y avoir un déplacement de I'anémie ferriprive de la premiere

année vers la deuxiéme ou troisieme année.

- Malabsorption : syndrome cceliaque, chirurgie gastrique, pica, entéropathie au lait de

vache.
111-1.3 LES HEMORRAGIES :

Il s'agit souvent d'hémorragies chroniques, 2 ml de sang éliminent 1 mg de fer
(BOTHWELL ET al, 1979).

-Hémorragies survenant chez le foetus avant la naissance, pendant I'accouchement ou

en période néonatale, cesophagite, maladie chronique de 1'intestin, ulcére, polypes, angiomes.

- parasitoses intestinales : ankylostomes, schistosomes.

- facteurs de saignement : médicaments, troubles chroniques de I'némostase, varices

cesophagiennes, €pistaxis et hématuries récidivantes, régles abondantes.
- latrogénes : prélevements itératifs, en particulier chez les petits enfants.
I11-1-3-1-diagnostic de la forme typique des carences martiales du nourrisson

On est amené a découvrir une carence martiale soit lors d'un examen biologique
systématique, soit devant des manifestations cliniques d'intensité variable (LEJEUNE et al,
1998)




111-1.4. L'INTERROGATOIRE

Précise les antécédents concernant le déroulement de la grossesse, I'état a la naissance

et les conditions de vie et d'alimentation.
I11-1.4.1 LES SIGNES CLINIQUES
Ces signes cliniques dépendant de I'importance et de la durée de la carence :

- la péleur est un signe habituel, isolée dans les formes modeérées ou associée a d'autres

symptdmes dans les formes plus graves.

- altération de I'état général : asthénie, anorexie, tristesse, apathie ou irritabilite,

perte de poids.

- tachycardie, souffle systolique, lipothymies, vertiges, dyspnee d'effort en cas
d’anémie sévere (LEJEUNE et al, 1998).

- fievre liée a des infections trainantes et répétées, notamment pulmonaires et ORL.

- troubles gastro-intestinaux en rapport avec une entéropathie exsudative et des

défauts de sécrétion des enzymes digestifs.
- hépatomégalie et splénomégalie : modérées et inconstantes.

- ongles fins et cassants : atrophie des papilles de la langue; inflammations des

gencives, de l'anus et du vagin. Ceci est exceptionnel chez I'enfant et souvent le fait de poly

carences en vitamines ou oligoéléments, d'apport ou d'absorption, (LEJEUNE et al, 1998).




111-1.4.2 LES SIGNES BIOLOGIQUES

Pour affirmer le diagnostic, il faut tenir compte des variations des parameétres
érythrocytaires en fonction de I'age (TABLEAU 08 ET 09).

TABLEAU 08: Valeurs normales de la numération des globules rouges en fonction de I'age
(THOMAS et al, 2002).

Nouveau-né 3 mois 3-6 10-12 ans

ans

Globule Rouges 4+0,8 44+0,8 48+0,7

(millions/mma3)

Hémoglobine 172+25 115+15 12+1

(9/100 ml)

Hématocrite (%) 54 +8 38+6 39+6

VGM (1) 102 +10 96 + 5 78 +8

TCMH(Pictogrammes) 33+4 29 +5 27 +4

CCMH (%) 33+2 33+2 [33+2




TABLEAU 09 : Valeurs normales et pathologiques de la ferritine et du fer sérique
(THOMAS et al, 2002).

Normale Carence Carence Carence

6 mois - 2 ans pré-latente latente manifeste

Ferritine (ng/ml) 30 20 10 <10

Capacité totale de

la fixation de la 330+ 70

sidérophiline

(9/100 ml)

Saturation de la

sidérophiline (%)

Fer sérique

(9/100 ml)

Globules rouges normaux normaux normaux microcytose

puis anémie
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IV-1-DEFINITION

L'immunologie est la branche de la biologie qui s'occupe de I'étude du systéme
immunitaire. Apparu tres tot dans I'échelle de I'évolution, ce systeme a évolué pour
discriminer le soi du non-soi. Les réactions de défense de l'organisme face a un organisme
pathogéne-quelle que soit la nature de celui-ci, virus, bactérie, champignon OU protozoaire, les
maladies auto-immunes, les allergies et le rejet des greffes forment I'aspect médical de cette
science. Les mécanismes de synthese et de maturation des anticorps, d'activation du systéeme
du complément, la mobilisation et la coordination des cellules de défense, forme Il'aspect
fondamental et mécanistique de cette science (JAMBON et al, 1981).

e Les déficits immunitaires sont le plus souvent révéles a I'dge pédiatrique

Mais ils peuvent aussi étre révélés a I'age adulte. L'organisme est en équilibre dynamique

permanent entre :
— Les agents infectieux étrangers (qu'on doit reconnaitre comme ennemi) et éjecter.
— Toutes les cellules du soi non conservées.

C'est le systeme immunitaire qui est responsable de cet équilibre fait par le systeme
hématopoiétique, la rate, les ganglions et d'un systeme lymphoide associe aux mugueuses
ORL, respiratoires et aux muqueuses digestives. Il y a du tissu lymphoide associe aux
muqueuses ORL qui s'appelle BALT (Broncho-pulmonaire Associated lymphoide tissu) et

digestif GALT (tous les lymphocytes que I'on a dans les muqueuses, les plaques de Peyer au

niveau intestinal). Il y a du systéme immunitaire périphérique (la rate, les ganglions et
MALT) par opposition au systeme immunitaire central (moelle osseuse, thymus et foie chez
le feetus) (JANEWAY, et al, 2001).




IV-2- SYSTEME IMMUNITAIRE

Le systéme immunitaire d'un organisme est un ensemble coordonné d'éléments de
reconnaissance et de défense qui discrimine le «soi » du «non-soi ». Ce qui est reconnu
comme non-soi est détruit, comme les pathogéne : virus, bactérie, parasite, certaines particules
ou molécule « étrangéres » (dont certains poissons). Il est responsable du phénomeéne de rejet
de greffe (Dr. ALADJIDI, 2010).

De nombreuses espéces, dont les mammiféres, utilisent la variante décrite ci-apres.
Les principaux effecteurs du systéme immunitaire sont les cellules immunitaires appelées
leucocytes (ou globules blancs) produites par des cellules souches, au sein de la moelle
osseuses rouge (GOLDSBY et al, 2000). (FIGURE 04)

ORGANES LYMDHOID ES DRIMAIRES CENTRE GERMINATE
FOLLICULE LYMPHDIDE

-
T
3

SYSTEMIQUES MUQUEUX
ORGANES LYMPHOIDES SECONDAIRES

Figure 04: organes lymphoides secondaires (GOLDSBY et al, 2000).
Il existe deux types de mécanismes de défense :

1. Les mécanismes de défense non-spécifique ou innée ou naturelle, comme la
protection de la peau et les muqueuses, l'acidité gastrique, les cellules phagocytaires
ou les larmes;

2. Les mécanismes de défense spécifique, comme l'action dirigée des lymphocyte €t la
production d'anticorps specifiques, (GOLDSBY et al, 2000).

IV-2-1-MECANISMES DE DEFENSE :




-L'organisme se défense contre les dysfonctions de ses cellules et les agressions,

(BRADLEY et al, 1996) c'est-a-dire des processus qui ont pour conséquence de détruire

des étres vivants. Ces agressions peuvent revétir différentes formes :

1. Les agressions dites physico-chimiques :
o Meécaniques : frottements, chocs, chutes, etc.
o Facteurs climatiques: altitude, changement brusque de température,
rayonnements, sécheresse, poussieres, etc.
Agression par des agents chimiques (acides, bases, etc.) ou autres éléments
(aluminium, etc.).

2. Les agressions par d'autres étres vivants :

Un organisme constitue en effet pour un autre organisme un endroit idéal pour le
développement de ses propres cellules et aussi pour un certain nombre de micro-
organismes qui pourraient y proliférer, il s'agit alors d'uneinfection (BRADLEY et al,
1996).

Les agresseurs dans ce cas peuvent étre :

des virus

des bactéries

des champignons
des levures

des helminthes
des arthropodes

des prions
IV-2-2- MECANISMES DE DEFENSE NON-SPECIFIQUE
IV-2-2-1-BARRIERES PHYSIQUES :

La peau(ou tissu externe).

Les muqueuse(ou tissus continus).

Les cellules possedent enfin divers systéemes « passifs » de defense chimiques et
biochimiques (enzymes, acides gras, acide lactique, flore intestinale, pH du corps...),
(LUKE et al, 2005).

L es barrieres naturelles qui isolent tous nos organes de I'environnement pour nous

protéger des microbes pathogénes (bactéries, virus, champignons




IV-2-2-2- CELLULES PHAGOCYTAIRES
Les leucocytes phagocytaires (qui capturent puis digérent les microbes) sont a :

80% des granulocytes neutrophiles.
5% des monocytes, qui se transformeront par la suite en macrophages.
1,5% des granulocytes éosinophiles (PRADELIZI et al, 1984).

% PHAGOCYTOSE

Elle a été découverte par Elie Metchnikoff, zoologiste et biologiste russe (1845-1916)
qui recut le prix Nobel de physiologie et de médecine pour cette découverte.

Elle consiste en la capture et I'ingestion des particules solides inertes ou vivantes du

milieu ambiant. Elle concerne en général des éléments solides, contrairement a la pinocytose

(autre type d'endocytose), et ne sert uniquement qu'a des leucocytes et Polymorphonucléaires
neutrophiles (éléments du systéme immunitaire), (JANEWAY et al, 2001). (FIGURE 05)

Figure 05 images au microscope électronique d’un neutrophile (jaune, droite) phagocytant
anthrax bacilli (orange, gauche), (JANEWAY et al, 2001).

% FONCTIONS

La fonction de phagocytose est partagée par deux variétés de cellules appartenant a la

famille des leucocytes (ou globules blancs):

e les polynucléaires neutrophiles

e |es monocytes macrophages



http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Neutrophil_with_anthrax_copy.jpg

Les neutrophiles sont les premiers a se rendre sur le lieu de l'inflammation. Dans les
heures qui suivent, ce sont les monocytes qui parviennent au sein du foyer inflammatoire
(JANEWAY et al, 2001).

% LESETAPES DE LAPHAGOCYTOSE :
> L’ADHESION:

C'EST L'ETAPE AU COURS DE LAQUELLE LA MEMBRANE DE LA CELLULE PHAGOCYTAIRE

ADHERE A LA PARTICULE QU'ELLE VA INGERER (L'HARMATTAN, 1994).
» L'INGESTION

On a cru longtemps que la phagocytose se produit par invagination (repli) de la
membrane autour de la particule et une formation secondaire d'une vacuole de phagocytose
ou phagosome. On sait maintenant que la particule phagocytée est entourée par les

pseudopodes de la cellule (L'Harmattan, 1994).

> Ladigestion

A l'intérieur de ce phagosome, le devenir de la particule peut étre de trois types:

la digestion consécutive a I'accolement et a la fusion des lysosomes avec la membrane
du phagosome constituant ainsi un phagolysosome duquel les divers enzymes vont se
déverser et, selon leur spécificité, s'attaquer aux divers constituants de la particule ou
du micro-organisme.

la persistance est observée avec les particules difficilement biodégradables.

la multiplication intra-cytoplasmique (relatif a I'intérieur du cytoplasme), qui est le
propre de certaines variétés de parasites ou de virus, de bactéries responsables
d'infections particulierement virulentes comme la brucellose et la tuberculose
(L'Harmattan, 1994).

REJET

La phagocytose s’accompagne le plus souvent d’une brutale élévation de la

consommation cellulaire en oxygene.




Pendant 1’étape de digestion, il y a I’activation de lysosome constituant ainsi un
phagolysosome. Les divers enzymes vont se déverser et, selon leur spécificité, s'attaquer aux
divers constituants de la particule ou du micro-organisme pour la digestion totale
(L'Harmattan, 1994). (FIGURE 06)

Adhésion Endocytose

FIGURE 06: SCHEMA DES DIFFERENTES ETAPES DE LA PHAGOCYTOSE (L'HARMATTAN, 1994).

MACROPHAGE

UN MACROPHAGE EST UNE CELLULE VIVANTE DANS LES TISSUS, PROVIENT D’UN
GLOBULE BLANC SPECIFIQUE APPELE MONOCYTE ET VIT DANS LES TISSUS. LES MONOCYTES ET
LES MACROPHAGES SONT DES PHAGOCYTES ET PARTICIPENT A LA FOIS DANS LES DEFENSES NON

SPECIFIQUES (IMMUNITE INNEE) ET LES DEFENSES SPECIFIQUES (IMMUNITE ACQUISE)
(CHARLES ET AL, 2001). (FIGURE 07).

Figure 07 : Un macrophage de souris avec deux grands prolongements cytoplasmiques,
(CHARLES et al, 2001).
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% LES MONOCYTES:

Les monocytes sont des cellules sanguines de la famille des leucocytes (globules
blancs) qui évoluent en macrophages (CHARLES et al, 2001). (FIGURE 08).

&

FIGURE 08: les Monocytes (CHARLES et al, 2001).
IV-3- REACTION INFLAMMATOIRE
Les 4 signes de l'inflammation sont: rougeur, chaleur, douleur et cedéme :

1. La chaleur et la rougeur sont dues a la vasodilatation (augmentation) des capillaires et

au ralentissement de la circulation du sang

o Ladouleur est due a la pression des fibres nerveuses

o L'eedéme di a l'exsudation du plasma
2. Laréaction inflammatoire :
o réaction vasculaire
o réaction cellulaire
3. Les phagocytes et lymphocytes T cytotoxiques :
o les leucocytes phagocytaires
o les lymphocytes T cytotoxiques
4. Les protéines antimicrobiennes (défense humorale), (JANEWAY et al, 2001).
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IV-4- SYSTEME LYMPHATIQUE

Les leucocytes (TABLEAU 10) passent la majeure partie de leur temps hors du

systeme circulatoire, et patrouillent dans le liquide interstitiel des cellules ou se déroulent la

plupart des luttes contre les agents pathogénes. Certains macrophages résident en permanence
dans les organes (poumons, foie) ou dans le systeme lymphatique (JANEWAY et al, 2001).

Le systeme lymphatique comprend divers organes thymus, moelle osseuse, rate,
amygdales appendice et ganglions lymphatiques) qui jouent un rdle important dans le systéme

immunitaire.

Les capillaires lymphatiques drainent une partie du liquide interstitiel qui baigne les
tissus. Le liquide, alors appelé lymphe, finit par retourner dans la circulation sanguine via le
canal thoracique. Sur son parcours, la lymphe traverse de nombreux ganglions lymphatiques

dans lesquels tout agent pathogéne rencontre des globules blancs (L'Harmattan, 1994).

Tableau 10 : les différents types des leucocytes (L'"Harmattan, 1994).

% des
leucocytes Fonction principale

totaux

Granulocytes ‘s
] 40-70% Phagocytose des bactéries
neutrophiles

Granulocytes _ )
o ] 1-4% Destruction des vers parasites
éosinophiles

Granulocytes Libération de médiateurs

basophiles et 0.5-1% chimiques (réaction

MRASTOCYTES INIECINNINNIoIA0l I RwE




Production d'anticorps (réponse

Lymphocytes B
humorale)
20-45%

Attaque des cellules infectées

Lymphocytes T , .
(réponse cellulaire)
Phagocytose (les monocytes se
Monocytes 4-8% transforment en macrophages

dans les tissus)

IVV-5- MECANISMES DE DEFENSE SPECIFIQUE

1. Spécificite
2. Reconnaissance du soi et du non-soi :
% Le soi dun individu est défini par des récepteurs du complexe majeur

d’histocompatibilit¢ (CMH, nommé HLA chez I’Homme) présents sur la menbrane de

ses cellules, associés aux fragments peptidique qu’ils présentent (BERGER et al. 2000)

Chaque cellule est divisée en compartiments dont la position et la forme sont fixées

par les molécules qui se fixent a son cytosquelette. La position des différentes protéines au

sein de chaque compartiment ainsi que leur forme est programmée directement ou
indirectement par le patrimoine génétique exprimé par chaque cellule. L'action, la position et
les flux de toutes les molécules de chaque compartiment sont alors précisément gérés par

I’activité eczématique des protéines ainsi réparties (BERGER et al.2000).

X2 Le non-soi d'un individu est défini par des récepteurs cellulaires ou toute autre
molécule différente du soi et ainsi reconnus comme étrangers par notre organisme. Le non-soi
déclenche une réaction immunitaire. La reconnaissance du non-soi se calque sur celle du soi,
y compris au sein des liquides circulant extracellulaires, lymphatiques, veineux, artériels
(LUKE ET al, 2005).




1V-5-1-COMPLEXE MAJEUR D'HISTOCOMPATIBILITE :

Le complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) désigne en immunologie un systeme
de reconnaissance du soi présent chez la plupart des vertebres. Les molécules du CMH sont
a la surface des cellules présentatrices de 1’antigéne et qui assurent la présentation de
I'antigene aux lymphocytes T afin de les activés. Chez 1’étre humain, on parle de HLA
(REINHERZ et al, 1981). (FIGURE 09)

Figure 09: Molécules CMH | et CMH 1l (REINHERZ et al, 1981).

% CMHI:

Le CMH 1 est une molécule retrouvée de facon quasi-ubiquitaire a la surface des
cellules nucléés de notre organisme (il est présent dans toutes les cellules nucléés sauf les

hématies et les cellules germinales).

s CMHII:

Le CMH Il est une molécule retrouvée a la surface des cellules présentatrices de

I’antigene (CPA) dites « professionnelles » (car n'exercent que ce role) telles que les cellules

dendritiques, les lymphocytes B activés, les macrophages (CHARLES et al, 2001).

Les molécules du CMH 11 présentent les peptides aux lymphocytes T auxiliaires (LT
CD4).
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IV-6-SYSTEME IMMUNITAIRE HUMORAL

Le systeme immunitaire humoral agit contre les bactéries et les virus dans les liquides
du corps humain (tels que le sang en secrétant des substances susceptibles d'aider a la
destruction des agents pathogénes- historiquement le sang et la lymphe étaient nommés les
humeurs du corps). Ses principaux moyens d'action sont les immunoglobulines, aussi appelées
anticorps, produites par les plasmocyte qui sont "lI'évolution” des lymphocytes B (B car les
lymphocytes B ont été découverts chez I'oiseau dans la "Bourse de Fabricius") , a la suite de
la reconnaissance par certains de leur récepteur membranaire d'interleukine (molécule
chimique permettant le clonage des LB et leur différentiation) produite par les lymphocytes
T4 (KEUSCH et al, 1977).

IV-6-1-LYMPHOCYTE B

Les lymphocytes B ou cellules B, également appelés bursocytes, sont des lymphocytes
qui ont pour role de fabriquer des immunoglobulines appelées anticorps: ils sont donc
responsables de I'immunité humorale. Ces lymphocytes possédent bien plus de vésicules de
Golgi, qui permettent de fabriquer des anticorps en masse, afin de neutraliser efficacement
les antigéenes. Les plasmocytes sont donc des lymphocytes B activés et capables de produire
des anticorps dirigés contre I'antigéne activateur (L'HARMATTAN, 1994).

IV-6-2-ANTICORPS

Un anticorps est une protéine complexe utilisée par le systeme immunitaire pour

détecter et neutraliser les antigénes de maniére spécifique. Les anticorps sont sécrétés par des
cellules dérivées des lymphocytes B : les plasmocytes (GOLDSBY et al, 2000).

Les anticorps constituent 1I’immunoglobuline principale du sang, aussi on utilise
parfois le terme immunoglobuline a la place du mot anticorps (JANEWAY et al, 2001).
(FIGURE 10)
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Figure 10 : Schéma d'un anticorps (JANEWAY et al, 2001).
IV-6-2-1-ROLE DES ANTICORPS

Au cours de la réponse immunitaire, les anticorps ont trois fonctions principales : se
lier a [l'antigéne, activer le systtme du complément et recruter des cellules

immunocompétentes.

IV-6-2-2-LES DIFFERENTES IMMUNOGLOBULINES

LES IMMUNOGLOBULINES SONT DES SUBSTANCES FABRIQUEES PAR L'ORGANISME
DESTINEES A SE DEFENDRE CONTRE LES AGRESSIONS DES MICROBES. C'EST CE QU'ON APPELLE
EGALEMENT LES ANTICORPS . ELLES SONT FABRIQUEES PAR LES GLOBULES BLANCS

(CHARLES ET AL, 2001).

Les IgA : elles sont fabriquées par les cellules de défense situées dans les muqueuses .
C'est pourquoi on les trouve surtout dans les sécrétions au niveau des orifices et des canaux
. le nez, la gorge, la trachée , les bronches (DAVID et al, 2006-2007).

Les IgD : elles interviennent dans I'immunité pour aider les lymphocytes a agir contre les
agents infectieux (CHARLES et al, 2001).

Les IgE : elles jouent un role essentiel dans la réaction allergique en provoquant la
libération d'histamine par les cellules de I'immunité (SCHLESINGER et al, 1974).

Les IgM : ce sont les immunoglobulines envoyées en premiére intention quand un
agresseur pénetre dans I'organisme. Ces molécules sont en quelque sorte les fantassins de
I’immunité (CHARLES et al, 2001).
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= Les IgG : elles interviennent soit lorsque l'agresseur n'est pas éliminé directement par les
IgM, soit lors d'un deuxieme contact avec ce méme agresseur. Ce sont donc les molécules
mémoire de I'immunité (DAVID et al, 2006-2007).

IV-7-SYSTEME IMMUNITAIRE CELLULAIRE

Le systtme immunitaire cellulaire s'occupe des cellules infectées par des virus,
bactéries, et les cellules cancéreuses. L'action s'effectue via les cellules T , aussi appelées
lymphocytes T (T parce que ces cellules marissent dans le thymus apres leur naissance dans

la moelle osseuse). On distingue deux grandes familles de Lymphocytes T :

o les lymphocytes T cytotoxiques (Tc) reconnaissent les cellules infectées.
o les lymphocytes T Helper (Ty) qui interagissent avec le macrophage (qui ingérent les
substances dangereuses) et produisent également des cytokines (interleukine) induisant

la prolifération des Lymphocytes B et T.

Aux lymphocytes T s'ajoutent aussi les cellules dites « NK » pour Natural Killers.
Ces cellules sont impliquées dans une réponse entre spécifique et non spécifique, selon les
situations (KEUSCH et al, 1977).

IV-7-1-LYMPHOCYTE T

Les lymphocytes T, également appelés thymocytes ou cellules T, sont une catégorie de
lymphocyte qui jouent un grand réle dans la réponse immunitaire secondaire. « T » est
I'abréviation de thymus, I'organe dans lequel leur développement s'achéve.

IIs sont responsables de Il'immunité cellulaire: les cellules (bactéries, cellules

cancéreuses) reconnues comme étrangeres (c'est-a-dire autres que celles que les cellules T ont

appris a tolérer lors de leur maturation) sont détruites par un mécanisme complexe
(L'HARMATTAN, 1994).




IV-7-1-1-TYPES DE CELLULES T

Il'y a plusieurs types de cellules T :

Les lymphocytes T cytotoxiques
Les lymphocytes T auxiliaires
Les lymphocytes T suppresseurs

Les lymphocytes NKT
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V-Introduction Générale

Pseudomonas aeroginosa peut étre considéré a bien des égards comme 1I’exemple-type
des bacteéries pathogenes opportunistes. Pratiquement inoffensif chez I'individu sain, ce bacille
a Gram négatif de ’environnement, isolé pour la premiére fois par Schroeter en 1872, se
révele en effet redoutable chez les sujets immuno-déficients, les malades intubés-ventilés des
services de réanimation ou ceux souffrant d'affections chroniques comme la mucoviscidose, la
dilatation des bronches, etc... L'enquéte de prévalence organisée par I'InVS (Institut de Veille
Sanitaire) dans les hdpitaux francais en 2001 lui attribuait la responsabilité de 11% de
I'ensemble des infections nosocomiales, 9,6% des infections urinaires, 9,7% des infections du
site opératoire, 15,5% des infections cutanéo-muqueuses et 21,7% des infections respiratoires
hautes et basses. Une enquéte similaire réalisée en 2006 est arrivée au méme constat : P.
aeroginosa représente aujourd’hui un véritable probléeme de santé publique (Stanier et al,
1966).

Les raisons de cette situation préoccupante sont nombreuses et complexes. La
multiplication des gestes médicaux invasifs comme le cathétérisme, la chirurgie ou

I’endoscopie sur des patients de plus en plus fragiles (polytraumatisés, immunodéprimés

profonds, cancéreux, personnes agées...) explique en partie le succes de cette espéce

saprophyte a I’hopital. De méme, la structure des établissements de soins ou sont concentrés
malades et soignants favorise la propagation des bactéries les plus adaptables. L’utilisation
massive d’antiseptiques et d’antibiotiques tend, par ailleurs, a sélectionner un environnement
microbien peu diversifié ou seules les espéces les plus résistantes survivent. En tout état de
cause, P. aeroginosa a trouvé a I’hopital une niche écologique particuliérement favorable a

son développement (Stanier et al, 1966).

Outre un arsenal assez impressionnant de facteurs de virulence, P. aeroginosa possede
les mécanismes lui permettant de résister naturellement a de nombreux agents antibactériens,
de coloniser les surfaces inertes et les épithéliums, de former des biofilm protecteurs. Cette
capacité d'adaptation hors du commun, la bactérie le doit a la tres grande taille de son génome
(5 a7 Mb, soit dix fois celle d'un mycoplasme), son extréme versatilité métaboligue et sa
capacité a percevoir son environnement grace a de multiples senseurs membranaires

spécifiques (Prescott et al, 2003).




De maniére encore plus inquiétante, I’administration répétée d’antibiotiques chez des
patients fragilisés (réanimation, hématologie/oncologie) ou souffrant de mucoviscidose a
favorisé ces dernicres années 1I’émergence de souches de P. aeroginosa résistantes a tous les
antibiotiques commercialisés. Le nombre croissant de ces souches dites “toto-résistantes” fait
craindre un retour a 1’ére pré-antibiotiqgue ou les moyens thérapeutiques étaient presque
inexistants. Cette évolution s’inscrit, par ailleurs, dans un contexte actuel peu favorable ou les
recherches et les innovations pharmaceutiques en matiére d’anti infectieux se font de plus en
plus rares. Il est admis aujourd’hui que la mise au point de nouveaux agents antibactériens
doit dorénavant s’appuyer sur une meilleure connaissance de la physiologie et de la génétique
bactérienne, de fagon a identifier les cibles cellulaires dont 1’inactivation entrainera une baisse

de la pathogénicité sans pour autant imposer une pression de sélection(Palleroni, 1984).

Pseudomonas aeroginosa est un bacille a Gram-négatif, aérobie strict, non sporulant
de forme droite ou légerement courbée. Il mesure entre 1 et 5 pum de long par 0,5 a 1.0 um de
large. Plusieurs isolats ont démontré la capacité de croitre en anaérobiose en utilisant le nitrate
(NO2-) comme accepteur final d’électron. Ainsi, le nitrate est réduit en nitrite de méme qu’en
azote moléculaire. P. aeroginosa est une bactérie motile grace a la présence d’un flagelle
monotriche (un seul) polaire. Cette bactérie est catalase positive et oxydase positive (Kerr,
1994).

% Contexte général

P. aeroginosa possede une versatilité nutritionnelle remarquable pouvant utiliser une

variété de sucres simples et complexes, d’alcools et d’acides aminés comme Seule source de

carbone. Cette bactérie est capable de se multiplier a I’intérieur d’un large spectre de

température allant de 4 a 45°C. La température optimale de croissance se situe entre 30 et
37°C, ce qui en fait une bactérie mésophile. La morphologie coloniale de P.aeroginosa, de
méme que pour tout le genre Pseudomonas, est facilement distinctive grace a la production de
pigments verts diffusibles dans le milieu extracellulaire (Palleroni, 1984).

Les Pseudomonas Spp. sont les plus importants parmi les bactéries a Gram négatif du
fait de leur capacité a produire des métabolites secondaires. Il a été demontré que ces
métabolites conferent aux membres du genre Pseudomonas des avantages de selectivité dans
leur milieu naturel (Kerr, 1994).Les membres de ce groupe sont rencontrés en grand nombre
et dans différentes niches écologiques, cette distribution universelle suggere une diversité

génetique et métabolique remarquable. Les Pseudomonas spp. Fluorescents ont développé




une multiciplité de stratégies pour inhiber ou supprimer les autres micro-organismes (Brend
et Rehm, 2008).

V-1-Distribution environnementale

La distribution des Pseudomonas Spp est tres large mais ¢’est d’abord et avant tout un
organisme environnemental que 1’on retrouve dans 1’eau, le sol et sur la majorité des espéces
végétales, incluant fruits et 1égumes. Notons entre autres : 1’eau du robinet, les fluides
d’humidification oculaires, les savons, les désinfectants, les onguents et cosmeétiques. On le
retrouve aussi dans les spas, bains thérapeutiques, ainsi que sur plusieurs surfaces humides
comme les lentilles cornéennes, le pommeau de douche, les équipements de dialyse, les
appareils d’assistance respiratoire et les cathéters. Sa large distribution et sa grande capacité

de survie dans le milieu aqueux, font que cette bactérie est présente en milieux hospitaliers

détenant ainsi une grande part des responsabilités des infections nosocomiales. A cause d’une

implication clinique majeure, P. aeroginosa est certes le membre le plus étudié du genre

Pseudomonas (Grundmann et al. 1993).

Pseudomonas Spp n’est, de fagon générale, pas un membre de la microflore normale
humaine. L’intestin en est colonis¢, mais seulement suite a 1’ingestion de 1’organisme. La
colonisation du tractus respiratoire est commune chez les patients hospitalisés et surtout lors
de I’intubation. Plus longtemps le patient sera sous assistance respiratoire, plus importante
sera la colonisation (Pollack, 1990). Le fait que 1’on retrouve Pseudomonas Spp en milieu
hospitalier conduit souvent a des bactériémies a la suite d’une exposition prolongée ou a

I’infection d’une plaie post-opératoire (Pollack, 1990).

V-2-Le modeéle P. aeroginosa

A Tlinstar de quelques autres espéces (Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis, Yersinia pestis...), P. aeroginosa
représente un modele d’étude spécifique. C’est aussi I’enjeu d’une compétition internationale
intense, tant sur le plan de la recherche fondamentale que sur celui de la recherche appliquée,
notamment thérapeutique. Cette bactérie est considéree, en effet, comme le paradigme des
especes environnementales pathogenes opportunistes de I’homme. A ce titre, elle intéresse des
spécialistes de formations tres différentes (microbiologistes, biochimistes, chimistes,

structuralistes, médecins, vétérinaires, épidémiologistes, etc...) (Stanier et al, 1966).




Conscients du fait qu’il est plus que jamais nécessaire de réunir les compétences pour
pouvoir mieux appréhender un modeéle aussi complexe. Elle intéresse aussi le monde
industriel pour des applications diagnostiques. Le séquencage complet du génome de la
souche de référence PAOL (C.K. Stover et al. Nature 2000, 406 : 959-964) et de celui de
plusieurs autres isolats (PA14, 2192, C3719, PACS2) a ouvert récemment de nouvelles

perspectives dans le domaine de la génomique comparative.

V-2-1-Description

Les Pseudomonas aérobies forment un grand assemblage des eubactéries dont la
diversité semble étre importante. Les Pseudomonas aérobies regroupent les batonnets a Gram
négatif, mobiles grace a un ou plusieurs flagelles polaires. Elles sont capables de croitre a
4°Cet au dessous de 43°C.Ces chimioorganotrophes utilisent plus qu’un substrat carboné
comme seul source de carbone et d’énergie et sont aérobies et leur métabolisme respiratoire
utilisent I’oxygeéne comme accepteur final d’électrons. Certains Pseudomonas aérobies sont
des chimiotrophes facultatifs qui utilisent I’hydrogéne comme source d’énergie (Stanier et al,

1966).

Tous les Pseudomonas ont un cycle des acides tricarboxyliques fonctionnel et peuvent
oxyder les substrats en Co,.La plupart des hexoses sont dégradés par la voie d’Entner
Doodoroff plutdét que la glycolyse. Elles ont une catalase positive, oxydase généralement
positive (Prescott et al, 2003).Le contenu de leur ADN est compris entre 58 et 71 moles%.
La famille des Pseudomonaceae comprend quatre genres: Pseudomonas, Xanthomonas,

Frateuria, Zoogloea.Pseudomonas, le genre type de la famille des Pseudomonaceae

caractérisé par le nombre et la variété de ses représentants, occupe une place previlégiée.ll

représente le groupe le plus complexe des bactéries a Gram négatives, avec une grande

similitude phénotypique avec les autres genres (Stanier et al, 1966).

Les membres du genre Pseudomonas sont des batonnets droits ou légérement incurvés
de 0,5 a 1,0um sur 105 a 5,0um de long. La taille et la forme varient entre les souches du
genre par exemple les cellules de Pseudomonas putida sont ovolaires.Cependant, les cellules

des especes phytopathogénes dépassent 4um de long (Krierg et Holt, 1984).




La plupart des études sont concentrés sur le groupe Pseudomonas fluorescents, ces derniers
sont caracterisés par leur capacité de produire un pigment diffusible jaune- vert, soluble dans
I’eau et fluorescent sous radiation UV, le nom de ce pigment est : Pyoverdine. Ce groupe
englobe Pseudomonas aeroginosa, espéce type du genre Pseudomonas fluorescents (4
biotypes), Pseudomonas putida (2 biotype), Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas
aurofaciens (Doodoroff et Palleroni, 1974).

V-2-2-Habitat et niche écologique

Les espéces du genre Pseudomonas contiennent plusieurs especes ubiquitaires. Elles
sont isolées de I’environnement (eau douce et de mer, sol, végétaux, poussieres en suspension
dans I’air).Certaines especes sont fréquemment rencontrées en médecine humaine, d’autres
sont des phytopathogenes.Dans certains habitats, les Pseudomonas représentent une minorité
de microflore totale. Toutefois, leur capacité de croissance dans un milieu carencé en
nutriments (impuretés dans de I’eau distillée) et certaines conditions (pH proche du neutre,
températures dans D’intervalle des mésophiles) permettent de les considérer comme

prédominantes (Favéro et al, 1971).

V-2-3-Nutrition et conditions de croissance

La plupart des especes appartenant au genre Pseudomonas peuvent croitre dans un
milieu minéral contenant des ions d’ammonium ou de nitrate et un seul composé organique

comme seul source de Carbonne et d’energie.Cette caractéristique est la base de la

caractérisation nutritionnelle des especes du genre Pseudomonas (Stanier et al, 1966).

La dégradation des composés organiques chez le genre Pseudomonas différe d’une
souche bactérienne a une autre. Certaines especes comme Pseudomonas maltophila
(Pseudomonas diminuta et Pseudomonas vescularis) requiérent 1’addition des facteurs de

croissances (Stanier et al, 1966).

Les especes du genre Pseudomonas sont incapables de fixer 1’azote. Les membres du
genre Pseudomonas sont tous des chimioorganotrophes dont certains peuvent se développer
dans des conditions autotrophes en utilisant le CO et/ou H, comme source d’energie.La
température idéale de croissance pour la plupart des souches est autour de 28°C.Aucune

espece du genre Pseudomonas ne peut supporter les conditions acides (Stanier et al, 1966).




V-3-Taxonomie

L’¢tude d’un grand nombre de souches portant notamment sur les caractéres
nutritionnels, les voies métaboliques, les mécanismes régulateurs du métabolisme et les
homologies dans les compositions d’ADN ont permis de définir les espéces et de créer des

groupes (Larpent, 1990).

» Groupe 1: Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeroginosa, Pseudomonas
putida, Pseudomonas aureofasciens, especes phytopathogénes.

» Groupe 2: Pseudomonas mallei; Pseudomonas pseudomallei; Pseudomonas
solanacearum.

» Groupe 3 : Pseudomonas acidovorans et Pseudomonas testosteroni.

» Groupe 4 : Pseudomonas diminuta et Pseudomonas vescularis.

> Groupe 5 : ce groupe comprend Pseudomonas maltophilia (oxydase négative) qui est

groupé actuellement avec les Xanthomonas.

V-4-1’acquisition du fer

Une fois que le pathogéne a initié le processus infectieux en adhérant a la muqueuse
pulmonaire, la bactérie doit étre capable de s’y multiplier et de persister a sa surface. La
concentration en fer libre de ’organisme humain étant bien en dessous des besoins
nécessaires a une bonne croissance bactérienne, la plupart des bactéries excretent dans le
milieu extracellulaire des chélateurs de fer, appelés Siderophores (Pyoverdine,
pyochéline).Ces deniers qui entrent en compétition avec la transferrine et la lactoferrine sont

ensuite récupérés par le germe sous une forme complexée (Fe 3+) (Lazdunski, 1998).

De nombreux génes sont soumis a la régulation et le réle central dans cette régulation
est assurée par la protéine Fur, qui sous forme complexée au fer agit en tant que répresseur de
I’expression des genes soumis a ce control. Actuellement, il a été montré que Fur régule au

moins 24 geénes. La chélation du fer peut se faire grace aux actions combinées des

siderophores et de ses exo protéases(en particulier I’clastase). L’elastase effectue la coupure

de la transferrine en petits peptides, le fer ainsi libéré se trouve chélaté par la Pyoverdine

(Frailler, 2001). Ce pyochéline devient directement assimilable par la bactérie. Les protéines




de la membrane externes agissent en tant que récepteurs spécifiques pour ces complexes
siderophores-Fer 3+.La reconnaissance se fait par la chaine peptidique des siderophores. Le
passage du fer a travers les membranes de 80 KDa.Ces membranes semblent posséder une
forte affinité pour le complexe siderophores-Fe 3+, et le réle de ces protéines est sans doute

celui de fixer le complexe (Frailler, 2001).

Enfin, le fer sous forme Fe 3+ n’est pas utilisable directement et doit au préalable étre
réduit en Fe 2+ assimilable par le micro-organisme pour étre libérer dans le cytoplasme. Cette
transformation peut s’effectuer au moyen de réducteurs physiologiques comme le NADPH ou
le FMNH2 qui réduisent les complexes Pyoverdine.Ce-Fe 3+ trés stables en Pyoverdine-Fe
+2 beaucoup moins stables et susceptibles de libérer aisément le fer sous forme Fe 2+
(Frailler, 2001).

V-4-1-1 es siderophores

Le fer est un élément essentiel a la croissance de tous les organismes vivants, mais dans
la majorité des milieux, la concentration du fer bio-disponible (10-7M) est largement en deca
des niveaux requis pour la croissance des bactéries comme P. aeroginosa (Ratledge and
Dover, 2000). Les bactéries ont évolué en développant maintes stratégies en vue d’acquérir,
transporter et rendre soluble le fer (de Fe2+ vers Fe3+). La méthode la plus répandue
d’acquisition du fer est donc la production de composés hautement affins pour celui-ci: Les
siderophores. Apreés sa sécrétion, le siderophores chélate le fer dans 1’environnement
extracellulaire. Le complexe moléculaire résultant, le ferri-siderophores, est ensuite transporté
a ’intérieur du cytoplasme via des récepteurs membranaires specifiques pour ces complexes.

P. aeroginosa produit un siderophores majeur appelé pyoverdine. La pyoverdine chargée de

fer est transportée via le récepteur membranaire FpvA. La pyoverdine peut également agir

comme molécule de signalisation induisant la sécrétion de deux autres facteurs de virulence :
I’exotoxine A et I’endoprotéase PrpL .La Figurell illustre bien I’acquisition du fer chez P.

aeroginosa via la sécrétion de la pyoverdine. (Guerinot, 1994).
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Figure 11. Modg¢le de transduction du signal pour 1’acquisition du fer via la ferri pyoverdine

(Guerinot, 1994).

V-4-2- Production de pigments hydrosolubles par certaines espéces du genre

Pseudomonas
Les Pseudomonas spp. Peuvent produire des pigments diffusant dans les milieux de
culture. Deux types de pigments peuvent étre synthétisés : des pigments fluorescents

(pyoverdines), des pigments phénaziniques non fluorescents. (Guerinot, 1994)

V-4-3-Les pyoverdines

Le pyoverdine est le terme générique d’une vaste famille de pigments jaune-verts
fluorescents, solubles dans I’eau et insoluble dans le chloroforme. Leurs structure générale est
celle d’un chromophore (du grec : qui porte la couleur) associé a des peptides dont la taille et
la composition en acides aminés sont variables. La pyoverdine joue pour la bactérie le réle

d’un siderophores (molécule captant les ions fer ferriques).Cette capture est fondamentale




pour la croissance des bactéries, croissance nécessitant impérativement des ions de fer
(Guerinot, 1994). La production ou I’absence de production des pyoverdines permet de

classer les especes du genre en deux groupes :

» Pseudomonas du groupe fluorescent : exemples : P. aeroginosa, P. chlororaphis, P.
fluorescens, P. monteilii, P. putida, P.

plecoglossidica, P. simiae, P. syringae
» Pseudomonas du groupe non- exemples : P. alcaligenes, P. anguilliseptica, P.

fluorescent : fragi, P. mendocina, P. stutzeri, P.

pseudoalcaligenes

V-4-4-Pigments phénaziniques

Pigments phénaziniques sont une famille de molécules composées d’un noyau
insaturé poly cyclique entre deux noyau benzene.Le principal pigment phénaziniques produit
par certains souches de Pseudomonas est la pyocyanine, qui est soluble dans le chloroforme.
In vivo, le pyocyanine, un joue le role de transporteur d’électrons dans des conditions
d’anaerobioses.De plus, elle possede une activité bactériostatique sur diverses bactéries
surtout a gram négatif. En solution aqueuse, la pyocyanine, est bleu. C’est en fait un

indicateur de pH : Rouge en milieu acide (pH=3 environ).Bleu en milieu neutre et alcalin. Les

principales espéces produisant la pyocyanine, un sont: P.aeroginosa, P.cepacia, P., P.

aureofaciens. (Ratledge and Dover, 1987).

V-5-Pouvoir pathogéne

Pseudomonas aeroginosa est une bactérie Gram-négatif opportuniste vivant
normalement a 1’état saprophyte dans 1’eau, les sols humides et les végétaux, mais qui peut
¢galement vivre a I’état commensale sur la peau ou a ’intérieur du systéme digestif de divers

animaux.




A I'hépital, certaines souches sont plus dangereuses par leur forte densité et leur résistance
due a la sélection exercee par les antibiotiques (Livermore, 2002). Pseudomonas aeroginosa
est, avec les staphylocoques et les entérobactéries, la bactérie la plus souvent responsable
d'infections nosocomiales telles que les septicémies, les Infections urinaires, les pancréatites
et les dermatites, ainsi que les pneumonies associées aux appareils de ventilation. La
colonisation pulmonaire chronique survenant chez les patients atteints de mucoviscidose

s’avere souvent étre la cause finale de décés (Odeh and Quinn, 2000).

V-5-1-Implications clinigues

P. aeroginosa est le pathogéne humain le plus important du genre Pseudomonas étant
donné le grand nombre et type d’infections causées ainsi que la morbidité et la mortalité¢ qui
leurs sont associées (Pollack, 1990). Il est capable de combiner efficacement adaptabilité aux
milieux humides et production d’un imposant arsenal de facteurs de virulence. Les affections
causées vont d’une simple infection cutanée superficielle a des septicémies fulminantes. Les
infections a P.aeroginosa acquises en communauté chez les individus immunocompétents
tendent a étre localisées et sont fréquemment associées a de 1’eau ou de la nourriture
contaminée. Les infections causées a 1’ceil provoquent souvent des 1ésions cornéennes. Ce
type d’infection est directement lié a 1’usage de lentilles cornéennes. Les solutions

contaminées pour lentilles ainsi que 1’usage de 1’eau du robinet pour 1’entretien de celles-Ci

ont été identifiées comme sources de contamination. (Holland et al. 1993).

Les infections oculaires a P. aeroginosa peuvent rapidement mener a la formation
d’ulceres de la cornée et a la perte de la vue si I’infection n’est pas traitée promptement.
L’infection la plus sévere pouvant étre acquise en communauté est I’endocardite provenant
des seringues contaminées par les usagers de drogues injectables. Les drogues injectées sont
dans beaucoup de cas mélangées avec de I’eau du robinet contaminée par P. aeroginosa

causants la bactériémie (Pollack, 1990).




V-5-2-Pathogénicité et toxicité dans les infections respiratoires

Pseudomonas aeroginosa utilise plusieurs systemes de secrétions distincts pour
injecter les Protéines toxiques qui jouent un role fondamental lors de I’infection. Le systéme
de sécrétion de type Il secréte des exo-produits (toxines et enzymes de dégradation) dans
L’environnement proche des cellules alors que le systéme de sécrétion de type III délivre les
toxines directement dans le cytoplasme de la cellule héte (Kipnis et al. 2006). Les secrétions
de ces facteurs de virulence sont assujettes a des mécanismes de régulation complexes
permettant a la bactérie d’adapter son phénotype au milieu dans lequel elle se trouve en
formant notamment un biofilm, souvent rencontré dans les infections chroniques. Le
séquencage du génome de la souche de référence PAO1L de Pseudomonas aeroginosa, achevé
en 2000, a révélé un vaste génome de 6.3millions de paires de bases codant pour 5570 genes
(Stover et al. 2000).

Parmi ces genes, 8.4 % codent des protéines impliquées dans des fonctions de
régulation faisant de cette bactérie le pathogéne possédant le plus grand nombre de genes de
régulation. Des travaux comparant différentes souches de P. aeroginosa ont montré que son
génome était relativement bien conserveé mais comportait néanmoins des variations (10%) sur
certaines portions codant pour des facteurs de virulence. Des études menées sur les souches de
P. aeroginosa presentes dans les poumons de patients atteints de mucoviscidose ont révélé
que 20% de celles-ci présentent une forte activité de mutation, ce qui pourrait expliquer la
grande adaptabilité de Pseudomonas aeroginosa aux différents environnements hostiles ainsi

que sa grande pathogénicité (Wolfgang et al. 2003).

V-5-3-Etablir une infection chronigue

Dés que la bactérie a réussi a s’implanter dans les voies respiratoires, elle devra y
survivre et ce malgré la présence des défenses de I’hdte, innées et acquises, et d’évenements
répétés d’antibiothérapie topique et systémique. Pour réussir ceci, P. aeroginosa devra
développer une importante gamme de stratégies immuno-évasives incluant entre autres des
protéines a action extracellulaires. Des protéases, des lipases, une phospholipase C
hémolytique. La sécrétion de ces produits extracellulaires sera accompagnée par d’importants
changements phénotypiques, comme la mucosité et la formation d’un biofilm, menant a une

résistance accrue aux antibiotiques (Kessler et al. 1997).
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dans les bactéries Gram négatif. Les systemes de sécrétion de type I, 111 et IV sécretent des

protéines en une seule étape sans intermédiaire péri plasmique. (Kessler et al. 1997).

% Les mécanismes de virulence de P. aeroginosa

Pseudomonas aeroginosa est une bactérie pathogene opportuniste a large spectre
d'hotes, responsable de nombreuses infections nosocomiales chez I'nomme et en particulier
chez les patients immuno déprimés ou atteints de mucoviscidose. Les infections genérées par
P. aeroginosa peuvent étre divisées en deux grands types : les infections aigués, caractérisées

par la sécrétion de nombreuses toxines et les infections chroniques caractérisées par la

formation d'une communauté bactérienne persistante organisée en biofilm au niveau du site

d'infection (Frailler, 2001). Au cours des infections aigués, P. aeroginosa va sécréter par
I'intermédiaire de différents systemes de sécrétion un grand nombre d'enzymes hydrolytiques,
de toxines et de facteurs cytotoxiques. La virulence de P. aeroginosa au cours des infections
aigues est particulierement associée au mecanisme de secrétion de type Ill, dans lequel les
effecteurs sont injectés directement dans le cytoplasme des cellules hétes. Ces facteurs
sécrétés vont entrainer une réponse inflammatoire sévere et une nécrose des tissus infectés
pouvant provoquer une septicémie a l'issue fatale (Frailler, 2001). Lors des infections
chroniques, la persistance de P. aeroginosa au niveau des sites d'infection est due a sa
capacité a former une structure appelée biofilm. Ce biofilm est une communauté bactérienne
organisée et englobée dans une matrice extracellulaire complexe. La structure et le mode de

vie en biofilm offrent aux bactéries une résistance accrue face au systeme immunitaire de




L’hote mais également face aux composés thérapeutiques tels que les antibiotiques. La
persistance de cette communauté bactérienne au niveau du site d'infection entraine une
inflammation chronique et localisée qui conduit peu a peu a la destruction du tissu ou de
I'organe sous jacent (Frailler, 2001).
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Figure 13 : Biofilm de P. aeroginosa en formation sur un pneumocyte (photo UMR CNRS
6522)

Une des grandes découvertes de la bactériologie de cette derniére décennie, est la mise
en évidence de relations sociales entre les bactéries capables de construire de véritables
communautés et de communiquer entre elles. Ces communautés bactériennes sont appelées
biofilms (Kessler et al. 1997).

Un biofilm est défini comme un agrégat de micro-organismes (majoritairement des

bactéries), fixés a une surface, et englués dans une gangue d’exo polymeéres fabriqués par ces

mémes organismes (Costerton et al. 1989). On s’accorde aujourd’hui pour affirmer que plus

de 90% de I’activité microbiologique dans un écosystéme (environnement aquatique, sol,
corps humain,..) provient en majeure partie d’une flore sédentaire adhérant aux surfaces dans

une structure de type biofilm. La présence de biofilm est de plus en plus souvent identifiée




comme la source récurrente de problémes a la fois de santé publique, industriels et sociaux
souvent lourds de conséquences et parfois dramatiques. Ces biofilms sont ainsi impliqués
dans plus de la moitié¢ des infections bactériennes chez I’homme et dans la grande majorité
des infections nosocomiales. 1ls sont en particulier directement responsables de toutes les
Infections prothétiques. P. aeroginosa est la bactérie a Gram négatif la plus fréeqguemment
rencontrée dans les infections prothétiques ; les biofilms a P. aeroginosa sont responsables
des bronchites chroniques chez les patients atteints de mucoviscidose. Si ces biofilms sont
omniprésents, c’est dii a leur exceptionnelle résistance aux inhibiteurs et donc aux

antibiotiques (Costerton et al. 1989)
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Figure 14. Cycle de formation du biofilm bactérien chez P. aeroginosa. (Figure tirée de
Filloux et Vallet, 2003)

V-5-6-Les exo polysaccharides (EPS)

La matrice extracellulaire que constitue le biofilm se compose essentiellement d’exo
polysaccharides (EPS) constituant 50 a 90% de la matiére organique totale du biofilm, mais
aussi de protéines et de sels. (Wingender et al. 1999). La nature biochimique et
physicochimique des EPS dépendent largement des microorganismes concernés et des
conditions environnementales (pH, salinité, température). Les EPS ont une haute masse
molaire et sont tres hétérogeénes. Ils forment des unités répétitives de carbohydrates plus ou
moins longues, pouvant posséder des ramifications, des fonctions alcool, amine, acide, ainsi
que des groupements sulfate et phosphate. La forte implication de Pseudomonas aeroginosa

dans les maladies nosocomiales fait que son biofilm est aujourd’hui I’un des plus étudiés.




Certaines ¢études ont ainsi trouvé dans le biofilm, la présence d’alginate, un
polysaccharide linéaire également produit par certaines algues brunes. L’alginate est un
polysaccharide chargé négativement et qui se compose d’acides L-guluronique (G) et D-
mannuronique (M) liés entre eux par des liaisons p-1,4 (Evans and Linker, 1973). Durant
son transfert péri plasmique, il subit quelques modifications telles qu’une acétylation et une
épimérisation (Remminghorst and Rehm, 2006). Le polymére s’organise de deux fagons
possibles : soit en une succession de blocs d’homopolymeéres, (MMM) ou (GGG), ou bien en

bloc d’hétéro polymeéres (MGMG). (Wingender et al. 1999).

V-5-7-Pili et flagelle de P. aeroginosa

La membrane cellulaire est une structure complexe composée de divers éléments
enchéassés dans la bicouche lipidique. Elle présente notamment de nombreux glycoconjugués
qui sont autant de marqueurs et de récepteurs conférant une spécificité et une identité a la
cellule. Ces sucres exposés ainsi a la surface sont alors la cible de protéines spécifiques
capables d’identifier ces structures diverses : les lectines. Avant de s’intéresser plus
particulierement aux lectines bactériennes, rappelons que les lectines sont des protéines ou des
glycoprotéines pouvant étre d’origine variée : virale, bactérienne, végétale ou animale. Elles
sont dépourvues d'activité enzymatique, n’appartiennent pas a un systéme immunitaire et sont
capables de reconnaitre spécifiquement des oligosaccharides complexes sans les modifier
(Goldstein et al. 1980). Elles sont souvent multivalentes, soit parce qu’elles possédent
plusieurs sites de reconnaissance par molécule, ou bien parce qu’elles s’associent en

multimetres, ce qui explique le fait qu’elles peuvent précipiter des polysaccharides et

agglutiner des bactéries ou des cellules telles que les érythrocytes(Goldstein et al. 1980) .

L’adhésion bactérienne sur les tissus est souvent la premiere étape du processus
d’infection et dans de nombreux cas, des lectines spécifiques sont impliquées dans la
reconnaissance et 1’adhésion aux récepteurs moléculaires exposés sur les tissus. Certaines
adhésines interferent avec le systeme immunitaire, déclenchant des voies signalétiques chez la
bactérie et la cellule héte, assistant la livraison de molécules toxiques dans la cellule hote et
favorisant I’invasion bactérienne. C’est pourquoi ces protéines sont a juste titre considérées
comme des facteurs de virulence et font aujourd’hui 1’objet d’une attention particulicre. Les
lectines bactériennes connues sont associées aux fimbriae (pilis et flagelles), aux toxines, ou

sont libres en solution. (Goldstein et al. 1980).




V/-5-8-L es pilis ou fimbriae

Afin de déterminer le lieu le plus propice a leur colonisation, les bactéries ont développé
une sensibilité a leur environnement proche (gradient de pH, de température, de lumiére)
rassemblé sous le non de « chimiotactisme ». Pour leur motilité, certaines bactéries se sont
dotées d'appendices cellulaires leur permettant de sonder la surface de la cellule héte et se
donnant la capacité de se déplacer dans le milieu. Ces organelles de surface sont

respectivement les pilis et les flagelles. (Nikaido, 1994)

V-6-Résistance aux antibiotiques

Il est maintenant bien connu que P. aeroginosa, de méme que les autres bactéries a
Gram négatif, posséde une résistance intrinséque aux antibiotiques. Cette résistance est entre
autre due a la restriction des imports a travers la membrane externe, de méme que des
systéemes secondaires d’efflux dépendants d’énergie (Hancock, 1997) donc, I’importance
d’une perméabilité restreinte au niveau de la membrane externe est claire car I'utilisation
d’agents qui brisent la barriere externe (comme les peptides cationiques) ou des mutations qui
créent de larges pores rendent les cellules beaucoup plus susceptibles a 1’antibiothérapie
(Huang and Hancock, 1996).

La masse d’information récemment révélée sur les systémes a efflux de P. aeroginosa

a permis de conclure qu’ils constituaient 1’élément clé de la grande résistance intrinséque aux

drogues de cette bactérie. Toutefois, il n’existe pas de différences majeures au niveau des
mécanismes d’action ou de I’efficacité des systémes a efflux de P. aeroginosa (comparée a
Escherichia coli par exemple) (Nikaido, 1994). C’est plutét la différence de perméabilité
membranaire de P. aeroginosa chiffrée entre 10 fois et 100 fois plus basse que les autres
Gram-négatif (Nikaido and Hancock, 1986). Il est a noter toutefois que la faible perméabilité
de la membrane externe de P. aeroginosa n’est pas le seul facteur a considérer. En effet, elle
sert également a ralentir ’entrée des drogues pour faciliter I’action des mécanismes de

résistance secondaires tels que I’efflux et la dégradation de ces substances (Nikaido, 1994).




V-7- Siderocalin

(@] OH
‘Feul
o O Siderocalin
. P FEZII e
N

-—H+‘_
_—
O N 0

2

R

pH7.4

Figurel5 : siderocalin liant le fer

Siderocalin (également connu sous le nom associée a la gélatinase neutrophile
lipocalin (NGAL ) ou lipocalin neutrophile humaine) fait partie d'une famille de protéines
connues sous le nom lipocalines, qui sont de petites protéines extracellulaires qui se lient a de

petites molécules hydrophobes (généralement) (Devireddy LR, Gazin C, Zhu X et al 2005)

Beaucoup se lient aux lipocalines rétinol (également connu sous le nom de vitamine A)
et sont impliquées dans le transport du rétinol. Ce n’est que ces derniéres années que la
NGAL a été reconnu comme un piégeur de siderophores. Cette découverte a entrainé la
nomenclature de ce composé: siderocalin (Sidero pour siderophores, calin pour
lipocalin. Bien que cette protéine ait été le mieux étudié par les scientifiques cliniques, seuls
quelques laboratoires étudient son métabolisme sous-jacent et la fonction des lésions
tissulaires. Etudes structure-fonction, des études d'imagerie et des études cliniques ont révélé
que NGAL.Siderocalin est un antimicrobien endogene. (Devireddy LR, Gazin C, Zhu X et
al 2005).
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PARTIE 1

MATERIELS ET
METHODES.




V1. Matériel et méthodes

VI1-1-Objectifs de I’étude

La premiére étude vise a établir I’effet de I’anémie de la carence en fer sur le systéme immunitaire
chez des enfants hospitalisés au niveau du service de pédiatrie (EHS) d’Oran canastel et le service
d’immunologie de ’'USTO (EHU) d’Oran et de chercher la probable corrélation entre les différents
parametres de statut en fer et les immunoglobulines pendant une période s’étendant de Janvier 2014 au
juin 2014 et la deuxiéme étude effectuée au niveau du service de pédiatrie et de CCl au CHU de Sidi
Bel Abbes pendant la période Juin 2014 j’usqu’au moi d’Octobre 2014 et a pour objectif d’établir la

relation entre la carence en fer, le systéme immunitaire et I’infection.

VI-1-2-ECHANTILLONNAGE
Ont été recrutés tous les enfants recus dans le service pendant la période d’étude et répondant

aux critéres de selection. Ainsi, la population de notre étude a été comparée a un groupe de référence

afin de chercher I’effet de ’anémie de la carence en fer sur le systéme immunitaire.

a. CRITERES D’INCLUSION

Enfants hospitalisés et/ou vus en consultation externe et présentant une anémie microcytaire

hypochrome a I’hémogramme et une carence martiale définie par :

— un taux d’hémoglobine inférieur a 12 g/dl, quel que soit le sexe ;

— un volume globulaire moyen (VGM) inférieur a 80 femtolitres (fl.) ;

— une teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH) inférieure a 27 picogrammes
(P9) ;

- un taux de fer sérique inferieur a 58 pg /100ml.

-un taux de la ferritine inferieur a 07 pg/I.

b. CRITTERS DE NON-INCLUSION




Ont été exclus les patients :

e —transfusés au cours des quatre derniers mois ;
e — sous traitement martial ou une supplémentation en vitamine B12 ou folate depuis plus de

deux semaines.

V1-3-Méthodes

VI1-3-1- Préparation de I’enquéte
Une enquéte a ét¢ menée sur les enfants, le protocole d’étude porte sur les points suivants:

Identité de chaque enfant (nom, &ge, sexe).selon ANNEXE 1.

V1-3-2- Examen Clinique
Chague enfant a été examiné cliniquement par le médecin a la recherche des signes évocateurs

de I’anémie: asthénie, paleur anormale de la peau et de la muqueuse, dyspnée, palpitation, vertiges.

V1-3-3-Etude biologique

» Prélévement sanguin

Le prélévement du sang a été effectué au niveau de la veine du pli du coude. La nature
d’examens déterminé 1’anticoagulant qui doit étre utilisé dans les tubes. L’EDTA est 1’anticoagulant

de choix pour I’hémogramme. Alors que "HEPARINE est I’anticoagulant pour le dosage du fer

sérique et la ferritine.

» Numération formule sanguine




Les hémogrammes ont été déterminés sur un automate compteur de type (Coulter NIHON

KOHDEN): Les informations recueillies sont: le nombre de globules blancs, plaquettes, globules
rouges, I’hématocrite (Hte), I’hémoglobine (Hb), le volume globulaire moyen (VGM), la
concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) et la teneur corpusculaire moyenne en

hémoglobine (TCMH).

Les anémies sont différenciées selon la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine

(TCMH), le volume globulaire moyen (VGM) et le taux d’hémoglobine (Hb). (FIGURE11)

Figurel6 : Automate compteur de type Coulter.

VI1-4- Principe du dosage du fer sérique

Test colorimétrique photométrique pour le fer avec facteur clarifiant des lipides (LCF) méthode

CAB.




Le fer (I1l) réagit avec le chromazurol B (CAB) et le cétyltrimethyl-ammonium bromide

(CTMA) pour former un complexe ternaire coloré avec une absorbance maximum a 623nm.

L’intensité de la couleur produite est directement proportionnelle & la concentration de fer dans

I’échantillon. (COBAS MIRAS (RAC 042 AIND. A), (GARCIC A. ET al, 1979).

> Mode opératoire :

Longueur d’onde : 623nm.

Cuvette : lcm d’épaisseur.

Température : 20... 25°C.

Lecture : Contre le blanc réactif (BR). Utiliser un seul blanc par série.

> Procédure :

Introduire dans des cuves Echantillon /

Echantillon / 50ul

Eau distillée 50 pul

- 1000 pl 1000 pl

Bien mélanger, incuber 15 min. a 20... 25°C. Mesurer 1’absorbance de 1’échantillon et

de 1’étalon contre le blanc réactif dans les 60 min.

VI-5- Principe du dosage de la ferritine

La méthode AXSYM Ferritine offre une procédure quantitative automatisée pour mesurer la

ferritine en tant qu’indicateur clinique utile des réserves de fer dans 1’organisme.

L’échantillon et tous les réactifs AxSYM Ferritine nécessaire pour une série de dosages sont

pipetés par I’aiguille d’échantillonnage dans les différents puits de la cartouche de réaction (CR).

-I’échantillon est pipeté dans un puits de la CR.




-les microparticules recouvertes d’anticorps anti-ferritine, le conjugué d’anticorps anti-ferritine :
phosphatase alcaline, le diluant pour échantillons et le tampon TRIS sont pipetés dans un autre puits

de la CR.

La CR est immédiatement transféré dans 1’unité de traitement ou le pipetage continue avec

’aiguille de traitement (BEAMISH MR, HALES CN, ET al, 1972).

Réactifs :

Coffret-réactifs AXSYM Ferritine (7K45-20)

*Un flacon (6,9 ml) de microparticules recouvertes d’anticorps anti-Ferritine contenant des

stabilisants de protéines, Conservateur : azide de sodium. (Flacon réactif 1).

*Un flacon (4,3 ml) de conjugué d’anticorps anti-ferritine : phosphatase alcaline dans du
tampon TRIS contenant des stabilisants de protéines, Conservateur : azide de sodium. (Flacon réactif

2).

*Un flacon (7,5ml) de diluant pour échantillons. Tampon TRIS contenant des stabilisants de

protéines. Conservateur : azide de sodium. (Flacon réactif 3).

*Un flacon (50,2ml) de tampon TRIS contenant du chlorure de sodium a 0,3 mol/l.

Conservateurs azide de sodium et agents antimicrobiens. (Flacon réactif 4).

*7K45-20 comprend un coffret-réactifs AXSYM Ferritine (100 tests), des cartouches de réaction

(100 piéces) et des matrices (100 piéces).




V1-6- DOSAGE DES IMMUNOGLOBULINE :

e PRINCIPE :

-LE PRINCIPE DU DOSAGE ASSOCIE LA METHODE IMMUNOENZYMATIQUE PAR IMMUNOCAPTURE A
UNE DETECTION FINALE EN FLUORESCENCE (ELFA), (FORTIER ET AL. 1990). (FIGURE12)

FIGURE 17 : APPAREIL MINI VIDAS (ELFA).

-le cbne a usage unique sert a la fois de phase solide et de systéme de pipetage. Les autres

réactifs de la réaction immunologique sont préts a I’emploi et pré repartis dans la cartouche.
-Toutes les étapes du test sont réalisées automatiquement par I’instrument.
Elles sont constituées d’une succession de cycle d’aspiration/refoulement du milieu réactionnel.

-Dans une premiére étape 1’échantillon est dilué, puis aspiré et refoulé a I’intérieur du cone.

Les anticorps présents dans 1’échantillon vont se fixer aux antigénes fixés a ’intérieur du cone.

-Des étapes de lavage éliminent le composes non fixes a la cour de la seconde étape des Ig
monoclonales (souris) anti-lg humaines conjuguées a la phosphatase alcaline sont aspirées et refoulées

a I’intérieur du cOne et vont se lier aux Ig humaines fixées sur 1’antigéne.




-Lors de 1’étape finale de révélation .le substrat (4-méthyle-ombelliferyl phosphate) est aspiré puis
refoulé dans le cone ; I’enzyme du conjugué catalyse la réaction d’hydrolyse de ce substrat en un

produit (4-méthyle-ombelliferone) .

Dont la fluorescence émise est mesurée a 450nm .la valeur du signal de fluorescence est

proportionnelle a la concentration de 1’anticorps présent dans 1’échantillon.

-A la fin du test, les résultats sont calculés automatiquement par 1’instrument par rapport a une

courbe de calibration mémorisée, puis imprimés et sont interprétes (FORTIER ET al. 1990).

VI-7-Etude statistique

Pour I’analyse statistique, les données ont été saisies et analysée par le logiciel Statview (1997).
La mesure de 1’association entre 1’anémie, les facteurs de risques et leur effet sur le systéme
immunitaire est réalisée selon un modéle de régression logistique. Les résultats sont donnés sous
forme des tableaux et d’histogrammes. Nous avons adopté un degré de signification de p

<0,05.L’ANOVA test n’est pas négligé.




V1-8-Partie Bactériologie.

V1-8-1-Objectif

Le but de ce travail est d’isoler les bactéries du genre Pseudomonas productrices de
siderophores a partir des prélevement (de crachats, de secrétions purulentes des yeux, de
frottis pour des enfants souffrants d’infections cutanéo-muqueuses,d’urine pour des enfants
souffrants d’infections urinaires et de frottis également sur des plaies purulentes d’enfants
operés) effectués sur des enfants souffrants d’infections diverses et hospitalisés au service de
pédiatrie et de CCl au CHU de SBA durant une période s’étendant du moi d’Octobre 2014 au
moi de mars 2015 et le dosage des siderophores de type pyoverdine produits par ces bactéries
avant et aprés 1’addition dans le milieu de dosage de ces derniers d’un bactériostatique :
siderocalin qu’on a supposé 1’existence dans le sérum de ces enfants puisque ¢’est un élément

extracellulaire.

Critéres d’inclusion Critéres d’exclusion

-Enfants de 2 4 12 ans et de - culture négative de
Tout sexe Pseudomonas
(30 positives parmi 57 négatives)
-Survenue d’une infection - Responsabilité douteuse de
Pseudomonas sur la

Symptomatologie présentée

VI -8-2-Echantillonnage

Ont été recrutés toutes les personnes hospitalisées au niveau de service de pédiatrie et de
CCI du CHU de SBA et répondant aux criteres pendant la période d’étude.

V1-8-3-Stratégie d’isolement

> Essai d’isolement de Pseudomonas aeroginosa




A partir de chaque prélevement, un échantillon est pris dans le but de réaliser un
enrichissement en bouillon nutritif (1 ml dans un tube de 9 ml) ,24h & une température
de 42°C visant a croitre la biomasse initiale afin d’avoir plus de chance de repérer les
individus bactériens recherchés. Le choix de la température (42°C) vise a favoriser les
Pseudomonas aeroginosa qui sont censés croitre a cette température contrairement a

un bon nombre de micro-organismes.

A la suite de I’enrichissement, I’isolement sur gélose cétrimide (milieu favorisant la
pigmentation et la fluorescence additionné d’un agent sélectif inhibant les bacilles
Gram(+) ainsi que certains Gram(-), laissant 1’avantage ainsi aux Pseudomonas Spp.
Dont certaines espéces pouvant étre détectées grace a la fluorescence sous UV
(254nm, 366nm) favorisée par la présence de certains sel et entrepris a la méme

température (42°C) durant une incubation de 24h.

Les souches de P.aeroginosa sont reconnues par leur production de pigments, en plus
de la morphologie des colonies et I’odeur caractéristique de 1’aminoacétophone,
donnant une odeur fruitée associée a celle des pommes vertes, ou ressemblant a celle
de seringa (jasmin des poetes) (Gaillard, 1991).(Figure 25).

Essai d’isolement de Pseudomonas fluorescents

A partir des mémes prélévements, un enrichissement dans le méme but et de la méme

maniere que le précedent fut entrepris & une température de 30°C suivie d’une

tentative d’isolement sur cétrimide’ réalisée toujours a la méme température de (30°C)

favorable aux P.fluorescens.

Purification des souches

Les colonies sont observées sous une lampe UV a 366nm, celles qui sont
fluorescentes ont été sélectionnées, purifiées 2 fois par stries d’épuisement (de type
hexagonal) sur gélose King B et conservées a 4°C dans un bouillon nutritif glycérolé a
20%.




VI1-9-Estimation de la production de siderophores de type pyoverdine avant ’addition

du sérum humain supposé contenir : siderocalin

Afin de sélectionner les candidats les plus performants en termes de production de
pyoverdine, le dosage de ce métabolite a été entrepris chez les souches isolées de la

maniére suivante :

Cette quantification est réalisée selon le protocole établie par Meyer et Abdellah,
1978. Le milieu Glucose-Urée (GUM) a été utilisée pour cette expérience, répartie dans des
erlens de 250ml, chacun contenant 100ml de milieu de culture inoculé par 1ml a partir de
culture en tube a essai de 48h sur bouillon NB(25ml, agitation de 100 rpm/mn).Apres 48h
d’incubation, des prélévements de 1.5ml sont mis dans des eppendorfs de méme contenance
(1.5ml) et centrifugés a 10.000 rpm pendant 30mn, le surnageant (1ml) est mis dans une
cuvette de spectrophotométre pour la lecture de la DO a une longueur d’onde A=400nm. Le
milieu de culture vierge a servi de blanc pour 1’étalonnage de 1’appareil. La valeur ainsi lue
permet la détermination du taux de pigment produit en utilisant le coefficient d’extinction
molaire estimé par Meyer et Abdellah a une longueur d’onde de 400nm, €=20.000 (Figure
26)

V11-9-1-1dentification des isolats retenus
V11-9-2-1dentification phénotypique des isolats

A T’issue du dosage, 3 candidats sont sélectionnés comme étant ceux ayant donné les

taux de production les performants au sein du groupe testé pour étre identifier.

Les bactéries ainsi retenues font 1’objet d’une identification phénotypique basée sur les

caractéres suivants :
» Aspect des colonies bactériennes sur divers milieux de culture (King B,
Cétrimide)

(Examen macroscopique)




Apres ensemencement sur différentes géloses(King B et cétrimide), on s’intéresse a
I’aspect macroscopique des cultures vues a I’ceil nue(couleur, taille des colonies,
opacité, diffusion de pigment et importance de la croissance) et sous une lampe
binoculaire(aspect des colonies bactériennes) : Les Pseudomonas fluorescentes

donnent des colonies de petites taille avec des pigments fluorescents( bleu-vert pour

Pseudomonas aeroginosa, vert pour Pseudomonas fluorescents) et possédent une

odeur caractéristique(de Seringa pour les premieres, celles de pourriture pour les

deuxiémes).

Observation microscopique a I’état frais

Elle permet de noter la forme, la mobilité et le mode d’agencement des cellules
bactériennes.
A partir de la suspension bactérienne, on préleve une goute avec une anse de platine
stérile, on étale sur une lame et on recouvre avec une lamelle tout en évitant la
formation des bulles d’aires. On observe ensuite par le microscope optique au

grossissement x 100 apres 1’ajout d’huile d’immersion.

» Observation microscopique apreés fixation (coloration de Gram)

C’est la coloration de base en Bactériologie, elle permet une classification des
bactéries selon leur structure. Elle est I’un des caractéres essentiels de la systématique
des bacteries.

Plusieurs facteurs vont intervenir dans cette coloration :
-la différence de composition chimique des bactéries

- la différence de perméabilité de la paroi bactérienne a 1’alcool.




La coloration de Gram se déroule en plusieurs étapes qui se succédent et consistent a :

Fixer le frottis

Recouvrir le frottis de cristal de violet (violet de gentiane), laisser agir une
minute.

Rejeter le colorant puis laver a I’eau.

Recouvrir la préparation de lugol, laisser agir une minute.

Rejeter le lugol puis laver a I’eau.

Décolorer a I’alcool 95°.

Rincer a I’eau courante et recouvrir la lame de fushine diluée, laiss¢ agir
quelques secondes.

Rejeter la fushine, lavé abondamment, égoutté, sécher entre deux feuilles de

papier buvard propre.

A TI’issue de la coloration de Gram, les cellules prenant une coloration rose sont dites
bactéries Gram(-), celles ayant pris une coloration violette sont dites Gram(+).Toutes fois, il

existe des individus ne prenant aucune coloration : ce sont les BAAR (Bacilles Acido-Alcolo

Résistants, tel que Mycobacterium tuberculosis) (Harley et Prescott, 2002).

» Type respiratoire

Le principe est basé sur la croissance des bactéries selon la présence ou ’absence
d’oxygeéne : les germes nécessitant la présence d’0, sont dits germes aérobies strictes,
ceux qui n’arrivent pas a croitre en présence d’0, sont dits germes anaérobies strictes,
ceux qui poussent indifféremment de la présence d’oxygéne ou non sont dits germes
aérobie anaérobies facultatifs, et enfin une nécessité de faible pression partielle en

oxygene caractérise les germes micro-aérophiles.

La détermination du type respiratoire a été réalisée sur gélose Viande Foie(VF), qui
une fois régénérée, elle est ensemencée dans la masse, et mélangée ainsi. Apres
incubation, les bactéries poussant seulement sur la surface sont décrites comme étant
aerobies strictes. Une croissance dans la masse, au fond du tube inoculé caractérise les

bactéries anaérobies strictes.




Une croissance dans les deux zones décrites en haut détermine les bactéries aero-
anaérobies facultatives. Dans le cas d’une croissance sous la surface de la gélose, les
germes sont de type micro-aérophiles.

Les bacilles a Gram négatif non fermentaires (principalement Pseudomonas) ne se
développent qu’au niveau de la surface, c'est-a-dire en présence d’oxygene.Ce sont

des aérobies stricts (Harley et Prescott, 2002).

» Test de catalase

La catalase est une enzyme qui hydrolyse le peroxyde d’hydrogéne en eau et en
oxygene et constitue un bon élément de différenciation utilisé en systématique
bactérienne. La technique consiste a réaliser un frottis a partir des colonies prélevées
sur gélose King B, sur lequel on dépose quelques gouttes de peroxyde d’hydrogene.La
présence de catalase se matérialise par une production de bulles instantanément
(Harley et Prescott, 2002).

V11-9-3-Procédure d’identification biochimique par systéme API (20NE).

La galerie APl 20 NE (bioMerrieux) est un systeme standardisé utilisé pour

I’identification des bacilles a Gram(-) non exigeants et non entériques (Pseudomonas,

Acinetobacter, Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc.).C’est une méthode rapide d’identification

fréquemment utilisée, basée sur la dégradation des substrats biochimiques contenus dans les
micros tubes. La galerie API 20 NE se compose de 20 micros tubes contenant des milieux et
des substrats sous forme déshydraté. Les tests conventionnels sont inoculés avec une
suspension bactérienne saline qui reconstitue les milieux. Les réactions produites durant la
période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition
de réactifs. Les tests d’assimilation sont inoculés avec un milieu minimum et les bactéries se
cultivent seulement si elles sont capables d’utiliser le substrat correspondant (Delahaye,

2005).




L’inoculation des galeries est faite selon les directives du fabriquant: Des colonies
bactériennes de la souche qui a donné un taux de production important parmi les souches
testées a ¢t¢ dilué dans une solution de Na Cl 0.9%.L’inoculum a été standardisé a une
concentration cellulaire de 10° a 108UFC/ml, équivalente a un standard MC Ferland 0.5, ceci

en utilisant la DOseoo, ajustée entre 0.09 et 0.1.

Certains tests sont inoculés seulement au niveau des tubes, d’autres par contre
nécessitent 1’inoculation de toute la cupule en plus du tube, d’autre font intervenir 1’utilisation
d’une solution saline a laquelle on ajoutera un inoculum initial avant d’inoculer les tubes et
afin d’éviter tout contact avec I’air, certaines cupules ont été remplies avec de I’huile de
paraffine, ce aprés quoi, les galeries ont été incubées pendant 24 a 48h a une température de
29+0.5°C dans une enceinte humide(par les supports de galeries dont les alvéoles ont été

remplies d’eau distillée stérile).

La lecture des résultats s’est faite en se rapportant au guide d’utilisation, soit directement
en notant le changement de I’aspect de la cupule(couleur, turbidité) ou indirectement en
utilisant a juste titre les réactifs de révélation(VP ,NIT1 et NIT2 ,JAMES...).Les résultats de

chaque galerie sont reportées sur les fiches d’identification ou une simple blanche sous forme

de signes(+) pour les tests positifs et(-) pour les tests négatifs.

L’interprétation des résultats a été effectuée par ordinateur basée sur une approche
heuristique en utilisant le programme PIBwin version 2.0.0, avec des matrices d’identification
pour les systemes API 20 et 20NE élaborées a partir des guides d’utilisation des deux
systemes, fournis par la société BioMerrieux, France (voir ’annexe «Procédure d’utilisation

des systemes API 20 et 20NE)

VI11-9-4--Estimation de la production de siderophores de type pyoverdine apreés
I’addition du sérum humain supposé contenir : siderocalin




Cette quantification est réalisée toujours selon le protocole établie par Meyer et

Abdellah, 1978. Le milieu Glucose-Urée (GUM) a été utilisée pour cette expérience, répartie

dans des erlens de 250ml, chacun contenant 100ml de milieu de culture inoculé par 1ml a
partir de culture en tube a essai, on ajoute 0.5ml de sérum humain a la préparation (250ml,
agitation de 100 rpm/mn).Apres 48h d’incubation, des prélévements de 1.5ml sont mis dans
des eppendorfs de méme contenance (1.5ml) et centrifugés a 10.000 rpm pendant 30mn, le
surnageant (1ml) est mis dans une cuvette de spectrophotometre pour la lecture de la DO a
une longueur d’onde A=400nm. Le milieu de culture vierge a servi de blanc pour 1’étalonnage
de I’appareil. La valeur ainsi lue permet la détermination du taux de pigment produit en
utilisant le coefficient d’extinction molaire estimé par Meyer et Abdellah a une longueur
d’onde de 400nm, €=20.000.




Schémas récapitulatifs des protocols expérimentaux

1. Préléevement 2. Enrichissement

(Bouillon nutritif, 1ml dans 9ml|

o Essais d’isolement de 24h, 30°C 24h, 42°C o Essais d lsolement.de
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
O

N\

3. Isolement sur Cétrimide

30°C lz4h-43h (par stries rapprochés)

= m 4. Détection

[ (Colonies fluorescentes sous UV)

5. Purification

(sur King B, par stries d’épuisement)

5. Conservation

Culture sur bouillon cceur cervelle (30°C
48h), repiquage d’1ml sur bouillon nutritif
glycérolé a 20%, conservation a-20°C)

Figure 25: Stratégie d’isolement et de purification des souches de Pseudomonas
fluorescentes (Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas aeruginosa)
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30°C
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48h

1. Inoculation des souches 2. Prélévements de 1.5ml

sur milier* glucose urée dans des eppendorfs

4. Récupération du 3. Centrifugation
surnageant (1ml) (10000 rpm, 30 mn)

J

5. Lecture de la DO400, Calcul du taux de pyoverdine
(coefficient d’extinction molaire : €= 20000, taux

exprimé en umol/ml de milieu de culture)

Dosage de la pyoverdine

100 rpm,
30°C

—>
24h

1. Inoculation des souches

sur milieu glucose urée

Imlx4
- . ' 4ml

- =

3. Centrifugation
(5000 rpm, 10 mn)

4. Récupération du surnageant (4ml),
extraction avec du chloroforme (1ml
ChCl3+ 4ml surnageant x4)

=

5. Récupération de
la phase organique

PERSSHT |

6. Lecture de la DO695 de la phase organique, Calcul
du taux de pyocyanine (DO695 lue x 85.36, taux

exprimé en ug/ml de milieu de culture)

Figure 26 : Schéma récapulatif du dosage des siderophores.
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RESULTATS ET

DISCUSSION




VI-10-Résultats des enquétes épidémiologiques.

Notre premiére étude a été portée sur un échantillon constitué de 200 enfants, dont
101sont anémiques (groupe d’étude) et le reste 99 sont non anémiques (groupe témoins).
L’age moyen des patients anémiques est de 23.3 mois = 16.6, alors que celui de groupe
témoin est de 24.09 mois + 16.6, (p=0.75).

En ce qui concerne les caractéristiques anthropométriques (age et le sexe), aucune

différence significative n’a été trouvée entre les deux groupe (anémique et témoin), (p>0.05).
La gravité de ’anémie a été classée en trois stades suivants :

e L’anémie sévére définit par un taux de Hb<7g/dl
e [’anémiec modérée définit par un taux de 7<Hb<10g/dl

e L’anémie légere correspond a un taux del0<Hb<11g/dl

En ce qui concerne notre échantillon (n=101), on a remarqué que 21.78% souffrent
d’une anémie sévere, 63.36 % des enfants ont une anémie modérée, alors que le reste

soit 14.85 % représente une anémie légere (Figure 18).

Pourcentage

anémie sévere anémie modérée anémie légeére
type de l'anémie

Figurel8 : Répartition des

enfants anémique (n=101) en fonction de degrés de |’anémie.




% RESULTATS DE BILAN HEMATOLOGIQUE

En ce qui concerne le bilan hématologique. LE TABLEAU 11 présente les parameétres

hématologiques mesurés chez les enfants anémiques (groupe d’étude) comparés aux enfants

non anémiques (groupe témoin). Nous avons noté une différence statistique significatif dans

les deux groupes (d’étude et témoin), (p<0.05)

TABLEAU 11: — Parametres d’évaluation du statut en fer (moyenne + SD, Effectifs.) De

[’ensemble de ’échantillon et comparaison entre le groupe d’étude (Enfants anémiques) et le

groupe témoins (enfants non anémiques)

Groupe d’étude (n=101)

Moyenne + Dév. Std

Groupe témoin (n=99)

Moyenne £ Dév. Std

Hémoglobine (g/dl)

Hématocrite (%)

(f)

TCMH (p9)

CCMH (%)

FERRITINE (ug/l)

FER SERIQUE (ug/100ml)

08,409+1,544
27,617+5,800

72,973+12,451

24,725+4,827

30,583+2,873

28,783+25,076

45,670+25,495

13,279+1,178
41,074+4,217

87,527+8,783

30,050+3,594

33,376+2,298

106,602+47,520

129,828+31,206

<0,0001 S
<0,0001 S

<0,0001 S

<0,0001 S

<0,0001 S

<0,0001 S

<0,0001 S

Nos résultats montrent que les taux d’Hb, I’'Ht, VGM, TCMH et CCMH présentent

une différence significativement hautement diminuée chez les enfants anémiques compares

aux enfants témoins (p<0.0001). (Figure 19).




anemiques non anemiques i .
anemiques non anemiques

TCMH (pg)

anemiques non anemiques

90

anemiques non anemiques anemiques non anemigues

FIGURE 19 : Parametres hematologiques déterminés chez le groupe d’étude (anémiques) et

le groupe témoins (non anémiques).




Pour le bilan biochimique. Les parametres déterminés dans notre étude sont le fer

sérique et la ferritine.

Les parametres biochimiques mesurés chez notre population d’étude sont rapportés
dans la (FIGURE 20). Nos résultats montrent que les taux du fer sérique et la ferritine
présentent une différence significativement hautement diminuée chez les enfants anémiques
(p<0.0001).

FERRITINE (ug/l)

FER SERIQUE (g /100ml)

S
o

Anémique Non anémique Anémique Non anémique

Figure 20: Paramétres biochimiques déterminés chez le groupe d’étude (anémiques) et le
groupe témoins (non anémiques).

Par contre, lorsque nous nous sommes intéressés aux cellules immunitaire (TABLEAU
12). Nous avons révélé que le taux de Neutrophile présente une différence significatif

hautement élevée entre les deux groupes (étude et témoin), (p<0.0001), et une différence

significatif légére pour le taux des monocytes (p<0.044) et des lymphocytes (p<0.026).
(Figure 21).




TABLEAU 12 : Résultat de I'immunité cellulaire (%).

Groupe d’étude (n=101) Groupe témoin (n=99)

Moyenne +Dév. Std Moyenne + Dév. Std

NEUTROPHILE (%) 45,045+15,982 57,562+16,267 <0,0001 S

LYMPHOCYTE (%) 43,681+17,936 38,199+16,699 <0,026 S

MONOCYTE (%) 5,529+3,720 4,574+2,910 <0,044 S
EOSINOPHILE (%) 0,881+1,385 0,877+0,938 0,979 NS

BASOPHILE (%) 0,307+0,522 0,387+0,603 0,318 NS

MONO (%)
NEUTR (%)

anemiques non anemiques anemiques non anemiques

45

40 1

35 1

30 1

25 1

20 1

LYMPHO (%)

15 1

10 1

5

04
anemiques non anemiques

FIGURE 21 : Parametres immunologiques déterminés chez le groupe d’étude (anémiques)
et le groupe témoins (non anémiques) entre les neutrophiles, les monocytes et les
lymphocytes.




Pour les taux des basophiles, éosinophiles, aucune différence significatif n’a été
trouvée entre les deux groupe (p>0.05).

Un autre volet a ¢été soulevé dans la présente étude. C’est le dosage des

immunoglobulines et de chercher la probable corrélation avec les parametres du statut en fer.

Nos résultats révelent que le taux des IgG, IgD, IgA présente une différence significatif
hautement élevée entre les deux groupes (étude et témoin), respectivement (p<0.0001,
p<0.008, p< 0.0049), (FIGURE 22). Par contre les taux des IgE ne présente aucune
différence significatif (p>0.05), (TABLEAU 13).

900

800 A

700

600 1

500 A

10G (ma/100ml)

IgA (mg/100ml)

anemiques non anemiques anemiques non anemiques

IgD (mg/100ml)

anemiques non anemiques

Figure 22 : Parameétres immunologiques déterminés chez le groupe d’étude (anémiques) et le

groupe temoins (non anémiques).




TABLEAUL13 : Résultats de L ’Immunité humoral (mg/100ml).

Groupe d’étude (N=101) Groupe témoin (n=99)

Moyenne + Dév. Std Moyenne+ Dév. Std

IgG (mg/100ml) 548,772+91,885 852,714+181,424 <0,0001 S
IgE (mg/100ml) 0,223+0,270 0,294+0,314 0,0874 NS
IgA (mg/100ml) 74,123+35,109 94,936+64,452 <0,0049 S
IgD (mg/100ml) 4,729 +6,53 7,191+6,439 <0,0081 S

IgM (mg/100ml) 73,343+31,013 76,911+32,700 0429 NS

Une forte corrélation a été noté dans notre étude, entre certains parameétres du statut
en fer (fer sérique, Ferritine, Hb, VGM, TCMH, CCMH, Ht) et les IgG respectivement (r=
0.63, r=0.48, r=0.67, r=0.43, r=0.44, r=0.30, r=0,62), (FIGURE 23).

Une corrélation franche a été marqué entre le taux de I’Hb et I’Ht (r =0.88), entre Hb
et le fer sérique (r= 0.85), entre Hb et le VGM (r=0.62), entre Hb et le TCMH (r=0.62), entre
Hb et CCMH (r=0.57), entre Hb et ferritine (r=0.74).

Aussi une corrélation franche a été détecté entre IgD et 1gG (r=0,22), entre IgA et IgG
(r=0,26).
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FIGURE 23 : La corrélation entre les IgG et la Ferritine, Hb, Fer sérique, Ht.

Notre deuxiéme étude a été portée sur un échantillon constitué de 627 enfants, dont

401sont anémiques (groupe d’étude) et le reste 226 sont non anémiques (groupe témoins).

En ce qui concerne les caractéristiques anthropométriques (age et le sexe), aucune

différence significative n’a été trouvée entre les deux groupe (anémique et témoin), (p>0.05).

La gravité de I’anémie a été classée en trois stades suivants :

L’anémie sévére définit par un taux de Hb<7g/dI
L’anémie modérée définit par un taux de 7<Hb<10g/dI

L’anémie légére correspond a un taux del0<Hb<11g/dI

% RESULTATS DU BILAN HEMATOLOGIQUE

En ce qui concerne le bilan hématologique. LE TABLEAU 14 présente les paramétres

hématologiques mesurés chez les enfants anémiques (groupe d’étude) comparés aux enfants
non anémiques (groupe témoin). Nous avons noté une différence statistique significatif dans

les deux groupes (d’étude et témoin), (p<0.05)

Nos résultats montrent que les taux d’Hb, I’Ht, VGM, TCMH et CCMH présentent une
différence significativement hautement diminuée chez les enfants anémiques comparés aux

enfants témoins (p<0.0001)




TABLEAU 14: — Parameétres d’évaluation du statut en fer (moyenne + SD, Effectifs.) De
[’ensemble de I’échantillon et comparaison entre le groupe d’étude (Enfants anémiques) et le

groupe témoins (enfants non anémiques)

Groupe d’étude (n=401) Groupe témoin (n=226)

Moyenne + Dév. Std Moyenne + Dév. Std

Hémoglobine (g/dl)
Hématocrite (%)

(f)

(pg)

(%)

FERRITINE (ug/l)

08,40+1,544
31,92+53,24

11.42+1.05

04.0810.31

72,97£12,45

24.3511.66

27.88+2.21

10.6415.62

13,27+1,178
39,34+3,225

07.73+0.85

04.7610.86

90.1217.32

29.46%1.77

33.55+1.87

30.26+15.02

<0,0001 S
<0,0001 S

<0,0001 S

<0,0001 S

<0,0001 S

<0,0001 S

<0,0001 S

<0,0001 S

FER SERIQUE (ug/100ml) 49.68+68 111.16+22.19 <0,0001 S

Pour le bilan biochimique. Les parametres déterminés dans notre étude sont le fer

sérique et la Ferritine.

Nos résultats montrent que les taux du fer sérique et la ferritine présentent une

différence significativement hautement diminuée chez les enfants anémiques (p< Par contre,

Par contre, lorsque nous nous sommes intéressés aux cellules immunitaire (TABLEAU

15). Nous avons révelé que le taux de Neutrophile et de lymphocytes présente une différence

significatif hautement élevée entre les deux groupes (étude et témoin), (p<0.0001).




TABLEAU 15 : Résultat de I'immunité cellulaire (%).

Groupe d’étude (n=401) Groupe témoin (n=226)

Moyenne +Dév. Std Moyenne + Dév. Std

NEUTROPHILE (%) 71.0915.02 58.74+8.40 <0,0001 S

LYMPHOCYTE (%) 41.38+3.52 33.0614.98 <0,0001 S

Un autre volet a été soulevée dans la présente étude. C’est le dosage des

immunoglobulines et de chercher la probable corrélation avec les parametres du statut en fer.

Nos résultats révelent que le taux des IgG, IgM, IgA présente une différence

significatif hautement élevée entre les deux groupes (étude et témoin), respectivement

(p<0.0001).

TABLEAU 16 : Résultats de L’Immunité humoral (mg/100ml).

Groupe d’étude (Nn=401) Groupe témoin (n=226)

Moyenne + Dév. Std Moyenne+ Dév. Std

IgG (mg/100ml) 1493.14+53.35 1080.21+216.48 <0,0001 S

IgA (mg/100ml) 461.71%£19.09 278.87490.63 <0,0001 S

IgM (mg/100ml) 194.57+33.38 141.23+38.52 <0,0001 S




% Résultats de I’enquéte épidémiologique sur les bactéries responsables

d’infection :

L’analyse de nos échantillons a mis en évidence la présence de plusieurs bactéries

responsables d’infection diverses figurant dans I’histogramme suivant:

Pourcentage %

[72)
=
&

<
o

staphylococcus
Enterbacter
Pseudomonas
Neisseria
selmonella
Yersenia

Figure 24 : types de bactéries responsables d’infection chez notre population d’étude.

Nous nous sommes intéresses au genre Pseudomonas en termes de sa capacité a

produire les siderophores de type pyoverdine.




VI-10-1-Résultats de la partie Bactériologique

Notre étude a été portée sur un échantillon constitué de 87 enfants présentant des
infections diverses et notamment respiratoires mettant en cause le germe étudié. Nous avons
constaté la présence de Pseudomonas a travers les cultures ; constatation basée sur des
caracteéres phénotypiques (colonies caractéristiques, odeur, fluorescence sous UV).

V1-10-2-Essai d’isolement des Pseudomonas fluorescentes

La mise en culture des prélevements biologiques effectués sur les enfants hospitalisés et
répondants aux criteres cités dans le chapitre matériel et méthode, aboutit a I’isolement de 30
souches bactériennes sélectionnées sur la base de leur capacité a fluorescer (fluorescence

verte- jaunatre sous une lampe UV a 366 nm). (Tableau 17).

Les souches isolées et purifiées sur milieu King B et cétrimide (qui est un milieu sélectif
favorisant la pigmentation et la fluorescence des bactéries), une coloration de Gram a été
effectuée pour les isolats retenus pour confirmer leurs puretés et leur espéce de Gram, tous les

isolats obtenus sont des bactéries a Gram négatif.

e

Aspect de P.aeroginosa | Aspect de P.fluorescens Des colonies observées
Sur gélose Cétrimide Sur gélose Cétrimide sous une lampe UV

L’observation de la fluorescence sur le milieu de culture Cétrimide qui favorise la

production de pigments fluorescents a permis de mettre en évidence la synthése de tels

pigments, trait considéré comme utile dans 1’identification des germes supposé€s appartenir au
genre Pseudomonas. L’observation de ce phénoméne sous une longueur d’onde ultraviolette a
été entreprise pour mettre en évidence la vraie fluorescence, due a la production de
siderophores (Figures 27,28, 29).Les souches observees arborent une fluorescence, qui toute

fois, reste faible pour étre clairement interprétée. Ce qui est certain, c’est que cette capacité a




fluorescer sous UV demeure plus facile a percevoir sur gélose Cétrimide.

Figure 27 : Aspect des colonies des dix premiéres souches sur gélose cétrimide sous une lampe UV.




Figure 28 : Aspect des colonies des dix deuxiéme séries de souches sur gélose cétrimide sous une
lampe UV.




Figure 29 : Aspect des colonies des dix dernieres séries de souches sur gélose cétrimide sous une
lampe UV.




Tableau 17 : Codification des souches isolées, site d’isolement et type d’infection.

Codification | Site d’isolement | Type d’infection | Caractéristique de la souche sur milieu
Cétrimide

B0S-0 Secrétions Irritation oculaire | Colonies crémeuses vertes
purulentes
yeux

Secrétions Abcés  lacrymal | Colonies crémeuses vertes
purulentes de ’ceil
yeux

Secrétions Fistule lacrymale | Colonies crémeuses vert
purulentes de I’ceil
yeux

Prurigo Colonies crémeuses bombées couleur
blanches cassées.

Erythrodermie Colonies crémeuses bombées couleur
blanches cassées

Prurit ~ purulent | Colonies crémeuses bombées couleur
des feces blanches cassées

Prurit des féces Colonies crémeuses couleur
blanches cassées

Prurit ~ purulent | Colonies crémeuses bombées couleur
des féces blanches cassées

Erytheme Colonies crémeuses bombées couleur
multiforme blanches cassées

Plaie  purulente | L’appendice Colonies crémeuses bombées et de couleurs
(infection du site vertes.
opératoire).

(infection du site vertes.




opératoire).

Plaie  purulente
(infection du site
opératoire).

Occlusion
intestinale

Colonies crémeuses bombées et de couleurs
vertes.

Plaie  purulente
(infection du site
opératoire).

Hernie ombilicale

Colonies crémeuses bombées et de couleurs
vertes.

Plaie  purulente
(infection du site
opératoire).

L’appendice

Colonies crémeuses bombées et de couleurs
vertes.

Plaie ouverte
(infection du site
opératoire).

Péritonite

Colonies crémeuses bombées et de couleurs
vertes.

urine

Infection urinaire

Colonies de coloration verte claires crémeuses
et bombées.

Infection urinaire

Colonies de coloration vertes claire crémeuses
et bombées.

Infection urinaire

Colonies de coloration verte claires crémeuses
et bombées.

Infection urinaire

Colonies de coloration verte claires crémeuses
et bombées.

Infection urinaire

Colonies de coloration verte claires crémeuses
et bombées.

Infection urinaire

Colonies de coloration verte claires crémeuses
et bombées.

Crachat

Broncho-
pneumonie

Colonies de coloration vertes-jaunatres claires,
crémeuses et bombées.

Crachat

Bronchite

Colonies de coloration vertes-jaunatres claires,
crémeuses et bombées

Salive

Colonies de coloration vertes-jaunatres claires,
crémeuses et bombées

Crachat
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Crachat Rhino-pharyngite | Colonies de coloration vertes-jaunatres claires,
crémeuses et bombées

Crachat fétide Trachéite Colonies de coloration vertes-jaunéatres claires,
chronique crémeuses et bombées

Salive Oreillons Colonies de coloration vertes-jaunatres claires,
crémeuses et bombées

Crachat Bronchite Colonies de coloration vertes-jaunatres claires,
capillaire crémeuses et bombées

Crachat Amygdalite Colonies de coloration vertes-jaunéatres claires,
catarrhale crémeuses et bombées
pharyngée.

VI-10-3-Estimation de la production de siderophores de type pyoverdine avant
I’addition de sérum humain

La quantité des siderophores produites par les 30 souches isolées a été évaluée par la
lecture de la DO a 400 nm des préparations spectrophotométriques. Les valeurs de dosage
obtenues ont été extrapolées sur les graphiques (Figures 30,31). Le taux de la production
de siderophores a ét¢ compris entre 0.13 et 3.25 pmol/ml, ainsi la production maximale a
été attribuée a la souche C33-2 (Tableau 18).

Tableau 18 : Concentration de siderophores produites avant I’addition du sérum humain.

LES SOUCHES

C33-1 | C33-2 | C33-3

DO(0) . . . 131 1.30 1.05

DO lue ) . . 0.07 0.05 0.06

[C]lpmol/ml . . . 2.33 3.25 2.18




DO lue

[C]pmol/ml

[C]pmol/ml

Figure 30: Concentration des siderophores de type pyoverdine produites par les souches
testées avant 1’addition de sérum humain.




Figure 31 : Histogramme illustrant les concentrations des siderophores de type pyoverdine
produites par les souches testées avant 1’addition de sérum humain.

Pour vérifier ces résultats, on procéde a une détermination de la concentration en
protéines de la souche la plus performante C33-2 par dosage colorimétrique ; principe d’une
gamme ¢étalon et d’une droite étalon. La méthode colorimétrique la plus courante pour la

détermination de la concentration en protéines est celle de Marrion Bradford.

v Dosage des protéines par la méthode de Bradford.

e Principe:

Le dosage de protéines par la méthode de Bradford utilise le réactif, dont le constituant principal
est le bleu de Coomasie. Sous sa forme cationique libre, ce réactif absorbe la lumiére a une longueur
d’onde de 465nm. Lorsqu’il est mis en contact avec une solution protéique & doser, il se lie aux
protéines présentes et aux groupements aromatiques ce qui a pour effet de déplacer sa principale raie
d’absorption a 595nm. L’absorbance du rayonnement visible & 595nm est mesurée par un détecteur, et

permet de doser indirectement la teneur en protéine de la solution a 1’aide d’une courbe d’étalonnages

BSA (Sérum Albumine Bovine). (Beard JL ,2001).

e Protocole expérimental :

Le protocole du fournisseur du réactif préconise d’insérer SulL d’extrait a doser et de compléter




avec 250uL de réactif de Bradford. De la méme facon, une courbe de calibration est réalisée pour

étalonner le systeme.

La solution de concentration connue permet de constituer une gamme étalon : série de tubes qui
contiennent un volume identique mais des quantités croissantes et connues de la protéine de référence
(BSA). En paralléle, une série de tubes, contenant différents volumes de prise d'essai de la protéine
dont on veut déterminer la concentration (I'échantillon & doser : Surnageant supposé contenir les
siderophores), est préparée. La solution de réactif est ajoutée au méme moment dans tous les tubes
afin que la coloration se développe dans les mémes conditions pour la gamme étalon et I'échantillon a
doser. L'absorbance de tous les tubes est ensuite mesurée. Les valeurs obtenues a partir des tubes de la
gamme étalon permettent de tracer une droite étalon : absorbance = f (quantités). Cette

proportionnalité permet de déterminer la quantité de protéine contenue dans un volume de prise d'essai

de I'échantillon & doser. On en déduit alors la concentration de la protéine & doser. (Beard

JL ,2001).

La méthode de Bradford est donc une méthode d’analyse spectrophotométriques utilisée pour
déterminer la concentration des protéines en solution. Il s’agit en fait d’un dosage colorimétrique au
bleu de Coomasie ; selon la couleur de I’échantillon, I’absorbance va changer et il sera possible de

déterminer la concentration de I’échantillon en comparant ces derniers avec des échantillons

standardisés.(Beard JL ,2001).

Nous avons suivi la méthode décrite par Meyer et Abdellah, 1978 pour le dosage des
siderophores sur notre souche C33-2; nous avons juste procédé a un changement du temps de

’agitation et ce comme suit :

Prise d’essai

Temps
d’agitation
(heures)

Ces échantillons ont été dilué dans le réactif de Bradford, apres le mélange, 1’intensité de la
coloration a été déterminée au spectrophotométre a 465nm avec pour témoin le milieu GUM contenant
seulement le réactif ; le serum albumine bovine a été utilisé comme protéine de référence.




La mesure de I’absorbance entreprise a 465nm correspond a la fréquence de vibration de la liaison
supposé étre représentative de la quantité totale de protéines.

Absorbance en fonction de la concentration avec BSA Standard. y=53.945x

0.6
0.5

Absorbance

0.002 0.004 0.006 0.008 0.01
Concentration [mg/ml]

Figure 32 : La droite d’étalonnage obtenue aprés la lecture de la densité optique.

La courbe (Figure 32) devrait étre linéaire mais ce n’est pas le cas, la non-linéarité de la

pente est certainement due au BSA qui était trop vieux et donc déterioré.ll est aussi possible

qu’un pourcentage d’erreurs intervient a cause des erreurs de pipetage.




Nous avons obtenu un tracet d’absorbance qui montre I’influence du temps de 1’agitation

préconisé par Meyer et Abdellah et qui est de 48 heures sur la synthése de notre protéine.

(Figure 33).

y

Absorbance a 42h

A

Absorbance‘ ka 30h.

——»Absorbance a 48h(Maximale).

N

=Etalon— BSA.

» Protéine-Bleu Coomassie

Absorbance a 36h.

— 595nm

400

450

—

Figure 33 :Graphe comparatif entre I’absorbance de 1’étalon et notre proteine-Bieu de coomassie . A

A 42h, I’absorbance est assez importante ;elle est maximale a 48h, puis elle diminue a 30h,

remonte un peu a 36h pour atteindre un taux minimal a 12h. Ces resultats confirme la production des

sidérophores apres 48 h d’agitation selon le protocole de Meyer et Abdellah,1978.




V1-10-4-Estimation de la production de siderophores de type pyoverdine apreés
I’addition de sérum humain.

La quantité des siderophores produites par les 30 souches isolées a été évaluée par la
lecture de la DO a 400 nm des préparations spectrophotométriques. Les valeurs de dosage
obtenues ont été extrapolées sur les graphiques (Figure 34,35). D’aprés nos résultats, nous
constatons qu’il y’a une variation dans la concentration des siderophores aprés 1’addition du
sérum humain et ce comme suit : B0S-0(2.39 pumol/ml contre 1.29 pmol/ml); B0S-1(2.32
umol/ml contre 1.11 pmol/ml); B0S-2(1.97 pmol/ml contre 1 pmol/ml.07); C33-1(2.33
umol/ml contre 1.57 pmol/ml);C33-3 (2.18 pumol/ml contre 1.29 pmol/ml); C33-4(1.46
umol/ml 1.41 umo contre I/ml); C33-5(2.65 pumol/ml contre 1.40 umol/ml); C33-6(1.64
umol/ml contre 1.38 pmol/ml); M30-1(2.03 pmol/ml contre 1.10);M30-2(1.67 umol/ml
contre 1.18 umol/ml); M30-4(1.43 umol/ml contre 1.08 pmol/ml),G20-5(2.08 wmol/ml contre
1.4 umol/ml 1); G20-6(2.12 umol/ml contre 1.09 wmol/ml); L10-1(2.62 umol/ml contre 1.58
umol/ml);L10-3(1.91 umol/ml contre 1.11 pmol/ml );L10-4(2.14 pmol/ml contre 1.02
umol/ml);L10-5(2.20 umol/ml contre 1.29 pumol/ml); L10-7(2.16 pmol/ml contre 1.51
umol/ml); L10-8(2.34 umol/ml contre 1.18 umol/ml); L10-9(1.47 umol/ml contre 1.12
umol/ml).Nous avons aussi remarqué une légere augmentation dans les concentration des
siderophores concernant les souches : M30-3(0.13 pumol/ml contre 1.22 pmol/ml ); M30-
4(1.43 umol/ml contre 1.08 pumol/ml ); M30-5(0.13 pumol/m contre | 1.69 pmol/ml); M30-
6(1.92 umol/ml contre 3.26 umol/ml );G20-1(0.13 umol/ml contre 1.37 pumol/ml ); G20-
2(1.18 pmol/ml contre 1.67 umol/ml); G20-3(0.97 umol/ml contre 1.54 umol/ml);L10-2(1.60
umol/ml contre 2.85 pmol/ml );L10-6(1.38 umol/ml contre 1.52 umol/ml) ; il s’agit peut-étre
d’une Resistance. La valeur maximale a été attribuée a la souche C33-2(3.77 umol/ml) suivit
des souches : M30-6(3.26 umol/ml) et de la souche L10-2(2.85 umol/ml) (Tableau 19).

Tableau 19 : Concentration de siderophores produites apres I’addition du sérum humain

LES SOUCHES

C33-1 | C33-2 | C33-3

DO(0) . . . 1.64 1.81 1.55

DO lue ) . . 0.13 0.06 0.15

[Clpmol/ml ) . . 1.57 3.77 1.29

DO(0)

DO lue

[C]pmol/ml
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Figure 34 : Concentration des siderophores de type pyoverdine produites par les souches testées aprés

I’addition de sérum humain.
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Figure 35 : Histogramme illustrant les concentrations des siderophores de type pyoverdine produites

par les souches testées aprés 1’addition de sérum humain.




Pour vérifier ces résultats, on réalise une cinétique de croissance bactérienne avant et aprés
I’addition du sérum humain qu’on a supposé contenir le bactériostatique : le siderocalin et pour cela on
a choisi la souche B0S-0 ; cette derniére est inoculée dans du milieu GUM avec agitation a 100 rpm.
Des prélevements a intervalles de temps régulier (chaque 2 heures) ont été effectués afin de suivre la

cinétigue bactérienne.

v Mesure de la densité bactérienne :

La variation de la densité bactérienne est déterminée par spectrophotométrie d’absorption UV a
une longueur d’onde de 600nm de trajet optique avec le milieu GUM seul comme référence (Figure
36).

2,5

Avant I’ajout du sérum humain. Apres I’ajout du sérum humain.

Figure 36: Graphe illustrant la cinétique bactérienne avant et aprés 1’ajout du siderocalin.

Ce graphe illustre une variation dans la cinétique bactérienne aprés 1’ajout du siderocalin par
rapport a cette méme cinétique avant 1’ajout du siderocalin ; ce qui nous porte a dire que ce dernier

a un effet sur la croissance bactérienne et confirme donc nos résultats.

¢ D’apres la Figure 35, on a remarqué que la souche C33-2 est celle qui a marque
le taux le plus élevé de production de siderophores de type pyoverdine dans les

deux cas(en présence et en absence de sérum humain).




On a remarqué aussi que les souches M30-6 et L10-2(3.26 et 2.58 respectivement contre
1.92 et 1.60 dans le premier cas) ont exprimé un taux élevé de production de siderophores de

type pyoverdine dans le deuxiéme cas (en présence de sérum humain).
V1-10-5-1dentification des candidats retenus.

VI1-10-5-1-Aspects macroscopiques et microscopiques des colonies et diffusion des

pigments.

Les 3 souches bactériennes (C33-2, M30-6 et L10-2) ont été mises en culture dans les

milieux King B ; les résultats de 1’observation de I’aspect des colonies et de la pigmentation

apres 24 h d’incubation a 30° C (observée sous une lampe UV a 366nm) sont représentés dans

le tableau 20.

Tableau 20 : Aspects macroscopique des pigments sur le milieu King B.

Les souches

Caracteres

Milieux

M30-6

Couleurs des
colonies

King B :

Cétrimide :

Vertes claires

Vertes claires

Transparentes

Brillantes
jaunatres

Aspect des
colonies

King B :

Cétrimide :

Petites et
brillantes

Petites a bords
réguliers

Convexes et
brillantes

Petites et
rigoureuses

Convexes et trés
brillantes

Petites a bord
réguliers

Couleurs des
pigments

King B :

Cétrimide :

Jaunatres

Blanches-
jaunatres

Vertes-jaunatres

vertes

Vertes claires-
jaunatres

Vertes-jaunatres




Les 3 souches possedent un aspect colonial presque identique avec une légére différence de
couleurs.

L’observation de la fluorescence de ces souches sur les deux milieux de culture a permis

de mettre en évidence la synthése des pigments de couleurs presque identique ; les colonies

des souches selectionnées exposent une fluorescence vertes-jaunatres sur le King B. Ainsi, ces

souches détiennent la pyoverdines qui donne dans le milieu de culture le méme type de

fluorescence (verte-jaunatre). (Figures 37, 38,39)

Figure 37 : Aspects des colonies de la souche C33-2 sur le milieu de King B.

Figure 38: Aspects des colonies de la souche M30-6 sur le milieu de King B.




Figure 39: Aspects des colonies de la souche L10-2 sur le milieu de King B.

V1-10-5-2-Observation microscopique a I’état fixé

L’observation des frottis fixés et colorés par la coloration de Gram sous microscope
optique (GX 100) a permis de distinguer les formes cellulaires bactériennes des 3 souches

retenues, ainsi que leur mode d’assemblage selon les résultats de cette coloration

différentielle(Figures 40 ,41 , 42).

Les 3 souches observées sont des bacilles a Gram négatif, ayant pris une

coloration «Rose» a I’issue de ce test, de taille identiques isolées ou groupées en chainettes

avec des bords arrondis.

Figure 40 : Aspect microscopique pour la souche C33-2 aprés coloration de Gram.




Figure 42 : Aspect microscopique pour la souche L10-2 apres coloration de Gram.

V1-10-5-3-Détermination du type respiratoire, test de catalase et le test d’oxydase.

Le type respiratoire des bactéries est déterminé par la culture sur le milieu Viande-foie,
les 3 souches se développent uniquement dans la partie supérieure du milieu contenu dans les

tubes, ce sont de ce fait des bactéries aérobies strictes. (Figure 43)




Figure 43 : Type respiratoire réalisé sur milieu VF des trois souches sélectionnées.

A T’issue du test catalase, la constatation d’un dégagement gazeux chez les 3 souches est
la preuve d’une production de catalase, enzyme ayant servie a dégrader le composé
cytotoxique : le peroxyde d’hydrogéne (H202), donc le dégagement gazeux témoignant d’une

présence de catalase ; ces souches sont donc catalase+. (Figure 44 )

Figure 44 : Test de catalase réalisé chez les trois souches les plus performantes.

Le test d’oxydase réalisé chez les trois souches les plus performantes ; prouve que ces

derniers sont aérobies strictes. (Figure 45)




Figure 45 : Test d’oxydase réalisé chez les trois souches les plus performantes.
V1-10-5-4-1dentification par la galerie APl 20NE.

Les résultats obtenus apres 24 h d’incubation des galeries ont été interprétés selon un

tableau de lecture des profils biochimiques de la galerie(Figure 46 ).
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Figure 46 : Résultat de la galerie aprés 24 h d’incubation réalisé sur la souche la plus
performante C33-2.

Les résultats notés positifs ou négatifs sont introduits dans la grille des résultats du
PIBwin, qui compare les résultats insérées avec celles enregistrés dans les matrices
d’identification des espéces et donne une identification des espéces et une identification
probable du taxon recherché avec un score d’identification suivit par d’autres taxons

suspectées. (Figures 47, 48)

» L’interprétation du profil biochimique de la galerie.

Le programme suggére que cette souche est Pseudomonas aeroginosa et donne un score

d’identification de 0.50247.
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Figure 48: Capture de fenétre de la grille d’identification de Bacterial Identification Program

contenant les résultats obtenus pour la souche C33-2.

V1-10-6-Optimisation des facteurs de la production de siderophores réalisée sur la
souche la plus performante : C33-2.

®,

% Source de Carbonne
A été entrepris en changeant le substrat (source de Carbonne) et sa

concentration ; les résultats obtenus ont été extrapolés sur les graphiques suivants :

10g| 7g |12g| 10g|7g|12g|

glucose | manose |saccharose| glucose |manose |saccharose|




Figure 49 : Graphiques démontrants le taux optimal de source de Carbonne dans la

production de siderophores.

Ainsi, on peut constater qu’une production maximale de siderophores est réalisée en
utilisant le glucose comme source de Carbonne en raison de 10 g par litre de milieu de

culture.

% Source d’Azote
A été aussi entrepris en changeant le substrat (source d’Azote) et sa concentration ;

les résultats obtenus ont été extrapolés sur les graphiques suivants :

“~

~—

m[C]

0,25g | 0,28 | 0,3g |

urée sulfate peptone 0,25¢ | 0.28 | 0,3g |

d'amonium urée sulfate peptone
d'amonium

Figure 50 : Graphiques démontrants le taux optimal de source d’ Azote dans la production de

siderophores.

On remarque clairement qu’une production maximale de siderophores est réalisée en

utilisant I’urée comme source d’azote a 1’égard de 0.25 g par litre de milieu de culture.

% LepH:
A été aussi entrepris en changeant la valeur du pH. Les résultats obtenus ont été

extrapolés sur les graphiques suivants :




7,2|4|9|

GUM | GUM | GUM |

Figure 51 : Graphiques démontrants le pH optimal dans la production de siderophores.

Ces graphiques démontrent clairement que le pH optimal dans la production des

siderophores est de 7,2.

V1-10-7-DISCUSSION GENERALE

La carence en fer est la carence la plus répandue au monde (COUSIN, 1991.
KOUBAA ET al, 1993). Parmi les 1600 millions de cas d’anémie recenses, la moitié est

d’origine ferriprive et on estime que le nombre de personnes carencées est 2 a 2,5 fois




6 mois, en raison de 1’épuisement du stock de fer néonatal et de 1’augmentation du volume
sanguin et de la concentration en hemoglobine. La carence en fer est également favorisée a cet
age par la substitution du lait maternel par le lait de vache. Bien que le fer soit présent en
concentrations & peu prés équivalentes dans ces deux laits, sa biodisponibilité est d’environ
50% dans le lait maternel contre seulement 5% dans le lait de vache. Cette différence résulte

en partie des propriétés de la lactoferrine humaine (HERBERG, 1989).

Si 'on se réféere a la définition de ’OMS en ce qui concerne les normes, le taux
d’hémoglobine doit étre inférieur a 11g/dl, en effet dans notre échantillon 50,5 % des enfants

sont anémiques contre 49,5 % qui sont non anémiques.

Les pays en développement sont les plus touchés en raison de la faible biodisponibilité
du fer dans I’alimentation, et de 1’incidence élevée des maladies parasitaires dans certains

pays (malaria et parasites intestinaux).

L’OMS estime que I’anémie touche 51% des enfants de 0 a 4 ans, 46% des enfants en
age scolaire, 42% des femmes (35 a 75% chez les femmes enceintes) et 26% des hommes
(BORDESSOULE, 1992). En revanche, nos résultats sont en accord avec le pourcentage
estimé par I’OMS.

La carence en fer est un trouble systémique qui nuit a 1’endurance physique, a la
capacité de travail, a la croissance et au développement du nourrisson ainsi qu’a une

inhibition de la fonction immunitaire. Parmi ces troubles, c¢’est 1’association entre la carence

en fer et le développement de I’enfant qui attire le plus d’attention de la part des chercheurs
(BORDESSOULE, 1992).

Des réserves en fer appauvries dans le cerveau peuvent nuire a 1’activité des enzymes qui
dépendent du fer et qui sont nécessaire a la synthese, a la fonction et a la dégradation des
neurotransmetteurs tels que la dopamine, la sérotonine et la noradrénaline, lesquels sont
responsables de changements de comportement et d’une diminution des indices aux tests de

développement chez les enfants (BORDESSOULE, 1992).




D’apres notre étude, 1’age des patients ne semble pas avoir d’effet sur les paramétres

hématologiques car nous n’avons révélé aucune corrélation entre 1’age et le taux

d’hémoglobine (r=-0.016).

Selon notre étude le taux de Neutrophile présente une différence significative entre
les enfants anémiques (le groupe d’étude) et les enfants non anémiques (le groupe témoin).

Ce qui explique I’effet de la carence en fer sur 'immunité cellulaire.

La carence en fer semble associée a des perturbations des défenses immunitaires.
L’impact du déficit en fer sur le systéme immunitaire n’est pas encore bien compris. D’apres
les données actuelles, la carence en fer altérerait la fonction bactéricide des polynucléaires, en
raison de la perturbation de certains processus enzymatiques. Elle affecterait aussi le

fonctionnement des lymphocytes T.

Nos résultats révélent que les taux des IgG, 1gD, IgA et IgM présentent une différence
significative hautement élevée entre les deux groupes (étude et témoin). Par contre le taux

des IgE, ne présente aucune différence significative.

En effet, le fer est un élément essentiel des enzymes générateur de peroxyde d'azote et
I'oxyde pour générer des enzymes qui sont essentiels pour le bon fonctionnement enzymatique
des cellules immunitaires. Enfin, le fer est vraisemblablement impliqué dans la régulation de

la production de cytokines et le mécanisme d'action a travers son influence sur les systemes

de second messager (HERSHKO, 1996). Dans l'une des rares études du réle de la nutrition

en fer dans le développement du systeme immunitaire, un retard a été noté dans le
développement de I'immunité a médiation cellulaire (KOCHANOWSKI et al, 1985). En
revanche une forte corrélation a été relevée dans notre étude entre les 1gG et quelques
paramétres du statut en fer (fer sérique, Ferritine, Hb, VGM, TCMH, CCMH, Ht).

Chez les animaux adultes ou chez I'hnomme avec le systtme immunitaire est intact,
I'immunité non spécifique est affectée par la carence en fer de plusieurs fagons. Phagocytose

des macrophages est généralement affectée par la carence en fer, mais l'activité bactéricide de




réduite de I'enzyme, la myéloperoxydase contenant du fer, qui produit de I'oxygene réactif
intermédiaires responsables de la destruction intracellulaire des pathogenes (SPEAR ET al,
1992). Il y a une diminution en nombre des lymphocytes T et des lymphocytes T blastogenese
et mitogenése une carence en fer en réponse a un certain nombre de différents mitogénes.
Cette altération est en grande partie corrigée par la réplétion de fer (KUVIBIDILA ET al,
1999. SPEAR ET al, 1992). Des études récentes des lymphocytes T dans la carence en fer a
noté que la protéine kinase C et la translocation de I'activité a la fois les cellules T spléniques
et purifié a été modifiée par la carence en fer (KUVIBIDILA ET al, 1999). D'autre part,
d'autres ont trouvé une réponse normale des lymphocytes T proliférative aux mitogénes
(CANONNE ET al, 1999).

Il 'ya plusieurs mécanismes qui pourraient expliquer les effets de la carence en fer sur
le systeme immunitaire. Synthése de I'ADN, initiée par la Ribonucleotide réductase enzyme
contenant du fer, est un facteur limitant la vitesse dans la réplication cellulaire et peut étre
limitée par une carence en fer. Contréle de la différenciation des cellules est influencée par le
fer et le transport du fer dans les cellules via le récepteur de la transferrine. GALAN et ses
collegues (1992) ont rapporté une réduction dans la production dinterleukine-2 par les
lymphocytes activés chez les sujets carencés en fer. La libération d'interleukine-2 est

fondamentale a la communication entre les sous-populations lymphocytaires et les cellules

tueuses naturelles, mais il ne semble pas étre la cytokine seulement qui est modifiée par le
statut en fer (SUSSMAN, 1974).

Notre deuxiéme étude a été portée sur un échantillon constitué de 626 enfants présentant

des infections diverses et notamment respiratoires.

Nous avons constaté la présence de Pseudomonas a travers les cultures ; constatation
basée sur des caracteres phénotypiques (colonies caractéristiques, odeur, fluorescence sous
uv).

Dans cette étude, 30 souches bactériennes du genre Pseudomonas ont été isolées en milieu
hospitalier a partir d’enfants souffrants d’infections diverses et testés in vitro pour leur effet

producteur de siderophores chélateurs de fer.




Une évaluation du taux de siderophores accumulé par 30 les souches bactériennes
isolées a été effectuée en se basant sur le protocole établi par Meyer et Abdellah, 1978 dont
I’intensité est mesurée avec spectrophotometre a une longueur d’onde égale a 400 nm. Les
résultats obtenus ont montré qu’il y a une différence remarquable de production chez les 30
isolats qui est peut-étre due a la différence de I’origine de ces isolats et leur patrimoine
génetique différent. Selon le Bacterial Identification Program, la souche C33-2 est une
Pseudomonas aeroginosa avec un score, d’identification de 0.50247.le taxon proposé par le

logiciel correspond parfaitement aux profils biochimiques obtenus.

Comme de nombreuses bactéries, Pseudomonas aeroginosa va synthétiser et secréter ses
propres siderophores : la pyoverdine qui est un siderophores majeur pour la survie et la
virulence de cette bactérie mais va aussi pouvoir exprimer la machinerie nécessaire a
I’utilisation de siderophores produites par d’autres organismes ; ceci lui permet d’étre
particuliérement compétitive pour 1’acquisition du fer (Meyer, 2000).En plus des
siderophores endogénes Pseudomonas aeroginosa peut également utilisé un certains nombre
de siderophores hétérologues d’origine bactérienne ou fongique ce qui lui procure un

avantage adaptif certain( Mislin et al,2006).

Chez les humains, le fer est complexé a divers protéines le rendant ainsi trés peu
disponible pour les bactéries. La capacité des bactéries a obtenir le fer nécessaire a leur
croissance et leur prolifération dans un organisme est considérée comme un déterminant de
virulence important. Afin de contrer cette immunité nutritionnelle, plusieurs systéemes de
siderophores sont nécessaires pour la virulence des diverses bactéries pathogénes
(CANONNE ET al, 1999).

En 2002, le groupe de Strong a démontré que le Siderocalin ou encore connu sous le nom
de NGAL soit «Neutrophile Gelatinase Associated Lipocalin» séquestre fortement les
siderophores. Strong et ses collaborateurs ont d’ailleurs démontré 1’effet bactériostatique du

siderocalin.

Nos résultats ont montré 1’existence d’une variation dans la concentration des siderophores
ion d érum humain nposé contenir le siderocalin 0N a 3 Lremarqué que

souches ont exprimé un taux élevé de la production de siderophores aprés 1’ajout du sérum

= |




humain par rapport au premier cas (avant 1’addition du sérum humain).Nous pensons qu’il

s’agit d’une résistance bactérienne.

Puisque I’obtention du fer est un processus important pour la prolifération bactérienne ;
plusieurs études sur I’importance des divers systémes de siderophores pour la virulence des
souches bactériennes pathogenes ont été réalisées. Cependant 1’importance de ces systémes
pour la prolifération bactérienne varie selon les souches; une modification du taux de
siderophores par une glycotransférase ajoutant des molécules de glucose empéche le NGAL
de séquestrer les siderophores modifiés en plus d’éviter le déclenchement d’une réponse pro-
inflammatoire par I’interleukine-8 ; ¢’est ce qu’a constaté Hank en 2003, qui a découvert des
Salmochélines qui sont en fait des siderophores modifiés ; ceci peut-étre une premiere
explication en ce qui concerne la résistance de quelques unes de nos souches a I’ajout du

siderocalin.

Une deuxieme explication peut-étre [’utilisation des antibiotiques en milieu
hospitalier qui peut créer une pression de sélection constante sur les bactéries et engendrer
inévitablement des résistances et la création ainsi de souches résistantes CANONNE ET al,
1999).

La troisiéme explication est liée a I’hote, car plusieurs facteurs de celui-Ci peuvent venir

interférer dans la production des sidérophores.Les défenses naturelles de I’hote dont le role est
de séquestrer le fer libre ou complexeé justifiant en quelques sorte la variété, le nombre et la
modulation de I’expression des systémes d’obtention du fer présent chez de nombreuses

bactéries pathogenes(CANONNE ET al, 1999).




L'anémie ferriprive (par carence en fer, ou carence martiale) est le trouble nutritionnel
le plus répandu dans le monde; elle abaisse le pouvoir immunitaire et diminue les capacités
physiques et mentales des populations. Méme modérée, elle peut affecter le développement

intellectuel chez les nourrissons et les jeunes enfants.

Les enfants en bas age et les femmes en age de procréer représentent, dans tous les
pays, des groupes a haut risque de la carence martiale. Les difficultés sociales, politiques et
¢conomiques que connait I’ Algérie depuis plusieurs années, rendent pratiquement impossible
le dépistage de I’anémie carentielle au niveau des unités de santé primaire. La prévention de
cette maladie ne peut s’envisager que par I’éducation nutritionnelle en faveur d’un régime
alimentaire équilibré du nourrisson et par la supplémentation systématique en fer des femmes
au cours de la grossesse et des nouveau-nés a risque a partir de I’age de deux mois et pendant

toute la premiere année de la vie.

L’acquisition du fer est un domaine d’étude important de la pathogénése bactérienne.
Bien que ce métal soit un élément essentiel au métabolisme bactérien, il n’existe a I’heure
actuelle aucune molécule antibiotique qui cible spécifiquement I’'une des composantes des

systemes d’approvisionnement en fer.

Notre étude n’a ainsi aucunement la prétention de découvrir un véritable antibiotique

sensu stricto, nous espérons cependant que les inhibiteurs comme le siderocalin soient

capables de potentialiser I’action d’antibiotiques reconnus en affaiblissant la population

bactérienne. Cette stratégie a d’ailleurs été envisagée pour le traitement de formes résistantes

de peste ou de tuberculose.




ANNEXE ET GLOSSAIRE




Age

Niveau d’instruction

L’analyse de I'hémogramme :

GR:

GB:

Hb:

Ht:

TCMH:

CCMH :

VGM :

L’analyse biochimique :

Fer sérique :

Ferritine :

Questionnaire type




Dosage des immunoglobulines (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE)

Type d’infection

ECB des urines

Résultat coproculture

Bactérie responsable

GLOSSAIRE

Hémoglobine :




L’hémoglobine (Hb) sanguine correspond a la quantité d'hémoglobine contenue dans 100 ml de

sang. Elle varie en fonction du sexe et les valeurs normales sont:

Chez I'homme : 13 a 18 g/dl,

Chez la femme : 12 a 16 g/dlI.

Chez les enfants (de 1 a 5ans): 11 a 13 g/dl.

Le nombre de globules rouges

Il s'agit du nombre de globules rouges par mm®. Les valeurs normales sont :

Chez I'homme : 4,2 a 5,7 Millions par microlitre,

Chez la femme : 4,0 a 5,3 Millions par microlitre.

Chez I’enfant (de 1a 5ans) : 4,0 a5 Millions par microlitre.

Hématocrite

Il s'agit de la répartition (exprimée en %) des globules rouges par rapport au plasma, la quantité
de globules blancs et de plaquettes ne rentrant pas en ligne de compte car en quantité trés petite).
Lorsque I'hématocrite est égal a 40%, cela signifie que 100 ml de sang contient 40 ml de globules

rouges et 60ml de plasma).

Les valeurs normales sont : -Chez I'homme : 40 a 52%,

-Chez la femme : 37 a 46%

-Chez les enfants (de 1a 5ans) : 37 a45 %.




Comme I'hématocrite correspond a un volume, si on divise I'hnématocrite par le nombre de
globule rouge on obtient le volume moyen des globules rouges. C'est le Volume Globulaire Moyen
(VGM). Il est exprimé en u3. Il s'agit d'une valeur moyenne, la taille des globules rouges peuvent

varier (anisocytose).

Le VGM est normalement compris entre 80 et 100 1>. Sous le seuil de 80, on parle de microcytose et

au dessus de 100 de macrocytose.

Chez les enfants (de 1 a 5 ans) il est de 77d 9114,

La CCMH

La concentration corpusculaire (ou globulaire) moyenne en hémoglobine (CCMH) correspond
a la quantité d'hémoglobine contenu dans 100 ml de globules rouges. Ce paramétre est obtenu en
faisant le rapport entre Hémoglobine/Hématocrite. Il est exprimé en gramme/100ml ou en %. Les

valeurs normales varient entre 32 et 36%.

Lorsque la CCMH est inférieure a 32% on parle d'hypochromie. Au dessus on parle de normochromie.
Le taux maximal de la CCMH est de 38% (arrét de la synthése de I'hnémoglobine dans I'érythroblaste a

partir de ce taux).
Chez les enfants (de 1 a 5ans) il est de 31 a 35 %.

La TCMH
Parametre moins utile, la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH) est calculée
par le rapport hémoglobine/nombre de globules rouges contenus dans 100 ml de sang. Elle est

normalement comprise entre 27 et 31 pg/GR.

Chez les enfants (de 1 a 5ans) il est de 24 a 30 pg.




Globules blancs

Le nombre normal des leucocytes varie entre 4 et 10 G/L (correspond & 4-10 x 10°/ L ou 4000-

10000/mm?>). En dessous de 4000/mm? on parle de leucopénie et au dessus de 10000/mm’

d'hyperleucocytose. Plus que le chiffre total de leucocytes c'est la formule leucocytaire qui importe.
Chez les enfants (de 1 & 5ans) il est de 5000 & 11000/mm” .
Plaquettes

Les plaquettes sont utiles a I'hémostase primaire (clou plaquettaire). Leur taux habituel varie
de 150 000 & 450 000 /mm?® (150 & 450 x 10°/L ou 150 & 450 g/L). Sous la valeur de 150 G/L on utilise
le terme de thrombopénie ; au dessus de la valeur de 450 g/L on parle de thrombocytose (ou

d'hyperplaquettose).
Chez les enfants (de 1 & 5ans) il est de 120 000 & 400 000/mm”.
Fer sérique

Le fer sérique est le taux de fer en circulation libre dans le plasma sanguin et non fixé a

/’hémoglobine des globules rouges. Le taux normal pour [’enfant (de 1 a 5 ans) est de 58 a
158 pg /100ml.

Ferritine

Est une protéine permettant le stockage du fer. Elle joue un réle clé dans son métabolisme,

permettant de réguler I'absorption intestinale du fer en fonction des besoins de I'organisme. Elle a

ainsi une fonction de réserve et de détoxication du fer. Le dosage de la ferritine plasmatique est le
reflet des réserves tissulaires mobilisables. Son dosage permet d'évaluer les réserves en fer et ainsi de
dépister précocement une carence en fer ou a l'opposé d'apprécier une remontée des réserves lors

d'un traitement par supplémentation ferrique.

La valeur normale : - Chez I’lhomme : 20 a 250 ug/!.

-Chez la femme : 20 a 200 ug/|.

- Chez les enfants (de 1 a 5ans) : 7 a 140 ug/|.



http://fr.wikipedia.org/wiki/Fer
http://fr.wikipedia.org/wiki/Plasma_sanguin
http://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9moglobine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Globule_rouge
http://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fer
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolisme
http://fr.wikipedia.org/wiki/Nutrition
http://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9toxication
http://fr.wikipedia.org/wiki/Plasma

Immunoglobulines

(3 Les IgA : elles sont fabriquées par les cellules de défense situées dans les muqueuses . C'est
pourquoi on les trouve surtout dans les sécrétions au niveau des orifices et des canaux : le nez, la
gorge, la trachée , les bronches. Le taux normal chez I'enfant (de 1 a 5 ans) est de 80 a 440

mg/100ml.

(3 Les IgD : elles interviennent dans I'immunité pour aider les lymphocytes a agir contre les

agents infectieux. Le taux normal chez I’enfant (de 1 a 5 ans) est de 0,3 a 14 mg/100ml.

[ Les IgE : elles jouent un réle essentiel dans la réaction allergique en provoquant la libération
d'histamine par les cellules de I'immunité. Le taux normal chez I’enfant (de 1 a 5 ans) est de 0,006 a

0,6 mg/100ml.

(3 Les IgM : ce sont les immunoglobulines envoyées en premiere intention quand un agresseur
pénetre dans l'organisme. Ces molécules sont en quelque sorte les fantassins de I'immunité. Le taux

normal chez I’enfant (de 1 a 5 ans) est de 50 a 200 mg/100ml.

[ Les IgG : elles interviennent soit lorsque I'agresseur n'est pas éliminé directement par les IgM,

soit lors d'un deuxiéme contact avec ce méme agresseur. Ce sont donc les molécules mémoire de

l'immunité. Le taux normal chez I’enfant (de 1 a 5 ans) est de 650 a 1500 mg/100ml|.

Neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles sont les plus nombreux des globules blancs du sang, ils
représentent 50 a 70% des leucocytes circulants dans le sang, ils ont une forme plus moins ovale et
leur cytoplasme contient des granules pour la destruction des cellules porteuses d’antigénes du non-

soi et leur action concerne essentiellement les bactéries, cette destruction se fait par phagocytose

Le taux normal chez les enfants (de 1 a 5ans) est de : 45 a 70%.



http://www.docteurclic.com/encyclopedie/muqueuse.aspx
http://www.docteurclic.com/encyclopedie/trachee.aspx
http://www.docteurclic.com/encyclopedie/bronches.aspx
http://www.docteurclic.com/encyclopedie/lymphocytes.aspx
http://www.docteurclic.com/encyclopedie/agents-infectieux.aspx
http://www.docteurclic.com/maladie/allergie.aspx

Basophiles

Sont les moins nombreux des leucocytes circulants, ils représentent moins de 0,5%, ils sont
caractérisés par des granulations de coloration violette qui contient de I’histamine (substance libérée

au cours des réactions allergiques)

Le taux normal chez les enfants (de 1 a 5 ans) estde 0a 1%

Eosinophiles

Ils augmentent dans le processus allergique en libérant des substances qui vont lutter contre
les effets de I’histamine, ils ne représentent que 1,5% de I’ensemble des globules blancs. Ils

contiennent des granulations plus grosses.ils phagocytes également le complexe antigénes-anticorps.

Le taux normal chez les enfants (de 1 a 5 ans) est de 1 a 3%.

Monocytes

Les monocytes sont les cellules les plus volumineuses, ils représentent 2 a10 % des leucocytes

du sang. Ills sont présents dans certains tissus et réalisent la phagocytose.

Le taux normal chez les enfants (de 1 a 5 ans) est de 3 a 7%.

Lymphocytes

Sont les seules cellules a avoir une spécificité d’action (ce qui les rend plus efficaces que les
cellules non spécifiques que sont les neutrophiles et les macrophages), permettant la connaissance de
n’importe quel antigene du non-soi, on a deux sortes du lymphocyte: les lymphocytes B et les

lymphocytes T.ils représentent environ 25% de la population totale des globules blancs.

Le taux normal chez les enfants (de 1 a 5 ans) est de 20 a 40%.

Erythropoiése




Retrouve I’ensemble des phénoménes qui maintiennent le nombre de GR et le taux de I'Hb

dans les limites physiologique.

Erythropoiétique
Est une hormone qui assure en fonction des besoins, la différenciation des cellules souches
déterminées de la lignée rouge en proérythroblastes ; elle contribue aussi au contréle de la synthése

de I’Hb dans les érythroblastes jeunes.

Sidérophiline
Ou transferrine. Protéine du sang qui fixe le fer et le transporte vers les différents organes.
Erythroblaste

Cellule de la moelle osseuse, spécialisée dans la synthese de I'hémoglobine et donnant naissance

au globule rouge.

Hémorragie

Une hémorragie est un écoulement de sang causé par la rupture d'un vaisseau sanguin.

Lorsque cet écoulement se produit a I'intérieur du corps on parle d'hémorragie interne.

Lorsqu'il se produit a I'extérieur du corps on parle d'hémorragie externe.

Hémolyse

Rupture ou destruction des érythrocytes.

Ameénorrhée :

C'est I'absence de régles. La non apparition des régles chez la jeune fille (aménorrhée primaire)
ou la disparition des menstruations (aménorrhée secondaire) chez la femme (en dehors de la

ménopause) sont des éventualités relativement fréquentes.



http://www.distrimed.com/conseils/page_hemorragiesinternes.htm
http://www.futura-sciences.com/fr/definition/t/medecine-2/d/globule-rouge_715/

ANNEXE 2

Milieux de culture

1-Milieu bouillon nutritif

Composition par litre :

Extrait de levure

Tryptone

Glucose

Dihydrogénpphosphate de potassium
Chlorure de potassium

Chlorure de calcium

Sulfate de magnésium

Chlorure ferrique

Sulfate de manganése

Vert de bromocrésol

pH5.5+0.2




2-Gélose au Cétrimide

Composition par litre

Peptone de gélatine
Peptone de caséine
Bromure de tétradonium
Acide nalidixique

Sulfate de potassium
Chlorure de magnésium
Agar

pH7.1




3-Gélose King B

Composition par litre

Proteose peptone NO3
K2HPO4, anhydre
MgS04; 7 H20
Glycérol

Agar purifié

pH7.240.2 & 25°C

4-Milieu VF (Viande-Foie)

Composition par litre

Base viande foie
Glucose
Agar

pH7.0




5-Milieu Glucose Urée (GUM)

Composition par litre

Glucose anhydre
Urée

K2HPO4

pH 7

T9=25°C




ANNEXE 3

Procédure d’utilisation de la galerie APl 20NE.

1-Principe

La galerie API 20 NE est constituée de 20 micro- tubes contenant milieux et substrats sous forme
désydratée.Les tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline qui
reconstitue les milieux. Les réactions produites durant la période d’incubation se traduisent par des
virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs. Les tests d’assimilation sont inoculés
avec un milieu minimum et les bactéries cultivent seulement si elles sont capables d’utiliser le substrat

correspondant. La lecture de ces réactions se fait a I'aide du tableau de lecture et d’identification.

2-Technique

2-3-Préparation de la galerie

Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir de I'eau distillée dans les alvéoles

pour créer une atmosphere humide. Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.

2-4-Préparation de I'inoculum

Faire une suspension bactérienne dans une ampoule de Na Cl 0.85% Medium ou dans un tube

d’eau distillée stérile, de turbidité égale a celle de I'étalon 0.5 Mac Ferland.




2-5-Inoculation de la galerie

Remplir les tubes (et non les cupules) des tests NO3 a PNPG avec la suspension précedente.Eviter la

formation de bulles.

Transférer 200ul (4 a 8 gouttes) de la suspension précédente dans une ampoule AUX

Medium.Homogeniser ; remplir les tubes et cupules des tests GLU a PAC. Remplir d’huile de paraffine

les cupules des trois tests : GLU ADH URE. Incuber 24 h a 30°C.

3-Lecture

Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au Tableau de lecture. Réaliser

les tests nécessitant I’addition de réactifs.

ANNEXE 4




Présentation des principales fonctionnalités du Bacterial Identification

Program :

1- La Matrice d’identification
La matrice d’identification peut étre affichée en sélectionnant I'onglet «Matrice».Elle
peut étre affichée sous forme de nombres entiers (allant de 1 a 99) représentant la
probabilité en pourcentage d’obtenir un résultat positif, ou encore peuvent étre affichées
comme +/ V / - en fonction de la valeur numérique. La vue peut étre changée en cliquant le
bouton droit de la souris et en cochant ou décochant Display Matrix sur le menu déroulant.
Pour afficher le nom complet pour un essai ou un taxon, il faut déplacer le curseur sur

I’élément, une boite de « pop up» affiche I’élément dans son intégralité.

2-Tri de la matrice d’identification

La matrice peut étre triée par un double clic sur le nom en haut de chaque colonne. Le
premier double-clique effectue un tri ascendant (des résultats négatifs en premier), deux

double-clique successives effectuent des tries descendant et ascendants.

Il est toute fois intéressant de noter que la matrice d’identification en question n’est pas
affectée par le tri que lorsque I'onglet «Matrice» affiche une vue de celle-ci. Pour revenir a
I'ordre initial, soit on clique sur le bouton droit de la souris et on sélectionne « Revert to

original», ou on sélectionne un autre onglet puis on revient a I'onglet «Matrice».




L'onglet « Results» est I'endroit ou les résultats d’une souche inconnue sont inscrits.
Quatre éléments propres a I’écran sont a noter :

La barre d’information ou barre de détails.
La grille des résultats.
La saisie des résultats.

e Les Boutons.

3-1- La barre d’information

Est I’endroit ou une clé personnelle (codification), la source de l'isolat et les détails sur I'isolat

peuvent étre saisi. La clé peut étre composée d’'un maximum de 15 caractéres.

3-2- La grille des résultats :

Les résultats peuvent étre inscrits dans une grille horizontale ou sous forme de liste. Ceci est

controélé par I'état de la case : Use List Format for Results.

3-3- La saisie des résultats :

Les résultats peuvent étre saisis en utilisant le clavier ou la souris. Il ya 4 états possibles pour un

résultat : Positif(+), Négatif (-), Indéterminé et enfin «non réalisé».

L'état indéterminé désigne les tests menés, dont I'interprétation est difficile et induisant un état de

confusion quant au résultat. L'état indéterminé nous permet d’enregistrer que le test a été fait, au

lieu d’un résultat manquant.




Reset : Réinitialiser les résultats de lisolat en cour en les rétablissant tous a I’état

«manquant».Les détails demeurent inchangés.

New : Efface les résultats et les détails de l'isolat en cour et les rétablissant tous a I'état
«mangquant».

Recall : Revient sur les résultats d’un isolat antérieur a partir d’un fichier archive.
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Abstract

Background and objectives: While there is evidence of an altered immune profile in iron deficiency, the precise
immunoregulatory role of iron is not known. Information particulary in children who are vulnerable to iron deficiency
and infection, is lacking. We aimed to study the effect of iron deficiency anemia (IDA) on immunity.

Methods: In 101 children with IDA (iron deficiency anemia), (study group), and 99 normal children (control
group), the percentage of lymphocytes, monocyte, neutrophile, level ofimmunoglobulin and serum iron, ferritin, Hb,
MCV, HT, MCHC, MCH were compared.

Results: There was a significant difference between the two groups (control and study) in the distribution of
various hematological and biochemical parameters (serum iron, ferritin, Hb, MCV, Ht, MCHC, MCH), (P<0.05).

The percentage of monocyte levels was 5,529 + 3,720 in children with IDA and 4,574 + 2,910 in the control
group (p=0.044). The percentage of neutrophils was 45,045 + 15,982% in children with IDA and 57,562 + 16,267 %
in the control group ((p<0.0001). The percentage of lymphocytes with was 43,681 + 17,936% in children with IDA
and 38,199 + 16,699% in the control group (P<0.026). There was no difference in the distribution of éosinophile
and basophile (p>0.05). The percentage of EOSINOPHILE was 0.881 + 1,385% in the anemic group; and 0.877
+ 0.938% in the control group (P=0.979). The level of BASOPHILE was 0.307 + 0.522% in the anemic group; and
0.387 £ 0.603% in the control group (P=0.318). IgG level was 548,772 + 91,885 mg/dl in children with IDA and
852,714 £ 181,424 mg/dl in normal children (P<0.0001). IgA level was 74,123 + 35,109 mg/dl in study group, and in
94,936 + 64,452 mg/dl control group (P<0.0049). IgD level was 4,729 + 6,53 mg/dl in anemic group and in control
group was 7,191 + 6,439 mg/dl (P<0.0081).

Conclusion: These results suggest that humoral, cell-mediated which have an important role in various steps of

immunogenic mechanisms are influenced by iron deficiency anemia.

Keywords: Iron deficiency; Anemia; Immune functions; Neutrophil;
Monocyte

Introduction

Protein-calorie malnutrition (PCM) is associated with a significant
impairment of cell mediated immunity, phagocyte function;
complement system, secretary immunoglobulin a concentrations,
cytokine production and an altered immune response [1]. Deficiency
of various essential vitamins and minerals such as iron, zinc, selenium,
copper, vitamins A, C, E and pyridoxine, and folic acid individually
have been shown to have important influences on immune responses
and risk of infection. Iron deficiency is associated with impairment of
cell mediated immunity and the bactericidal activity of neutrophils,
thereby increasing the susceptibility to infections [2,3]. Iron deficiency
might play an important role in defense mechanism and thus, the term
“nutritional immunity” was coined to highlight the importance of iron
deficiency to prevent bacterial growth.

Iron is also required for monocyte/macrophage differentiation and
macrophages require iron as a cofactor for the execution of important
antimicrobial effectors’ mechanisms, including the NADPH-dependent
oxidative burst. [4,5].

We aimed to make a prospective study to study the effect of iron
deficiency anemia on humoral and cellular immunity.

Patients and Methods

The study was conducted in the departments of pathology and
paediatrics of University hospital center and the service of Immunology;
Oran (west of Algeria) during the period February - May 2014 and the
sample consisted of 200 children.

All children received in the Department during the study period
and our exclusion criteria were previous iron replacement therapy, any
recent illness or chronic disease. A total of 101 children (12 months and
5 years) were diagnosed to have iron deficiency anemia (hemoglobin
levels below 11 g/dl, regardless of sex; mean corpuscular volume
(MCV) less than 80 femtoliters (FL); mean corpuscular hemoglobin
(MCH) less than 27 picograms (pg); iron serum less than 58 pg 100 ml,
serum ferritin less than 07 ug/l).

The complete blood count (automatic cell analyzer 600), serum iron
(spectrophotometry) and ferritin (RIA) were measured. A measure
of 1 ml of blood sample with EDTA-containing tubes was taken by
venipuncture from each patient for complete blood count including
differential cell counts, hemoglobin, hematocrit, serum IgG, IgM,
IgA, and ferritin levels, whole blood samples were collected. Serum
immunoglobulins were measured by using commercially prepared
antisera to IgG, IgA, IgM. and radial immune diffusion method.

For statistical analysis, data were analyzed by the Statview software
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(1997). Frequencies and the percentages were calculated and Student’s
t test was performed to investigate the significance in the association
of the iron deficiency anemia and immune system. Correlations were
considered significant if the observed significance level p was <0.05.
Chisquare test was used as test of significance at 5% level. Pearson’s
correlation coefficient was used to study the relation between
immunoglobulin and iron status.

Results

A total of 101 children were diagnosed to have iron deficiency
anemia (study group) which was related to nutritional deficiency. The
control group consisted of 99 healthy children at the same ages (control
group).

The mean age of anemic patients is (23.3 + 16.6 months) and
the control group is (24.09 + 16.6 months), (p=0.75). In relation to
anthropometric characteristics (age and sex), no significant difference
was found between two group (study and control), (p>0.05).

The severity of the anemia has been classified in three following
phases: « severe anemia defined by a rate of Hb < 7 g/dl « moderate
anemia sets a rate of 7 < Hb < 10 g/dl » mild anemia corresponds
has a rate 10 < Hb < 11 g/dl. According to the severity, it was noted
as 21.78% of patients have severe anemia, 63.36% of patients with
moderate anemia and 14.85% of patients with mild anemia (Figure 1).

Biochemical and hematologic parameters measured in our study
population are reported in Table 1. There was a statistically significant
difference between all hematologic parameters in the two groups (study
and control), (p<0.0001). Our study noted that, the numbers of white
blood cells were significantly lower in the iron deficient group (study
group), (9.66 = 4.75x10'%/1). In the control group the numbers were
(11.19 + 4.33 x101/1), (p<0.04).

Result of cellular immunity was summarized in Table 2. Mean
serum neutrophil levels of the study group were 45.04 + 15.98%;
the control group had mean serum levels of 57.56 + 16.26%. A
statistically significant difference was detected between two groups
(p<0.0001). There was statistically significant difference in monocytes
and lymphocyte distribution between two groups (p<0.044, p<0.026
respectively).

There was no statistically significant difference in basophils and
eosinophils levels between two groups (study and control), (p>0.05).

Table 3 shows results of humoral immunity. There was statistically
significant difference in IgG, IgD, IgA levels of both groups (study and
control), (p<0.0001, p<0.008, p<0.0049 respectively).

The study group had serum IgE levels with a mean of 0.223 + 0.270
mg/100 ml, while the control group had a mean IgE level of 0.294 +
0.314 mg/100 ml (p > 0.05).

Mean serum IgM levels of the study group were 73,343 + 31,013
mg/100 ml; the control group had mean serum levels of 76,911 + 32,700
mg/100 ml. No statistically significant difference was detected between
two groups (p>0.05), (Table 3).

In our study, a correlation has been noted between iron status
parameters (serum iron, ferritin, Hb, MCV, MCH, MCHC, Ht) and
IgG (r=0.63, r=0.48,1=0.68, r=0.43, r=0.44, r=0.30, r=0.62 respectively),
(Figures 2-5).

A linear correlation was found between the level of Hb and Ht
(r=0.88); between Hb and serum iron (r=0.85), between Hb and MCV
(r=0.62), between Hb and MCH (r=0.62), between Hb and MCHC

(r=0.57), between Hb and ferritin (r=0.74). Also a correlation was
detected between IgA and IgG (r=0.26).

A negative correlation was noted between lymphocytes and
neutrophils (r=-0.35). But no correlation was found between
lymphocytes and hemoglobin (r=-0.18).

Discussion

Iron deficiency is the most common micronutrient deficiency in the
world. Children, particularly infants living in developing countries are
highly vulnerable to infectious diseases. Therefore, understanding the
relationship between iron deficiency and alteration of immune system
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Figure 1: Distribution of anemic children (n=101) according to degree of
anemia.

Study Group (n=101) Control Group (n=99)

Mean * Standard | Mean * Standard P
Deviation Deviation

Hemoglobin (g / dI) 08.40 + 1.54 13.27+1.17 <0.0001 S
Hematocrit (%) 27.61+5.80 41.07 £ 4.21 <0.0001 S
RBC (x 10"/ 3.78 £ 0.89 4.98 + 0.66 <0.0001 S
MCV (fl) 72.97 £ 12.45 87.52 +8.78 <0.0001 S
MCH (pg) 24.72 +4.82 30.05 £+ 3.59 <0.0001 S
MCHC (%) 30.58 +2.87 33.37£2.29 <0.0001 S
FERRITIN (mg /1) 28.78 + 25.07 106.60 + 47.52 <0.0001 S
S(ﬁz%oliq%'\‘ 45.67 + 25.49 120.82£31.20 | <0.0001 S

Abbreviations: MCH: Mean Corpuscular Hemoglobin; MCHC: Mean Corpuscular
Hemoglobin Concentration; MCV: Mean Corpuscular Volume; RBC: Red Blood
Cell.

Table 1: Iron status parameters in the study group (anemic) and control group
(no anemic).

Study Group (n=101) Control Group (n=99)

Mean * Standard @ Mean * Standard P
Deviation Deviation
NEUTROPHII (%) 45.04 + 15.98 57.56 + 16.26 <0.0001 S
LYMPHOCYTE (%) 43.68 + 17.93 38.19 + 16.69 0.026 S
MONOCYTE (%) 552 +3.72 4.57 £2.91 0.044 S
EOSINOPHIL (%) 0.88 +1.38 0.87 +£0.93 0.979 NS
BASOPHIL (%) 0.30 £ 0.52 0.38 £ 0.60 0.318 NS

S: significant; NS: not significant

Table 2: Result of cellular immunity (%).
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Study Group (n=101) = Control Group (n=99)

Mean * Standard Mean * Standard P
Deviation Deviation
IgG (mg/100 ml) =~ 548.772 + 91.885 852.714 + 181.424 <0.0001 S
IgE (mg/100 ml) 0.223 £ 0.270 0.294 £ 0.314 0.0874 NS
IgA (mg/100 ml) 74.123 + 35.109 94.936 + 64.452 <0.0049 S
IgD (mg/100 ml) 4.729 +6.53 7.191 £ 6.439 <0.0081 S

IgM (mg/100 ml) 73.343 +31.013 76.911 + 32.700 0429 NS

Abbreviations: IgG: Immunoglobulin  G; IgE: Immunoglobulin E; IgA:
Immunoglobulin A; IgD: Immunoglobulin D; IgM: Immunoglobulin M; S: Significant;
NS: Not Significant.

Table 3: Results of humoral immunity (mg/100 ml).
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Figure 2: Correlation between IgG and ferritin (R=0.48, p<0.05).
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Figure 3: Correlation between IgG and Hemoglobin. (R=0.68, p<0.0001).

is of great importance. Iron deficiency is associated with impairment
of innate (natural) immunity and cell mediated immunity, thereby
contributing to increased risk of infections [6,7].

Deficiency of various essential vitamins and minerals such as iron,
zing, selenium, copper, vitamins A, C, E and pyridoxine, and folic acid
individually have been shown to have important influences on immune
responses and risk of infection. Iron deficiency is associated with
impairment of cell mediated immunity and the bactericidal activity of
neutrophils, there by increasing the susceptibility to infections [8,9].

Our study showed that 50.5% of children are anemic and 49.5% are
not anemic. In developing countries are the most affected due to low
bioavailability of iron in the diet, and the high incidence of parasitic
diseases in some countries (malaria and intestinal parasites).

In our study, serum neutrophils level in anemic group was
significantly lower than the control group. Reported immune defects
in iron deficiency include decreased cell-mediated immunity, mitogen
responsiveness and natural-killer cell activity. Neutrophil phagocytosis
and B lymphocyte function are reported to be generally intact, but
lymphocyte bactericidal activity is decreased [10].

In order to study humoral immunity we investigated serum levels
of IgG, IgA, IgM, IgD in the study and the control group. There was
statistically significant difference in IgG, IgD, IgA levels of both groups
(study and control). Chandra et al. showed bactericidal defects in
neutrophils of iron deficient patients and reported a resolution after
parenteral iron treatment [2]. In 1975 he also showed a decrease in
serum immunglobulin levels [7,11,12]. Ekij et al. showed significantly
reduced interleukin-6 levels, immunoglobulin G levels, oxidative
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Figure 4: Correlation between IgG and serum iron. (R=0.63, p<0.03).
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Figure 5: Correlation between IgG and hématocrit. (R=0.62, p<0.0001)
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burst activity of neutrophils and monocytes, and phagocytic activity
of monocytes in 6-24 months children [13]. The major limitation of
both these studies is small number of subjects. However, another study
indicated that iron deficiency does not impair humoral immunity
[14,15].

Humoral immunity appears to be less affected by iron than cellular
immunity deficiency. In humans iron deficiency, the production of
antibodies in response to vaccination with most of the antigens is
preserved [7,16-18].

Neutrophil and macrophage dysfunction has been associated
with low iron levels, as evidenced by deficient nitroblue tetrazoleum
reduction and hydrogen peroxide formation in these respective cell
lines [19]. Ribonucleotide reductase activity has been discovered
to be iron dependent. Iron levels have also been shown to alter the
proliferation of T helper (Th)-1 and Th-2 subsets, likely related to the
difference in dependence of cells on transferrin-related iron uptake
[20,21].

In the present study, we noted that the rate of lymphocytes and
Monocyte are significantly different between two groups (study and
control).

The reported T-cell dysfunction may be the result of functional
defects of T cells rather than quantitative defects. The first report
investigating the effect of iron deficiency on T-cell function came from
Joynson et al. in 1972. They showed negative effects of iron deficiency
on adult cellular immunity [8,22]. In their study, the investigators
found a decrease in DNA synthesis in the activated lymphocytes with
PPD and in the formation of ‘macrophage migration inhibition factor’
and in delayed type of immune reaction after stimulation with PPD
and Candida antigens. Higgs and Wells reported impaired cellular
immune functions in iron deficiency and its relation to mucocutaneous
candidiasis [12,23]. Following studies showed a decrease in T-cell
numbers but Van Heerden in 1981 reported normal values [14,24,25].
In our study, we demonstrated that neutrophils levels were reduced in
study group. There are many studies reporting decreased phagocytic
and bactericidal activity in neutrophils, whereas little about the
relationship with monocytes can be found in the literature [26,27].

There are several mechanisms that may explain the effects of iron
on the immune system deficiency. DNA synthesis, ribonucleotide
reductase enzyme containing iron-initiated is a factor limiting the
speed in cell replication and can be limited by an iron deficiency.
Control of cell differentiation is influenced by iron and iron transport
in cells via the Transferrin receptor [28-30]. GALAN and Al reported a
reduction in the production of interleukin-2 by lymphocytes activated
in iron-deficient patients. The release of interleukin-2 is fundamental
to communication between lymphocyte subpopulations and natural
killer cells, but it doesn’t seem to be the only cytokine which is modified
by the iron status [29-31].

Humoral and cell mediated immunity both have been studied
extensively, mainly in vitro, in relation to iron deficiency in both
humans and animals. Impairment of cell mediated immunity have
been well described in iron-deficient humans, however, little evidence
exists for major humoral deficiencies. An increased susceptibility to
infections has been observed in some patients with iron deficiency,
etiology of which is not well known. Deficiency of iron and zinc are
well documented to impair immune function in experimental animals
and to the extent studied, in humans as well [27,30].

In summary, iron deficiency depresses certain aspects of cell-

mediated immunity and innate immunity. Because there are some
conflicting effects of iron deficiency on defense systems, it becomes
more important to review the relationship between iron deficiency and
infection risk.

The proposed interventions rely primarily on enhancing iron intake
either through supplementation or fortification of food. To conclude,
we can say that iron deficiency can affect some humoral immunity and
cell-mediated settings. More investigations are needed to clarify these
results.

Conclusion

These results suggest that humeral and cell-mediated which have a
crucial role in the different stages of the Immunogenic are affected by
iron deficiency anemia. Iron deficiency is quite frequent in our study
population. A comprehensive research in our country is needed on how
to improve existing iron supplementation programs and nutritional
status of children.

References

1. Cunningham-Rundles S (1982) Effects of nutritional status on immunological
function. Am J Clin Nutr 35: 1202-1210.

2. Chandra RK (1973) Reduced bactericidal capacity of polymorphs in iron
deficiency. Arch Dis Child 48: 864-866.

3. Bhaskaram C, Reddy V (1975) Cell-mediated immunity in iron- and vitamin-
deficient children. Br Med J 3: 522.

4. Kramer JL, Baltathakis I, Alcantara OS, Boldt DH (2002) Differentiation of
functional dendritic cells and macrophages from human peripheral blood
monocyte precursors is dependent on expression of p21 (WAF1/CIP1) and
requires iron. Br J Haematol 117: 727-734.

5. Collins HL (2003) The role of iron in infections with intracellular bacteria.
Immunol Lett 85: 193-195.

6. Beard JL (2001) Iron biology in immune function, muscle metabolism and
neuronal functioning. J Nutr 131: 568S-579S.

7. Chandra RK (1977) Lymphocyte subpopulations in human malnutrition:
cytotoxic and suppressor cells. Pediatrics 59: 423-427.

8. Joynson DH, Walker DM, Jacobs A, Dolby AE (1972) Defect of cell-mediated
immunity in patients with iron-deficiency anaemia. Lancet 2: 1058-1059.

9. Ekiz C, Agaoglu L, Karakas Z, Gurel N, Yalcin | (2005) The effect of iron
deficiency anemia on the function of the immune system. Hematol J 5: 579-583.

10. Markel TA, Crisostomo PR, Wang M, Herring CM, Meldrum KK, et al. (2007)
The struggle for iron: gastrointestinal microbes modulate the host immune
response during infection. J Leukoc Biol 81: 393-400.

11. Klebanoff SJ (1971) Intraleukocytic microbicidal defects. Annu Rev Med 22:
39-62.

12. Higgs JM, Wells RS (1972) Chronic mucocutaneous candidiazis: Associated
abnormalities of iron metabolism. Br J Dermatol 86 (Suppl 8): 88.

13. Dallman PR (1987) Iron deficiency and the immune response. Am J Clin Nutr
46: 329-334.

14.van Heerden C, Oosthuizen R, van Wyk H, Prinsloo P, Anderson R (1981)
Evaluation of neutrophil and lymphocyte function in subjects with iron
deficiency. S Afr Med J 59: 111-113.

15. Kochanowski BA, Sherman AR. (1984). Phagocytes and lysozyme activity in
granulocytes from iron deficient rat pups. Nutr Res 4: 511-520.

16. Hallquist NA, McNeil LK, Lockwood JF, Sherman AR (1992) Maternal-iron-
deficiency effects on peritoneal macrophage and peritoneal natural-killer-cell
cytotoxicity in rat pups. Am J Clin Nutr 55: 741-746.

17. Spear AT, Sherman AR (1992) Iron deficiency alters DMBA-induced tumor
burden and natural killer cell cytotoxicity in rats. J Nutr 122: 46-55.

18. Kuvibidila SR, Kitchens D, Baliga BS (1999) In vivo and in vitro iron deficiency
reduces protein kinase C activity and translocation in murine splenic and
purified T cells. J Cell Biochem 74: 468-478.

J Nutr Food Sci
ISSN: 2155-9600 JNFS, an open access journal

Volume 5 « Issue 1 » 1000333


http://dx.doi.org/10.4172/2155-9600.1000333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6805299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6805299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4761054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4761054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1080682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1080682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12028050
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12028050
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12028050
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12028050
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12527227
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12527227
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11160590
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11160590
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/300154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/300154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4117379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4117379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15692603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15692603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17255516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17255516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17255516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4400133
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4400133
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3303900
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3303900
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7455835
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7455835
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7455835
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0271531784801116
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0271531784801116
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1550051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1550051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1550051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1729472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1729472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10412047
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10412047
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10412047

Citation: Rahmani S, Demmouche A (2014) Iron Deficiency Anemia in Children and Alteration of the Immune System. J Nutr Food Sci 4: 333.

doi:10.4172/2155-9600.1000333

Page 5 of 5

19. Sussman M (1974) Iron and infection. In: Iron in Biochemistry and Medicine

20.

2

22.

23.

24,

25.

(Jacobs, A. & Worwood, A. M., edn), pp. 649-679. Academic Press, New York,
NY.

Addison GM, Beamish MR, Hales CN, Hodgkins M, Jacobs A, et al. (1972)
An immunoradiometric assay for ferritin in the serum of normal subjects and
patients with iron deficiency and iron overload. J Clin Pathol 25: 326-329.

e

. Canonne-Hergaux F, Gruenheid S, Govoni G, Gros P (1999) The Nramp1
protein and its role in resistance to infection and macrophage function. Proc
Assoc Am Physicians 111: 283-289.

Hall A, Bobrow E, Brooker S, Jukes M, Nokes K, et al. (2001) Anaemia in
schoolchildren in eight countries in Africa and Asia. Public Health Nutr 4: 749-
756.

Hallberg L (1996) Iron nutrition in health and disease. John Libbey edn,
London; 364.

OMS/UNICEF (2004) Joint statement: focusing on anemia towards an
integrated approach for effective anaemia control; (OMS).

Oski FA (1993) Iron deficiency in infancy and childhood. N Engl J Med 329:
190-193.

Citation: Rahmani S, Demmouche A (2014) Iron Deficiency Anemia in Children
and Alteration of the Immune System. J Nutr Food Sci 4: 333. doi:10.4172/2155-
9600.1000333

26.

2

28.

29.

30.

3

Feng XB, Yang XQ, Shen J (1994) Influence of iron deficiency on serum IgG
subclass and pneumococcal polysaccharides specific IgG subclass antibodies.
Chin Med J (Engl) 107: 813-816.

7. Bagchi K, Mohanram M, Reddy V (1980) Humoral immune response in children
with iron-deficiency anaemia. Br Med J 280: 1249-1251.

Kulapongs P, Vithayasai V, Suskind R, Olson RE (1974) Cell-mediated
immunity and phagocytosis and killing function in children with severe iron-
deficiency anaemia. Lancet 2: 689-691.

Moore LL, Humbert JR (1984) Neutrophil bactericidal dysfunction towards
oxidant-radical sensitive microorganisms during experimental iron deficiency.
Pediatr Res 18: 789-794.

Walter T, Arredondo S, Arévalo M, Stekel A (1986) Effect of iron therapy on
phagocytosis and bactericidal activity in neutrophils of iron-deficient infants.
Am J Clin Nutr 44: 877-882.

=

.Yetgin S, Altay C, Ciliv G, Laleli Y (1979) Myeloperoxidase activity and
bactericidal function of PMN in iron deficiency. Acta Haematol 61: 10-14.

Submit your next manuscript and get advantages of OMICS
Group submissions
Unique features:

User friendly /feasible website-translation of your paper to 50 world’s leading languages
¢ Audio Version of published paper
Digital articles to share and explore

Special features:

* 400 Open Access Journals
30,000 editorial team
21 days rapid review process
¢ Quality and quick editorial, review and publication processing
Indexing at PubMed (partial), Scopus, EBSCO, Index Copernicus and Google Scholar etc
Sharing Option: Social Networking Enabled
¢ Authors, Reviewers and Editors rewarded with online Scientific Credits
Better discount for your subsequent articles

Submit your manuscript at: www.editorialmanager.com/acrgroup

J Nutr Food Sci
ISSN: 2155-9600 JNFS, an open access journal

Volume 5 « Issue 1 » 1000333


http://dx.doi.org/10.4172/2155-9600.1000333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/5063755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/5063755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/5063755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10417735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10417735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10417735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11415481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11415481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11415481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8515791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8515791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7867386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7867386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7867386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7388490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7388490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4142962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4142962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4142962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6089085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6089085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6089085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3788834
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3788834
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3788834
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/217216
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/217216
http://dx.doi.org/10.4172/2155-9600.1000333
http://dx.doi.org/10.4172/2155-9600.1000333

LES
ARTICLES




ARTICLE1

IRON DEFICIENCY ANEMIA IN CHILDREN AND
ALTERATION OF THE IMMUNE SYSTEM.

Publié dans le journal suivant :

Journal of Nutrition & Food Sciences

Open Access

ISSN: 2155-9600

Index Copernicus Value: 6.28
Impact Factor: 3.48*



http://www.omicsonline.org/
http://french.omicsonline.org/nutrition-food-sciences.php
http://www.omicsonline.org/
http://french.omicsonline.org/nutrition-food-sciences.php

Srawawss

ARTICLE 2

IRON AND MICROBIAL GROWTH: PRODUCTION OF
MICROBIAL IRON CHELATORS (SIDEROPHORES) BY
PSEUDOMONAS.

Publié dans le journal suivant:

Journal of Disease and Global Health B2
2(3):74-80,2015

International Knowledge Press
. Y

ISI Thomson Reuters (PCBMB), SCimago Journal & Country Rank (SJR) (PCBMB),

SCOPUS (PCBMB), NAAS Rating 2.59 (PCBMB), ProQuest, EBSCOhost, Chemical
Abstracts Service ("CAS"), HINARI, CAB abstract,Ulrich’s, AGORA, Google scholar,
journalSeek, OARE, sciencemidia, ResearchBlb, WZB database (Berlin, Germany),BIBSYS,
ALADIN (WRLC Liberation), Econbiz, Research4Life database, WorldCat, The Knowledge

NetWork




Journal of Disease and Global Health EE
2(3):74-80,2015

International Knowledge Press
WWW.ikpress.org

IRON AND MICROBIAL GROWTH: PRODUCTION OF
MICROBIAL IRON CHELATORS (SIDEROPHORES) BY
PSEUDOMONAS

RAHMANI SORAYA ! AND DEMMOUCHE ABBASSIA ¥

Department of Biology, Faculty of Science, Univerdjillali Liabes, Sidi Bel Abbes, Algeria.

[ Original Research Article }

ABSTRACT

Introduction: The relationship between Iron deficiency and ititecsusceptibly has been investigated as well.
We aimed to study the effect of iron deficiencyrar@IDA on immunity in 401 children with IDA and 82
normal children.

Methods: The percentage of Neutrophils, Lymphocytes, évell of immunoglobulin’s and serum iron Ferritin,
Hb, MCV, Ht, MCHC, and MCH were compared. Our stwdys conducted in the hospital in Sidi Bel Abbes
region (west of Algeria) and the sample consistegld@ children.

Results: Our result show that there was no significant déffee in age between patients and control group
(p=0.20). There was a statistically significantfeliénce between all hematologic and immunologi@apeters
between the two groups (p<0.001).The percentagdeatrophils was 71.09+5.02 in children with IDA and
58.74+8.40 in the control group (p<0.001).The petage of Lymphocytes was 41.38+3.52 in childrerhwit
IDA and 33.06+4.98 in the control group (p<0.00IQG level was 1493.14+53.35 in children with iron
deficiency and 1080.21+216.48 in healthy childre@©01).Significantly difference levels of IgM
(194.57+33.38 in children with IDA to 141.23+38.B2the control group) (p<0.001) and IgA (461.7161Pin
children with iron deficiency to 278.87+90.63 indlfthy children) (p<0.001) was observed betweentiim
groups. A susceptibility to infections has beeneobsd in children with iron deficiency in our stud@ur
investigations have shed light dtfseudomonasaddition to its ability to synthesize and releasgerobactin-
related siderophores as a way of obtaining iromftbeir environement. We continued our experimentsder

to characterize the concentration of siderophoredyred by 30 specimens p$eudomonassolated from 30
children’s with IDA and suffered from many diseasksthe same time, we found that the percentagihef
siderophores was significantly suppressed by thdtiad of a Human serum in the medium of cultuitss i
extracted from thus children and that we suppodiedpntains a recombinant siderocalin (also known a
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Lipocalin 2, Neutrophils gelatinase-associated dglm, NGAL), it is expressed by macrophages and
Neutrophiles in response to infectious and inflatamastimuli.

Conclusion: These results suggest that Humoral and non speéaifnunity are influenced by iron deficiency
and that the sequestration of iron-loaded sidermgshby siderocalin represents a direct attack oimaportant
iron acquisition mechanism.

Keywords: Iron deficiency, Immunity, Infection, siderophorsglerocalinPseudomonas

ABBREVIATIONS

MCH: Mean Corpuscular Hemoglobin; MCHC: Mean Coiquar Hemoglobin Concentration; MCV: Mean
Corpuscular Volume; RBC: Red Blood Cell.. WBC: V¢hizlood Cell.

1. INTRODUCTION this composent (because it is an extra cellulanei
and it is expressed by macrophages and Neutrophiles

Iron deficiency is the most common micronutrienin response to infectious and inflammatory stimirli)
deficiency in the world. Children, particularly tnfts the bacterial medium and we compared the
are highly vulnerable to infectious diseadés 2]. ~concentration of siderophores before and after the
Therefore, understanding the relationship betweegfdition of this human serum.

Iron deficiency and Infection is of great importanc )

The morbidity and mortality following infectious Methods and procedures are described for the
diseases is determined by acquisition of iron by thidentification of aerobid®seudomonassolated from

microbes. [3]. Pathogenic organisms have develope@linical specimens. In our study, we aim to isolate
several ways of extracting iron from low host ironPseudomonadrom various sources such as blood,
environment such as: secretion of siderophoresy (vefaliva and feces from children with several infes
high affinity for Fe3) which compete with and parUcuIar!y pulmpnary’s_. F_Iuorescence is used
transferring for iron and transport iron to the tesia & Means of primary differentiation.

under normal physiological conditionrBgeudomonas, ] ] -

klebsiella, E.coliand Candida species)[4,5]. We Because pigment formation and motility are key
under took this study with the aim of documenting t characteristics, all cultures received were first
changes in Immunoglobulin’s in children in the age inoculated in of cetnm@e agar overnight incubatai

2 to 10 years with Iron deficiency. We also curient 37°C and then examining for fluorescence by means
conducting further our experiments to evaluate thef Ultra-Violet light (360 nm).Growth at 4C was
concentrations of siderophores produced by 3@corded after inoculation in of King B agar; mit¥il
specimens ofPseudomonadsolated from children was observed microscopically by the hanging-drop
with IDA and suffering from many infections beforemethod and then oxidase tests, Gram were done.

and after the addition of human serum isolated from

thus patients. The remaining of 87 cultures were tested for adl th
characteristics described above; on the basis of
2. SUBJECTS AND METHODS fluorescence and Pyoverdine pigment production, 30

were considered to eseudomonas aeruginosa.

We aimed to study the effect of Iron deficiency.

Anemia IDA on Immunity in 401 children with IDA 1he ability to produce pyoverdine pigment was
and 226 normal children. The percentage gietermined in of GUM medium reported by Meyer

Neutrophils, Lymphocytes, Level of and  Abdellah, 1978 and measured by
immunoglobulin’s and serum Iron,  Ferritin, Hb'Spe_c_trophotometer at 400nm before and after the
MCV, Ht, MCHC, MCH were compared. addition of the human serum.
Colorimetric estimation of serum iron (Biomerieux-
France) and estimation of serum ferritin by ELISAS- RESULTS
(kit supplied by Drg. International Inc, USA.).

The percentage of Lymphocyts was (41.38+3.52 %) in
While we have been working to elucidate thechildren with IDA and (33.06+4.98 %) in the control
abnormalities associated with iron deficiency amel t group (p<0.001). The percentage of Neutrophils was
production of siderophores, we have also beengdryi{71.0945.02 %) in children with IDA and
to develop a practical application of our findingge 58.74+8.40% in the control group (p<0.001). IgG
have focused on siderocalin; it's a number of théevel was (1493.14+53.35 mg/dl) in children witbrir
lipocalin family that has been shown recently twéha deficiency and (1080.21+216.48mg/dl) in healthy
antimicrobial functions based on iron deprivatigve ~ children (p<0.001). IgM level was (194.57+33.38
added a human serum that we supposed it contaifg/dl) in children with IDA and (141.23+38.52
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mg/dl) in the control group (p<0.001). IgA was);L10-4(2.14 pmol/ml against 1.02pumol/ml);L10-
(461.71+£19.09 mg/dl) in children with iron deficmn 5(2.20 umol/ml against 1.29umol/ml); L10-7(2.16
and ( 278.87+90.63 mg/dl) in healthy childrerumol/ml against 1.5Jumol/ml); L10-8(2.34umol/ml
(p<0.001), (Table 1, Table 2). against 1.18umol/ml); L10-9(1.47 umol/ml against

1.12 umol/ml) were significantly suppressed by the
There was a significant difference between the twaddition of the human serum. The maximal
groups (control and study) in the distribution oconcentration was attributed to the specimen C88-2
various hematological and biochemical parametethe two sides (after and before the addition of the
(serum iron, ferritin, Hb, MCV, Ht, MCHC, MCH), human serum). We found also a significant
(P<0.05), (Table 3). augmentation in the concentration of the sideroghor
. after the addition of the human serum in the
Our results showed that there is a variation in ttspecimens:M30-3(0.13mol/ml against 1.22mol/ml
concentration of the siderophores after the additib ); M30-4(1.43umol/ml against 1.0@mol/ml ); M30-
the human serum. The specimens: B0S-0(2.:5(0.13 umol/ml against 1.6Qumol/ml); M30-6(1.92
umol/ml against 1.29umol/ml); B0S-1(2.32umol/ml  umol/ml against 3.2@mol/ml );G20-1(0.13umol/ml
against 1.13umol/ml); BOS-2(1.97umol/ml against 1 against 1.37umol/ml ); G20-2(1.18umol/ml against
umol/ml.07); C33-1(2.33 umol/ml against 1.57 1.67 pmol/ml); G20-3(0.97 umol/ml against 1.54
umol/ml);C33-3 (2.18 pmol/ml against 1.29 pmol/ml);L10-2(1.60 umol/ml against 2.85umol/ml
umol/ml);  C33-4(1.46 pmol/ml against 1.41 );L10-6(1.38umol/ml against 1.52);Ilt may be a form
umol/ml);  C33-5(2.65 pmol/ml against 1.40 of resistance appeared to be of clinical importance
umol/ml);  C33-6(1.64 pmol/ml against 1.38 but looking to the different concentrations prodiice
umol/ml); M30-1(2.03 umol/ml against 1.10);M30- after and before the addition of the human seruch an
2(1.67 umol/ml against 1.18wmol/ml); M30-4(1.43 the illustrations of the graphics and the histoggam
umol/ml against 1.08mol/ml),G20-5(2.08umol/ml  we can say that the concentrations of sideropha® w
against 1.4umol/ml 1); G20-6(2.12umol/ml against significantly modified by the addition of the human
1.09 umol/ml ); L10-1(2.62umol/ml against 1.58 serum (Table 4, Table 5¥ig. 1, Fig. 2).
umol/ml);L10-3(1.91 umol/ml against 1.1lumol/ml

Table 1. Results of cellular Immunity (%)

Study group (n=401) Control group(n=226) P
Neutrophils (%) 71.0945.02 58.74+8.40 <0.001 S
Lymphocytes (%) 41.38+3.52 33.06+4.98 <0.001 S

Table 2. Results of Humoral Immunity (mg/100ml)

Study group (n=401) Control group(n=226) P
IgA (mg/100 ml) 461.71+19.09 278.87490.63 <0.001 S
Ig M (mg/100 ml) 194.57+33.38 141.23+38.52 <0.001 S
IgG (mg/100 ml) 1493.14+53.35 1080.21+216.48 <0.001 S

Table 3. Results of Hematologic parameters

Study group (n=401) Control group(n=226) P

Age (years) 7.27+2.7 6.97+£3.0 0.20 NS
RBC (x 132) 4.08+0.31 4.76%0.86 <0.001 S
WBC (x 10/1) 11.42+1.05 7.73£0.85 <0.001 S
Hematocrit (%) 31.92+3.24 39.34+3.25 <0.001 S
MCH (pg) 24.35+1.66 29.46+1.77 <0.001 S
MCHC (g/dl) 27.88+2.21 33.55+1.87 <0.001 S
MCV (fl) 27.88+2.21 90.12+7.32 <0.001 S
SERUM IRON 49.68+68 111.164£22.19 <0.001 S
(ng/100 ml)

FERRITIN (mg /1) 10.6445.62 30.26+15.02 <0.001 S
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Fig. 1. Concentration of siderophores produced befe the addition of human serum
Table 4. Concentration of siderophore produces befe the addition of human serum
Specimen’s designation
B0OS-0 BS0-1 BS0-2 (C33-1 (C33-2 (C33-3 (C33-4 (C33-5 @&33M30-1
DO(0) 1.15 1.30 1.42 1.31 1.30 1.05 1.17 1.06 1.058L.30
DO 0.06 0.07 0.09 0.07 0.05 0.06 0.1 0.05 0.08 80.0
[C]lumol/ml 2.39 2.32 1.97 233 325 218 1.46 2.65 1.64 2.03
M30-2 M30-3 M30-4 M30-5 M30-6 G20-1 G20-2 G20-3 G20 G20-5
DO(0) 1.07 1.04 1.03 1.06 1.08 1.04 1.04 1.4 16 5 1.
DO 0.08 0.01 0.09 0.01 0.07 0.01 0.11 0.18 0.09 090.
[Clumol/ml 1.67 0.13 1.43 0.13 1.92 0.13 1.18 0.97 2.22 2.08
G20-6 L10-1 L10-2 L10-3 L10-4 Li10-5 L10-6 Ll10-7 L1 L10-9
DO(0) 1.02 1.05 1.03 1.07 1.03 1.06 1.00 1.04 1.08..06
DO 0.06 0.05 0.08 0.07 0.09 0.06 0.09 0.06 0.08 09 0.
[Clumol/ml 2.12 2.62 1.60 1.91 2.14 2.20 1.38 2.16 2.34 1.47

4. DISCUSSION

was conducted on children of 2 to 10 years. Thus, w
have excluded any influence of age on immune

Our study demonstrated quantitatively the relatigms function.

between

the

severity of

Hematological and

Immunological compromise. The clinical and theron is essential for proper cell differentiationdacell

epidemiological implications of this relationshipve ~9growth. It is an important component of peroxide-
topical relevance since Iron deficiency is the mosgenerating enzymes and nitrous oxide-generating
common micronutrient deficiency worldwidé)]. enzymes that are critical for proper enzymatic

functioning of immune cell§7]. It is also involved in

An increased susceptibility to infections has beefegulation of cytokine production and action aslwel
observed in patients with iron deficiency. Our stud in the development of cell mediated Immurigy.
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properties of tissue require a virtual iron free
Spear and Sherman demonstrated that Iron is anvironment to function properfit2]. Earlier studies
integral component of enzymes myeloperoxidasseonducted in developed countries tented to support
(MPO), which produces reactive oxygenthe value of iron supplements in reducing rates of
intermediates responsible for intracellular killim§ respiratory infections in infan{d 3].
pathogen$4, 9].

Biological fluids contain low level of NGAL-protein
Neutrophils and Lymphocyts dysfunction has beeat steady state level. Serum contains approxima@ly
associated with low iron levels, as evidence bwyg/ml NGAL.Siderocalin, a member of lipocalin
deficient nitroblue tetazoleum reduction and hy@mg family of binding-proteins, is founded in Neutrojshi
peroxide formation in this respective cell lijés 10].  granules, uterine secretions and markedly elevated
Ribonucleotide reductase activity has been dis@aerlevel in serum and synovium during bacterial
to be iron dependeft]. infection; it's also secreted from epithelial ceifls

response to inflammation or tumor gend&i.
Few studies have reported decreased risk of infecti
during iron deficiency[11]. The mechanisms of
resistance against infections such as antibacterial

Table 5. Concentration of siderophores produced aftr the addition of human serum

Specimen’s designation
BOS-0 BS0-1 BS0-2 C33-1 (C33-2 C33-3 C33-4 (C33-5 @&33M30-1

DO(0) 1.45 1.70 1.7 1.64 1.81 1.55 1.47 1.46 155 .591
DO 0.14 0.19 0.20 0.13 0.06 0.15 0.13 0.13 0.14 180.
[Clpmol/ml 1.29 111 1.07 157 377 129 141 14 1.38 1.10
M30-2 M30-3 M30-4 M30-5 M30-6 G20-1 G20-2 G20-3 G20 G20-5
DO(0) 1.71 1.47 1.73 1.63 1.83 1.54 1.47 1.48 1.631.58
DO 0.18 0.15 0.20 0.12 0.07 0.14 0.11 0.12 0.17 140.

[Clpmol/ml 1.18 1.22 1.08 1.69 3.26 1.37 1.67 1.54 1.19 141

G20-6 L10-1 L10-2 L10-3 L10-4 L10-5 L10-6 L1l0-7 LI@ L10-9

DO(0) 1.14 1.65 1.83 1.70 1.73 1.55 1.46 1.45 1.52.62
DO 0.16 0.13 0.08 0.19 0.21 0.15 0.12 0.14 0.16 180.
[Clumol/ml 1.09 158 285 1.11 1.02 1.29 1.52 1.51 1.18 1.12
C(umol/l)
4

3'2 A A
s A
2 ll \\
P oV T AN U

1
0,5
0 r r T T T+ T T T T T T T T T T 1T T T T T T T T T T T T T T
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Fig. 2. Concentration of siderophores produced aftethe addition of human serum
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possible function as an antimicrobial innate immun®EFERENCES

system. Supporting this hypothesis, Siderocalima is
potent bacteriostatic agefits]. 1.

A signifant advanced in understanding the functibn
siderocalin occurred that functioned as a siderogso 2.
or iron scavengefl6]. In addition to its ability to
sequester enterobactin like siderophores, sidemocal
has also been shown recently to bind a differen,
category of siderophores, Saiga and all demonsirate
that siderocalin is involved in inhibiting
mycobacterium Tuberculosigultiplication in vitro
and in vivo[3].It has generally been assumed that the
bacteriostatic action of siderocalin is based an itg.
ability to bind bacterial siderophores. These
investigations provide support for earlier suggesti
that siderocalin may be involved in moving ironoint
or out of cell§17, 18]. 5.

5. CONCLUSION

6.
Iron deficiency is associated with impairment of
innate (natural) immunity and cell mediated
immunity, thereby increased risk of infections. The
iron acquisition by the microbes and their viruleris 7.

determined by various host and microbial
mechanisms. Altering these mechanisms might
provide modes of future therapy to infectious
diseases.

8

We might need a different modality of antimicrobial
treatment in future. Further experimental and chhi
trials are needed to determine the appropriatddenfe
ambient iron needed to keep the host immune system
at peak function, while at the same time, preventin9.
microbial proliferation.
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