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Résumé

L’infection urinaire a fait 1’objet de nombreuses études vu sa fréquence et la gravité de
'agent étiologique, et se place au deuxieéme rang apres les infections respiratoires au terme de
consultations, elle touche généralement les femmes plus que les hommes et est souvent causée
par le germe Escherichia coli qui est présent dans la flore intestinale, mais s'il retourne dans
'arbre urinaire, il provoquera des inflammations plus ou moins graves. Cette maladie est
principalement traitée par des antibiotiques a l'origine d'une large antibiorésistance chez les
bactéries. Pour cela, de nouvelles études s'intéressent de plus en plus a la recherche des

produit naturels alternatifs efficaces contre les bactéries et sans effets secondaires.

L’objectif de notre travail est d’isoler des souches d'Escherichia coli responsables
d’infections urinaires chez l'€tre humain, et de comparer entre l'efficacité des traitements
conventionnels classiques (antibiotiques) et des traitements alternatifs naturels (2 types de

miel d'origine botanique différente) vis-a-vis de ces souches bactériennes isolées.

Comme la durée de l'expérimentation était tres limitée (2 semaines), nous avons
travaillé seulement sur 10 échantillons d'urine, dont Escherichia coli était présent dans la
totalité de ceux-ci. Les souches bactériennes isolées ont montré des antibiorésistances
importantes (60 % pour l'amoxicilline et 50 % pour l'association amoxicilline/acide
clavulanique). D'autres résistances plus ou moins élevées ont été constatées : 30 %, 20 %, et
10 %, pour la combinaison sulfaméthoxazole/triméthoprime, l'acide nalidixique et la
fosfomycine, respectivement. Aucune résistance n'a été enregistrée pour le céfixime, le
céfotaxime, la gentamicine, I'amikacine, la ciprofloxacine et le furane. Parallelement, les deux
miels testés, miel multifloral de la région de Bougara (Wilaya de Blida) et miel monofloral
(jujubier de Palestine "_xd") de la région de Mechria (Wilaya de Naama), ont montré une
activité antibactérienne tres intéressante, avec des concentrations minimales inhibitrices de 11

% et de 15 %, respectivement.

Comme les antibiotiques présentent des inconvénients essentiellement les
antibiorésistances, alors que le miel n'en a presque pas et le développement des résistances
bactériennes en sont nulles, le miel pourrait €tre utilisé en thérapeutique des infections

urinaires comme une alternative aux antibiotiques.

Mots clés : infection urinaire, E. coli, antibiotique, antibiorésistance, traitement alternatif,

miel.



Abstract

The urinary tract infection has been the subject of numerous studies given its
frequency and etiological agent severity, and ranks second after respiratory infections in terms
of medical consultations, it generally affects women more than men and is often caused by the
Escherichia coli germ which is present in the intestinal flora, but if it returns to the urinary
tract, it will cause more or less serious inflammation. This disease is mainly treated with
antibiotics, which cause high antibiotic resistance in bacteria. For that, new studies are
increasingly interested in finding alternative natural products effective against bacteria and

without side effects.

The aim of our work is to isolate strains of Escherichia coli responsible for urinary
tract infections in humans, and to compare between the effectiveness of conventional
treatments (antibiotics) and natural alternative treatments (2 types of honey of different

botanical origin) against these isolated bacterial strains.

As the duration of the experiment was very limited (2 weeks), we only worked on 10
urine samples, of which Escherichia coli was present in all of them. The isolated bacterial
strains showed significant antibiotic resistances (60 % for amoxicillin and 50 % for the
amoxicillin/clavulanic acid combination). Other more or less high resistances were observed:
30 %, 20 %, and 10 %, for the sulfamethoxazole/trimethoprim combination, nalidixic acid
and fosfomycin, respectively. No resistance was recorded for cefixime, cefotaxime,
gentamicin, amikacin, ciprofloxacin and furan. At the same time, the two tested honeys,
multifloral honey from the Bougara region (Wilaya of Blida) and monofloral honey (Christ's
thorn jujube "_>41") from the Mechria region (Wilaya of Naama), showed a very interesting
antibacterial activity, with minimal inhibitory concentrations of 11 % and 15 %, respectively;

whose isolated bacterial strains were very sensitive.

As antibiotics have drawbacks mainly antibiotic resistance, while honey has almost
none and there is no development of bacterial resistance, honey could be used in therapy for

urinary tract infections as an alternative to antibiotics.

Keywords: urinary tract infection, E. coli, antibiotic, antibiotic resistance, alternative

treatment, honey.



Sommaire

Remerciements

Dédicaces

aidle

Résumé

Abstract

Sommaire

Liste des figures

Liste des tableaux

Liste des abréviations

INtroduction .....ccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniieiiniiiiesiesensceenstcssnsscnn

Chapitre I : Infections urinaires (IU) .....cceeeiiiiiiiniiiiiiiiniiiiiiinnnin
1.1. Rappels anatomiques et physiologiques sur I'appareil urinaire ..................
1.1.1. Haut appareil urinaire ..........ccoeeviieiiiniiiieiiieiiiriiieisinrosssssnscssssnsons
0 P R 2 e
) 0 0 () e
1.1.2. Bas appareil urinaire ........cccoveiiieiiiiiiiiiiiieiiiiciieiessrosnscssssosnscsnnsones

J. 0. 2.0, VESSIC ceveeereennereeeereeseeeseeeesesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssasnssnnes



| I B ] 5 o

T 02,3, PrOStaAte «uuuuieeeeeenniieeeeeeeeneessseeeeeassssssecsssssssssssosssssssssssosssssssssssone

) I B T\ (3T 10 9 1 7211 o

1.1.3. Constitution physiologique des urines ............ccceevviiiiiiiiiiiiiiiiiieiinnen

1.2. Infections urinaires (IU) ....ccoiveiiiiiieiiiiiiniiiiieiieiinnicssnsscosesssscssnsscosnnes

1.2.1. Cystite

1.2.1.1. Cystite aigué simple .......c.cccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieenn

1.2.1.2. Cystite aigué cOmpPliQUée .......ccevviriiniiniiniieiiiiiieiieiiiiiieciesieaseesnees

1,22, UTCITILE vvvveeeeeeeeeeeeeeeeesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnne

000 TR g 11 21 5 L <t

1.2.4. Pyélite ou pyElon€phrite ......ccccevieiiiiieiiniiieiieiiienetierensesessnsonssnnsonses

1.3. Etiologie des TU .....ccevvvuuneeeeeereruunneeeeeeesessnneeeeeesssssnnnnesessmmmsmmssesssssessens

1.4. Epidémiologie des U .......ccouviiiiiiniiiiiiiiniiiiiiieiiiniiierossssssssosnsssnnsonns

1.5. Facteurs favoriSants des JU ..cvveeeeeiiieeeeeeeeesrerereeeseessseceesccesssssssessssssssseses

1.5.1. Facteurs LES aUuX DACLEIIES «uuuiieerrernniiieeeeeseeeeseeeesssscecsecscsssssscsscanssssee

1.5.1.1. Facteurs de virulence DAcCterienIe .....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesesscsssssssssssssses

1.5.1.2. Adhérences bactériennes et COloNISAtION .......cceeeeerenreeneeneeneenenneennences

1.5.2. Facteurs €S A PhOMIME ......iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeseseescessccsannns

1.6. Physiopathologie des IU ......ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciieiennnens

1.7. Diagnostic des TU ...ceiieiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiieieieiiiieteintcsnsccnnscsnsscnnces

1.7.1. Examen a la bandelette urinaire (BU) .....ccoiveiiiiiiiiiiiiiieeiiieiciecennnenn



1.7.2. Examen cytobactériologique des urines (ECBU) ......ccoovviiniiiniiiininnnnen. 11
Chapitre II : Traitements conventionnels des IU : ATB .................. 12

P28 RN & ] 1) 0 L1 U 12

2.2. DEINItion d'UN ATB ..uuriiiiiiiiiiieeeeiieieneeeeseesssenssssececnsssessssssssssannanneees 13

2.3. Mécanismes d’action des ATB ......ccccooiiuiiiiiiniieiiiiiiiiiieiieiiiiiiciinieecneen 13
2.4. AntibioréSistance .....ooevueiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 14
2.4.1. Définition de I’antibiorésistance ..........ccocvevveiiiiniieiiiiiiiniieniirniieniennes 14
2.4.2. Support de I’antibiorésistance ..........occeviiiiiiiiniiiiiieiiiiiiiieiinienecinsen 14
2.4.2.1. Résistance naturelle ..........ocoveiiiniieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiinecieenn 15
2.4.2.2. RESIStANCE ACYUISE «.uvvvnrireiinreieriateneesatinsessssnssnsossssnsonsssassnsossssnsons 15
2.4.2.2.1. Résistance par mutation chromosomique ...........c.ccveeiieiiniineiinrinrennn 15
2.4.2.2.2. Résistance par acquisition de genes .........cccevviieiiniinieieiinienecinrenions 16
2.4.3. Mécanismes de I'antibiorésistance ............ccoceveiiiiniiiiiiiiiiiieiiiiniiennen. 16
2.4.3.1. Résistance par inactivation enzymatique .........ccocevevurieiieiiiniieceeninnn 16
2.4.3.2. Résistance par imperméabilité ...........ccccveiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiininnee, 18
2.4.3.3. Résistance par efflux actif ..........cceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiinienennn 18
2.4.3.4. Résistance par modification de la cible ........ccccevvviiniiiiiiniiiiiiiinienennn 18
2.4.3.5. Résistance par formation de biofilms ..........ccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiieiinnnne. 19
2.4.4. Bactéries multirésistantes (BIMR) ..ccovuuiiiiiiiiiiiiieriiieeeeninereceneeeennncenn 20
2.4.5. Lutte contre I’antibiorésistance ...........ccceeveiiiiiiiniieiiiiiiiiiiiiiiiiaienne. 20

2.4.5.1. Réduction de 1a consommation d’ATB ....ccvvveriereieeereereereeceecceseeseeeces 21



2.4.5.2. Recherche de nouvelles perspectives thérapeutiques ..........cccceevevenennen.
Chapitre III : Traitement alternatif : miel ............cccoeeiiiniiinnnnnn.n.
3.1. Apercu hiStOriqUe c...coviiiniiiiniiiiiiiniiiiiiieiiieiiiieteinicinscensssmosssmossssesssnss
R 20 D 75 1113 (1) e
K 2078 R 7 (-
207 2 N 1 2 1 | [

3.2.3. ApiS MEIIfiT@ ucouveivnniiiniiineiiiniiiiiiieieiniessetesstosnsssssosassssssssasosnssnas
3.3. Elaboration et fabrication .........cccocviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinaee,
3.4, Classification .....ccoveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieciienssesssnesseens

3.4.1. Miel de NECEAT «ouvviinniiiniiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieiiietiieeiieeteisccinsectsscensscnnsnes
3.4.1.1. Miels Mmonofloraux .......ccoeeiiiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiecinsennan
3.4.1.2. Miels multifloraux ......ccoeeiieiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiineiieeiecin.
3.4.2. Miel du miellat ......ccoviiniiniiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirrr e
R 2R TR 2T 1)
3.6. COMPOSILION «euuvireiineineiierineiieeieriieiierieeeiesiecieessscssccsscsasssscsasssscsssenss

3001, SUICTES vevuuuireereeeeenseseesesesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssoosses

3.6.3. ACides Organi(UES ....c.cevereineiiieieineesetorascsestosasossssossosnsssnssosssssnssones
3.6.4. Protéines ...ccouiiniiniierniiniieiierisarieseesnssnsosssssnsossssssssnssasssssssnssnssssss
R 2 TR 011

3.6.6. VItAINENES ..uveereeennnireeeeeesenesseessessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns

22

22

22

23

23

24

24



3.6.7. ENZYIMES «eoiiinniiiiiinniiiinniiosesstcssssssosssstosssasssssssscsssssssssssssssssssosnsssns 28

R TIOTI T 1111115 2 11 . G 29
RIS 4 (1) 1) o (5] 1 PPN 29
3.7.1. Propriétés organoleptiques ........ccccvviiieiieiiniinieieiinionessasonsosassnsonsennss 29
28 8 T T 111 - 29
3.7.1.2. Odeur et SOUL «..c.uviieeiiieriieiererernseeatosnscssssosascssssossscssssoasosnsssnass 29
728 B 0711 1) 1 721 1 11 29
3.7.1.4. Cristallisation ........ccoveiieiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietietineesenn 30
3.7.2. Propriétés physico-chimiques .........ccoeeiieiiiiiiiiniiiiiiiiiiiecieiiienennnes 30
20 07 T D 1 1T 30
3.7.2.2. VASCOSILE uvnuinnineiniiniiniieiiiiiiniieiietisetieciesnssnsssssssssasssssssnssnssnsns 30
37.2.3. pPH et aCIdite ...c.covinnineiniiniiniieiiiiiiiiieiieiiiieiieciesisnseassesnssnsssssssnses 31
3.7.3. Propriétés nutritionnelles ..........ccoeeiiuiiiiiiiiniiniiieiiiineiiaiiienecsnisnsons 31
3.8. Miel en thérapeutique ......cccovveiiiuiiiniiiniiineiiieieiarcinessssscssssssnsssnssonnses 31
3.8.1. Activité CICAtIiSANTE ..vvvviniiniieiieiiiniieiieiiiiniieiiertiiniseseesnssnsoasessnsonns 31
3.8.2. Activité antimiCrobienne .........cccveiieiniieiieiiiiiieiieiiiiiieiiectisnisecsececes 32
3.8.3. Activité antioXydante .......cccviiiiiieiiniiieiiniiniiieiiniiiiiieiiaiosessnsonscsssanes 32
3.8.4. Activité immunostimulante ...........ccoeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiei e 33
3.8.5. Activité antitumorale et anti-inflammatoire ............cccoeeviiiiiiiiiiiiiannn, 33
Chapitre IV : Partie pratique .......ccocceeiiiiiiiiniiiiiiineiiciienecciccsnn 35

4.1. Objectif du travail ......ccovvuiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiieiiieiiiiiitetesaressarcsnscsnson 35



4.2. Lieu et période du travail ........ccoiviiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieieinicisconne 35

4.3. Matériels et produits ......coeeiiieiiiniiiiiiiiniiiieiiieiiiriiieteinrcissscsssoenscnnes 35
72 2N TR\ B2 112 o 1) C 35
4.3.2. Milieux de culture .......coceieiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieieeneen 36
7 GG TR 2 T ) 36
4.3.4. Matériel bioloZIQUE ....ccoveeieiiniiieiieiineiieiirineeeetenreeecensenscsnsansonssnees 36

Q4. IMIENOAES vevvrnneiieeeennneeeeeereeseneseeeessssssesssecssssssssssocsssssssssssssssssssnnsssssessess 37

4.4.1. Prélevement ........ccouiieiniiniieiieiiiniiariesnisaiseseesnssasssssssnsssssssssnssnsens 37
4.4.2. Isolement d'Escherichia coli et observation macroscopique ..................... 37
4.4.3. Purification des colonies SUSPECLES .....c.cevueiieiiinriieiienreinessenrosnscsnnsons 38
4.4.4. Identification Dactérienne ...........ccoeeveiiniieiieiiiiiiieiieriiiiiiniieceesnecnsnnn 38
4.4.4.1. Observation microscopique apres coloration ...........ccceeeveiiiiniiecieennnns 38
4.4.4.2. Identification biochimique .........ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiienennn 39
4.4.4.2.1. Test A’OXYAASE «eovuuriiniiiniiinriinerienroiarsssessensosnsssssossssssssssssssnssans 39
4.4.4.2.2. Test de catalase .......cceeivuiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietiateicnscnnse 40
4.4.4.2.3. Test Urée-indole ......cccovveiieiniiniieiiirniiniierieriiieiieseesnssasesssssnsonsens 40
4.4.4.2.4. Test Clark et Lubs c..cccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiencneenaee, 41
4.4.4.2.5. Galerie APL20E .......ccouiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieinicetasnecnenns 42
4.4.5. Antibiogramme par diffusion des diSques .........ccccceviiiiiiiiiiiieiiieiinnne. 43
4.4.6. Test de sensibilité au miel .........cooevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinee 45

4.0, 1. MECIS £OSEES «uuueeeieeeeeereereeseeseeseesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 45



4.4.6.2. Détermination de 1a CIMI .......cceviieiiiiineeeeeeeirnneeeeeecesssenssscssccsnnnns 45

4.4.6.3. Test de sensibilité des souches d'E. coli isolées aux miels ...................... 46
T 2] 1 L 1 46
4.5.1. Prélevement ........ccouiieiniiniieiieiiiiniieiieiiiiniiesiesisatsesecsnssnssasssnssnsens 46
4.5.2. Isolement d'Escherichia coli et observation macroscopique ..................... 46
4.5.3. Purification des colonies SUSPECLES ....ccvuviiiieeiiiirnrieienntcoesstosensscssnnsces 47
4.5.4. Identification bactérienne ..........ccoevviiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaeen 47
4.5.4.1. Observation microscopique apres coloration de Gram ........................ 47
4.5.4.2. Identification biochimique .......c.cccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniennen 48
4.5.4.2.1. TeSt d’0OXYAASE c.uuviiiinriiiinniinieneioiensscossssossssscossssscssssssssssssssssascse 48
4.5.4.2.2. Test de catalase ........cceivuiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieciecnnne 48
4.5.4.2.3. Test Urée-indole .......ccoeeveiieiniiniieiieiiiniieeiesniieiieseecnssasesssssnsonsens 48
4.5.4.2.4. Test de Clark et Lubs .....cccviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieneinnnn 49
4.5.4.2.5. Galerie APL20E .......ccoiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiecenaenecneens 50
4.5.5. Antibiogramime ........ccciiuiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiteiincenesnnsonmnn 51
4.5.6. Test de sensibilité au miel ........ccociviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 52
4.5.6.1. Détermination de la CMI ......cccoveiniiniiniiniiiiiiiiiiieiiiiiiieiieiiecenenes 52
4.5.6.2. Test de sensibilité des souches d'E. coli isolées aux miels ..........cccevuvnnens 52
72 VR D J T 6T T 1) 53
@1 1 11l 11T 1) 1 57

Références bibliographiques



Liste des figures

Figure 1.1 : Anatomie de Pappareil urinaire .........ccccovviiiiiiiniiiiinniciineiceinnn 3
Figure 1.2 : Formes topographiques des types d’IU ......cccceiiiiiiiiinniiiiiinnicennn 7
Figure 2.1 : Types de 1'antibiorésistance .........ccceeiiiiiiiiniiiiieiieiinierecenioncenns 15
Figure 2.2 : Mécanismes de I'antibiorésistance ...........c.cccevveiiieiiiiiiiieiiniennnnn 16

Figure 2.3 : Antibiorésistance par modification de la cible (synthése d'une PLP

modifiée) 19
Figure 2.4 : Schéma présentant les étapes du développement du biofilm ............... 20
Figure 3.1 : L’abeille Apis mellifera ...........ccoveieeiiiniiiiiiiiiiiiiieioinrcienennnns 23
Figure 3.2 : Composition moyenne du miel .........c.cccceieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiinnn, 26
Figure 3.3 : Phénomene de cristallisation du miel ..........c.ccoeveieiiiinniannnn.. 30
Figure 4.1 : Echantillon d’urine ..........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinienn 37
Figure 4.2 : Réalisation du test d’oxydase avec le disque et le réactif ................. 39
Figure 4.3 : Réalisation du test de catalase ..........cceevviiuiieiieiiiiiiieiieiiiininannnes 40

Figure 4.4 : Mise en évidence de la dégradation du tryptophane par un

tryptophane déSaminase .......ocvveeiieiinieieiiniinierersatosessassnsossssssssssssssssonsssons 41
Figure 4.5 : Réalisation du test urée-indole et du test Clark et Lubs .................. 42
Figure 4.6 : Réactifs utilisés pour la lecture de la galerie API 20K .................... 43

Figure 4.7 : Réalisation de la galerie API 20E .........cccccovveiiiiiiiiniiiiiiiinannenns 43



Figure 4.8 : Miels (A et B) testés vis-a-VviS d'E. €Ol .....cccevveiiniiieiiniineenanennennnns 46
Figure 4.9 : E. coli sur le milieu Hektoen apres 24 heures d'incubation .............. 46
Figure 4.10 : E. coli sur le milieu GN apres 24 heures d'incubation .................. 47
Figure 4.11 : Observatoire microscopique d'E. coli apres coloration de Gram ..... 47
Figure 4.12 : Résultats du test d'oxydase pour E. coli avec le disque et le réactif.. 48
Figure 4.13 : Résultat du test de catalase pour E. coli ........ccccevvveiieiniiniiaiiennnn 48

Figure 4.14 : Résultats du test urée-indole pour E. coli apres avoir ajouté le

réactif de KOVACS ..ouvvieiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiietietiiintiestesnssnsnsamemns 49
Figure 4.15 : Résultat de la réaction RM pour E. coli apres avoir ajouté le RM ... 49
Figure 4.16 : Profil de galerie API 20E pour E. coli (souche 1) ..........ccccuveeeen.n. 50

Figure 4.17 : Profil d'E. coli (souche 1) sur le gabarit de lecture (fiche technique)
dédié a la galerie APLI20E .....ccciiuiiniiiiiiniiiiiiaiinienetsnrensesessnsonsssassnsonsssnsanes 50

Figure 4.18 : Profil d'E. coli (souche 1) sur le logiciel de lecture dédié a la galerie

2N g 57 | 51
Figure 4.19 : Profil d'antibiogramme d'E. coli (souche 1) .........ccccovviiiinninnnnnn 52

Figure 4.20 : Résultats du test de sensibilité au miel A a 15 % des souches d'E.

COLL TSOLEES «uueeiieiiiitiiieiieereeeeeseeseeseeseesssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssne 52

Figure 4.21 : Résultats du test de sensibilité au miel B a 11 % des souches d'E.

COTESOLBES «uvvvrrreiiniiineeereeeeesaneeeeeesessessssceessssssssssessssssssssssssesssssnnssnsessnses 53



Liste des tableaux

Tableau 1.1 : Principaux constituants de I’urine ..........cccoeeiiiniiiiiiiieiiiiiiieicinicnnenen 5
Tableau 2.1 : Classification des ATB selon leurs sites d'action ..........c.ccccoeeiiniinnnnn... 13
Tableau 2.2 : Principales enzymes inactivant les ATB .........cccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiininnn 17
Tableau 2.3 : Différents modes d'antibiorésistance par imperméabilité ...................... 18
Tableau 2.4 : Mécanismes traditionnels de lutte contre 1'antibiorésistance .................. 21
Tableau 3.1 : Teneurs du miel en vitamines ...........ccoceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnee 28
Tableau 4.1 : ATB testés vis-a-vis des souches d'Escherichia coli isolées .................... 44

Tableau 4.2 : Résultats des antibiogrammes pour les 10 souches d'E. coli isolées ......... 51

Tableau 4.3 : Profils de résistance et de sensibilité en pourcentages des souches d’E. coli

isolées Vis-A-ViS des différents ATB eSS coveeeerrrrreereeeeeeeeeeeeececccccceccccscssccsssssessssses 55



AAC:

ADN :

ANT :

APH :

ATB

Liste des abréviations

Acétyltransférase
Acide désoxyribonucléique
Nucléotidyltransférase

Phosphotransférase

: Antibiotique

BLSE : B-Lactamase a Spectre Etendu

BMR : Bactérie Multi-Résistante

BU : Bandelette Urinaire

C12H,,01; : Saccharose

C¢H 1206 : Glucose ou Fructose

CAPA : Capsular Acidic Polysaccharide Antigen

CMI :

Concentration Minimal Inhibitrice

DO : Densité Optique

ECBU : Examen Cytobactériologique des Urines

GN : Gélose Nutritive

H,O0 : Eau

H,0; : Peroxyde d’hydrogene

IL-1 B : Interleukine-1 3

IL-6 : Interleukine-6



IU : Infection Urinaire

MCO : micro-organisme

MF : McFarland

MH : Mueller-Hinton

MMP-9 : Matrix Metalloproteinase-9

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

ONPG : Ortho-Nitrophényl-béta-D-Galactopyranoside
pH : Potentiel d’Hydrogene

PLP : Protéine de Liaison aux Pénicillines

RM : Rouge de Méthyle

SARM : Staphylococcus aureus Résistant a la Méticilline
TDA : Tryptophane Désaminase

TGF-B : Facteur de Croissance Transformant 3
TNF-a : Facteur de Nécrose Tumorale a

VP : Voges-Proskauer

VP1 : a-naphthol

VP2 : Hydroxyde de potassium = potasse caustique (KOH) ou Hydroxyde de sodium = soude
caustique (NaOH)

WA : Water Activity (activité de 1’eau)



Introduction

Introduction

L‘infection urinaire (IU) est une des infections bactériennes les plus fréquentes et
constitue un probléeme majeur de santé publique (Zahir et al., 2019). La fréquence des IU est
estimée a 150 millions de cas par année dans le monde (Bertholom, 2016). La prévalence est
beaucoup plus élevée chez la femme que chez 1’homme, un tiers des femmes a une IU au
cours de leur vie. Chez la femme, la fréquence augmente avec 1’age avec 2 pics, I’un au début
de la vie sexuelle et I’autre apres la ménopause. La grossesse est un facteur favorisant. Chez

I’homme, la fréquence augmente apres 50 ans du fait de la pathologie prostatique (CMIT,

2020).

Escherichia coli est de loin le germe le plus fréquemment retrouvé, surtout lors de
cystite simple (Emonet et al., 2011), il représente 70 a 80 % des bactéries isolées dans les ITU
(Debre et al., 2004 ; Philippon et Arlet, 2005 ; Etienne ef al., 2014). L'infection a E. coli est
I’une des principaux motifs de consultation, d’explorations microbiologiques et de
prescription d’antibiotiques (ATB), avec leurs conséquences sur le colit des soins et du

développement de résistances bactériennes (Zahir et al., 2019).

L’examen cytobactériologique des urines reste I’examen clé pour le diagnostic positif
de cette infection, il permet d’identifier le germe responsable et d’étudier sa sensibilité aux

ATB (Pavese, 2003).

L’émergence et la diffusion des mécanismes de résistance acquise au sein des especes
bactériennes limitent maintenant les indications d’un certain nombre d’ATB de premiere
intention. La surveillance de ces mécanismes de résistance est nécessaire pour vérifier la
validité des protocoles de traitement de premiere intention et de proposer d’éventuelles
mesures susceptibles de contrdler cette évolution (Elkharrat et al., 2007). Pour cette raison,
des études récentes s'intéressent aux vertus thérapeutiques de certains produits naturels,
sachant que ces derniers ne présentent généralement pas des effets secondaires. Le miel
compte parmi ces produits les plus convoités. En raison de ses propriétés thérapeutiques, de
nombreuses études se sont intéressées au miel (Badawy et al., 2005 ; BaltruSaityté et al.,
2007). Plus un miel inhibe la croissance des bactéries, plus son efficacité est élevée

(Bogdanov et Blumer, 2001).

)
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A la lumiere de ces données, 1’objectif de notre travail est d’isoler des souches
d'Escherichia coli responsables d’IU, et de comparer entre l'efficacité des traitements
conventionnels classiques (ATB) et des traitements alternatifs naturels (2 types de miel

d'origine botanique différente) vis-a-vis de ces souches bactériennes isolées.
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Chapitre I : Infections urinaires (IU)

1.1. Rappels anatomiques et physiologiques sur 1'appareil urinaire :

L'appareil urinaire est un appareil complexe qui implique plusieurs organes : les reins,

les ureteres, la vessie, la prostate, 1'uretre et le méat urinaire (figure 1.1) (Kamina, 2005).

L'urine est fabriquée par les reins puis est transportée par les ureteres dans la vessie ol
elle est stockée. La miction permet 1'évacuation de 1'urine en passant par l'urétre qui débouche

sur le méat urinaire (Hordé et al., 2014).

Figure 1.1 : Anatomie de I’appareil urinaire (Ellatifi, 2011).
1.1.1. Haut appareil urinaire :
1.1.1.1. Rein :

Le rein est un organe stérile glandulaire pair situé dans la région lombaire dont la
fonction importante est la filtration du plasma sanguin et la sécrétion de 1’urine (Kamina,
2005). C’est un organe rétropéritonéal qui synthétise 1’érythropoiétine qui stimule
I’érythropoiese au niveau de la moelle osseuse, et la rénine qui participe a la régulation de la

pression artérielle (Kohler, 2011).

]
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1.1.1.2. Ureteres :

Les ureteres sont les conduits amenant I’urine du rein a la vessie. Ils sont pairs,
symétriques, longs et s’étendent de 1’étage lombaire a la partie basse du pelvis (Olivier et

Freiss, 2011).

Ce sont des conduits musculo-membraneux, doués de mobilité permettant de faire
progresser 1’urine des lombes jusqu’a la vessie. Ils sont originaires d’un diverticule du canal

de Wolff (cloaque primitif) (Olivier et Freiss, 2011).
1.1.2. Bas appareil urinaire :
1.1.2.1. Vessie :

La vessie est une structure stérile en forme de sac composé de fibres musculo-
membraneuses. Située dans le bassin, elle sert a stocker 1’urine entre deux mictions. Elle est
sous-péritonéale et est située dans la partie antérieure du pelvis, derriere le pubis

(Desgrandchamps ef al., 2008).

1.1.2.2. Ureétre :

L’uretre est le conduit qui achemine 1’urine de la vessie vers I’extérieur (Nguyen et

Bourouina, 2008). Son aspect est différent dans les deux sexes (Lacombe, 2005).

Il est bref chez la femme, environ 3 cm, ce qui rend plus difficile la continence
urinaire et 1’expose a des épisodes de fuite urinaire lorsque les tissus du pelvis ont été
distendus (grossesse, vieillissement, ...). Chez 1’homme, il est beaucoup plus long, et son
trajet comprend plusieurs coudures. Par conséquent, la continence est moins menacée, mais
en contrepartie, 1’évacuation est rendue plus difficile par la présence d’obstacles le long du

trajet, notamment de la prostate (Olivier et Freiss, 2011).

L’uretre masculin a une double fonction faisant partie a la fois du systeme urinaire et

du systeme génital : transporter 1’urine ou le sperme hors de 1’organisme (Marieb, 2008).
1.1.2.3. Prostate :

C’est une glande qui n’a aucune fonction hormonale, elle tient pourtant une place

prépondérante tout au long de la vie de I’homme. Les problemes de la prostate ne touchent

-
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que les hommes du troisieme age. En effet, le controle qu’exerce la prostate en régulant la
cadence mictionnelle ainsi qu’en s’intégrant a la vie sexuelle et reproductrice (notamment par
la production d’une grande partie du liquide spermatique) montre son importance chez le

jeune adulte (Bitton, 2007).
1.1.2.4. Méat urinaire :

Le méat urinaire, ou méat urétral, fait partie du systeme urinaire. Il s'agit de 1'orifice
externe de l'urétre par lequel passent les urines au moment de la miction. Le méat urinaire
permet également l'éjection d'autres substances, telles que le sperme lors de 1'éjaculation
masculine ou le liquide expulsé lors de 1'éjaculation féminine. Chez 1'homme comme chez la

femme, le méat urinaire est une zone sensible (Anonyme 1).
1.1.3. Constitution physiologique des urines :

L’urine est composée de 95 % d’eau dans laquelle les déchets du métabolisme sont
dissous. Les principaux constituants de 1'urine sont mentionnés dans le tableau ci-dessous

(Schaffler et Menche, 2004).

Tableau 1.1 : Principaux constituants de 1’'urine (Chouba et al., 2006).

Principaux constituants de l'urine | Volumes habituels
Eau 950 g/l
Urée 20230 g/
Chlorure 6a10 g/l
Sodium 5a6,5¢g/l
Phosphates 1,5a3 g/l
Sulfate 2 g/l
Créatinine lal,5¢gl
Ammoniaque 05a1g/l
Acide hippurique 0,5 g/1
Acide urique 0,420,8 g/l
Calcium 0,008 20,3 g/1

La présence d’urochromes est responsable de la coloration jaune des urines (Schaffler

et Menche, 2004).

-
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L’urine est normalement stérile, elle ne contient ni microbes, ni virus, ni champignons
(Chibane, 2010). Son odeur est 1égerement aromatique et dégage une odeur d’ammoniac
attribuable a ’action des bactéries sur ses solutés. Certains médicaments, certains légumes et

quelques maladies (tel que le diabete sucré) modifient son odeur (Marieb, 2008).
1.2. Infections urinaires (IU) :

On parle d'TU en présence d'un germe pathogene dans l'urine et en présence d'une
symptomatologie compatible : fievre, pollakiurie, impériosité et brilure mictionnelle

(Schmiemann et al., 2010 ; Pourcine, 2010).

Les IU sont une des plus fréquentes infections bactériennes (Foxman ef al., 2000).
Elles peuvent étre localisées dans les voies urinaires basses (cystite, urétrite, ou prostatite) ou

hautes (pyélite ou pyélonéphrite) (Foxman, 2002).
1.2.1. Cystite :

Etat inflammatoire aigu ou chronique d’origine infectieuse, atteignant la vessie. Les
cystites sont tres fréquentes et se caractérisent par la triade : briilures mictionnelles (brilures
lors des mictions), pollakiurie (envie fréquente d'uriner) et pyurie (Flam et al., 1998 ;

Lumbroso et al., 2016).
1.2.1.1. Cystite aigué simple :

Elle touche surtout les femmes entre 15 et 65 ans, c'est un épisode isolé sans facteurs
de risque : sujet non immunodéprimé, en dehors de la grossesse, en I’absence de diabete, sans
insuffisance rénale, sans anomalie de 1’appareil urinaire, sans résidu vésical, sans vessie
neurologique, sans calcul, sans sonde a demeure, sans intervention endoscopique récente

(Flam et al., 1998).
1.2.1.2. Cystite aigué compliquée :

Elle peut survenir a tous les ages en fonction des situations et facteurs de risque
suivant : uropathie malformative ou obstructive, sondage urinaire, immunosuppression,
diabete, insuffisance rénale, grossesse, cystites a répétition (> 4 épisodes/an) et résidu vésical

> 100 ml (Bitton, 2007).

-
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1.2.2. Urétrite :

L'urétrite touche uniquement l'uretre. Il s'agit d'une infection sexuellement
transmissible courante chez les hommes, mais les femmes peuvent aussi en souffrir. Les
principaux signes et symptomes sont : dysurie avec briillures mictionnelles, écoulement urétral

et parfois une hématurie typiquement initiale (Guy Albert, 2008).
1.2.3. Prostatite :

C'est une inflammation de la prostate causée par des agents infectieux (bactéries,
champignons, mycoplasmes) ou par une affection (par exemple rétrécissement de 1’uretre ou

hyperplasie de la prostate) (Moreddu, 2015).
1.2.4. Pyélite ou pyélonéphrite :

C'est une inflammation microbienne du bassinet associée a l’envahissement de
I’interstitium rénal par des trainées de néphrite interstitielle suppurative. Le terme de pyélite
ne devrait pas étre utilisé, car lorsqu’il existe une infection du bassinet on trouve toujours une

infection des zones adjacentes du tissu rénal (Meyrier, 1993).

Une pyonéphrite est un abces du rein. Il s’agit en fait le plus souvent d’un aspect

évolutif de la pyélonéphrite, dans lequel les 1ésions ont fini par s’excaver (Meyrier, 1993).

Une pyonéphrose est 1’infection des cavités et du parenchyme rénal en amont d’un
obstacle. Il s’agit d’une affection chirurgicale, nécessitant un drainage de la voie excrétrice

dans les délais les plus brefs (Meyrier, 1993).

Infection rénale
Pyélonéphrite

Infection vésicale
Cystite

Prostatite

Urétrite

Figure 1.2 : Formes topographiques des types d’IU (Moreddu, 2015).

]
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1.3. Etiologie des IU :

Les IU sont principalement causées par des bactéries, bien que des champignons et
certains virus aient également été impliqués. Parmi les bactéries, on y trouve les bactéries
Gram-négatives de la famille des Enterobacteriaceae, notamment E. coli et les especes du
genre Klebsiella, Enterobacter et Proteus, etc. Cependant, certains organismes a Gram positif
sont également incriminés, principalement Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus et Streptococcus agalactica qui joue un rdle surtout chez les jeunes femmes

(Foxman et Brown, 2003).

Ce sont des germes uropathogenes, ayant la capacité d’adhérer aux cellules de
I’urothélium, grice a la présence d’adhésines reconnaissant certains récepteurs des
membranes cellulaires de 1’'urothélium (Chartier, 2002). Ils possedent des pili communs

(fimbriae) qui sont des facteurs d’adhésion (Guiraud et Rosec, 2004).

Les germes les plus principalement incriminés sont des entérobactéries, dont en
premier lieu E. coli, qui représente 70 a 80 % des bactéries isolées en cas de prélevement

urinaire (Baerheim et al., 1999).

Les entérobactéries appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae. Cette famille
est composée de bactéries rassemblées en raison de leurs caracteres communs : bacilles a
Gram négatif de dimensions 0,5 pum sur 3 um, mobiles grace a une ciliature péritriche, se
développent aisément sur milieux ordinaires, aérobies facultatifs faisant fermenter le glucose
avec ou sans gaz, ne possedent pas d’oxydase et réduisent les nitrates en nitrites (Pilet ef al.,

1983).

E. coli est un hote normal de I’homme et est souvent retrouvé en petit nombre dans les
urines saines (Pilet et al., 1983). C'est une bactérie asporulée, fine et allongée a extrémités
arrondies, mobile grace a une ciliature péritriche. Elle se développe en 24 heures a 37 °C sur
les milieux gélosés en donnant des colonies rondes, lisses, a bords réguliers, de 2 a 3 mm de
diametre et non pigmentées. Sur les milieux lactosés, les colonies sont généralement lactose-
positives et sur gélose au sang elles peuvent étre hémolytiques. Les principaux caracteres

positifs sont indole, ONPG et mannitol (Avril et al., 2000).
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1.4. Epidémiologie des IU :

Pour des raisons anatomiques, les femmes sont plus souvent touchées par ces IU qui

proliférent au niveau de la vessie (Lumbroso ef al., 2016).

Les IU touchent six principaux groupes a risque, chez qui elles sont récidivantes :
les fillettes et les adolescentes, les femmes (en période d’activité génitale, en grossesse, en
ménopause), les hommes atteints d’hypertrophie prostatique, les sujets 4gés, les hospitalisés
(infections nosocomiales) etles enfants présentant des malformations du haut et bas

appareil urinaire (Smith et al., 1997).
1.5. Facteurs favorisants des IU :

1.5.1. Facteurs liés aux bactéries :
1.5.1.1. Facteurs de virulence bactérienne :

Toutes les souches d’E. coli ne sont pas uropathogenes. Il semble nécessaire pour
qu’une souche devienne pathogene, qu’elle soit du groupe O, qu’elle produise une hémolysine
et une colicine et enfin qu’elle soit porteuse de 1’antigene CAPA (Capsular Acidic

Polysaccharide Antigen) (Desgrandchamps et al., 2008).
1.5.1.2. Adhérences bactériennes et colonisation :

Les souches d’E. coli pathogenes adherent aux cellules de I’épithélium du bas appareil

urinaire par I’intermédiaire de pili (Desgrandchamps ef al., 2008).
1.5.2. Facteurs liés a I’homme :
Ces facteurs sont surtout représentés par :

Les modifications hormonales chez la femme (ménopause, période pré-menstruelle et période

post-menstruelle) ;

Les infections gynécologiques a Chlamydia ou a mycoplasmes, qui fragilisent la muqueuse

vaginale et modifient la flore bactérienne vaginale ;

L’insuffisance ou surtout les exces d’hygiene périnéale ;

-
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Les anomalies anatomiques ou fonctionnelles de 1’appareil urinaire (tumeurs, lithiases, reflux

vésico-urétéral, diverticules vésicaux) ;

La stase urinaire par compression extrinseque (grossesse, prolapsus génital, hypertrophie

prostatique) ;
Les corps étrangers (sondage ou endoscopie) ;

Certains terrains (diabete, immunodépression) (Bouvenot, 2012).
1.6. Physiopathologie des IU :

Une IU correspond a 1’agression d’un tissu par un ou plusieurs micro-organismes
(MCO), générant une réponse inflammatoire et des signes et symptomes de nature et

d’intensité variables selon le terrain (Bruyere et al., 2008).

L’arbre urinaire est normalement stérile, a 1’exception de la flore des derniers
centimetres de 1’uretre distal. Cette flore est diverse et reflete a la fois la flore digestive

(entérobactéries, streptocoques, anaérobies), la flore cutanée (staphylocoques a coagulase

négative, corynébactéries) et la flore génitale (lactobacilles chez la femme) (Bruyere et al.,

2008).

Les MCO atteignent [’appareil urinaire par différentes voies : ascendante

essentiellement, mais aussi hématogene, ou lymphatique (Bruyere et al., 2008).

Le mécanisme principal est la voie ascendante, spécialement pour les bactéries

d’origine intestinale (Escherichia coli et autres entérobactéries) (Bruyere et al., 2008).

La voie hématogene est plus rare et limitée a quelques rares germes, tels que
Staphylococcus aureus, Candida spp. et Mycobacterium tuberculosis. Toutes les especes de
bactéries ne sont pas identiques sur leur capacité d’induire 1’infection (variable selon 1’hote et

la bactérie) (Bruyere et al., 2008).

1

-
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1.7. Diagnostic des IU :

1.7.1. Examen a la bandelette urinaire (BU) :

Les BU ne sont utiles que chez les patients non sondés. Elles peuvent étre suffisantes

dans la prise en charge des cystites simples chez la femme non enceinte (CMIT, 2014).

Elles sont utiles aussi pour le débrouillage en cas de symptdmes atypiques (CMIT,
2014), mais elles ne remplacent ni 1’examen microscopique ni les cultures (Borghini ef al.,

2002).

Le test se compose d’une bandelette présentant des zones réactives de chimie seche
permettant de rechercher dans 1’urine la présence qualitative et/ou semi-quantitative de
différents parametres tels que les leucocytes, les nitrites, le pH, les protéines, le glucose, les
corps cétoniques, 1’urobilinogene, la bilirubine, les érythrocytes (ou le sang) et le poids

spécifique (densité) (Borghini et al., 2002).

Pour ce faire, 1’urine est correctement homogénéisée en tournant lentement, a
plusieurs reprises, le gobelet. La BU est immergée une seconde (au maximum) dans 1’urine en

humectant entierement toutes les zones réactives (CMIT, 2014).
1.7.2. Examen cytobactériologique des urines (ECBU) :

C’est I’examen le plus utilisé pour détecter une [U. Apres le prélevement, 1’échantillon
sera examiné au microscope sans et avec une coloration de Gram. L’urine est ensuite mise en
culture pour la numération des germes et I’identification bactérienne. L’ECBU doit étre
pratiqué avant toute antibiothérapie. Il est réalisé en présence de symptOomes urinaires, pour
confirmer ou infirmer le diagnostic d'une IU. Il peut étre indiqué en absence de symptomes
dans le cas d’une immunodépression, geste urologique programmé, grossesse, ... L'ECBU est

plus sensible que les BU pour diagnostiquer les IU (CMIT, 2014).
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Chapitre II : Traitements conventionnels des IU : ATB

2.1. Historique :

Les ATB sont des substances naturelles, hémi-synthétiques ou synthétiques qui sont
capables d’inhiber la croissance bactérienne ou de tuer les bactéries. Le tout premier d’entre
eux fut la pénicilline, découverte en 1928, par Alexander Fleming, médecin, biologiste et
pharmacologue britannique qui a découvert, par hasard, qu’une ou des substances produites
par un champignon, Penicillium notatum, avaient la faculté d’inhiber la croissance

bactérienne (Anonyme 2).

Il faut ensuite attendre 1932 pour voir apparaitre sur le marché le premier ATB de
I’histoire commercialis€ par les laboratoires Bayer, le Prontosil®, un sulfamide utilisé comme

antibactérien contre certaines infections a streptocoque (Anonyme 2).

Ce n’est qu’en 1954, a la fin de la seconde guerre mondiale que la pénicilline est

fabriquée industriellement en grande quantité et commercialisé (Anonyme 2).

Quelques années plus tard en 1942, la premiere résistance aux sulfamides est décrite,
suivie en 1946 de la résistance a la pénicilline G mais c’est le japonais Watanabe T. qui
démontre pour la premiere fois 1’origine génétique de I’antibiorésistance en montrant que le

gene responsable est porté par un plasmide bactérien (Anonyme 3).

Depuis Alexander Fleming et la commercialisation du Prontosil®, de nombreuses
autres molécules produites par des souches bactériennes ou fongiques ont €té isolées telles
que I’actinomycine en 1940 et la streptomycine en 1943 (toutes deux découvertes par Selman

A. Waksman), puis ce fut la tétracycline en 1949 (Torok ef al., 2009).

A la suite de la premiere mise en évidence de résistance comme vu précédemment, les
ATB semi-synthétiques ont été développés a partir de 1965. Entre 1990 et 2000 peu de
molécules ont été commercialisées, et il faudra attendre les années 2000 pour voir apparaitre

une nouvelle classe d’ATB (Veyssiere, 2019).
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2.2. Définition d'un ATB :

Un ATB se définit comme une substance, d'origine naturelle ou synthétique, utilisée

contre les infections causées par les bactéries (Battraud, 2017).

Afin de pouvoir exercer son activité antibactérienne, un ATB doit : atteindre sa cible,
et donc pénétrer la membrane externe, la paroi et la membrane cytoplasmique ; persister a des

concentrations suffisantes ; et reconnaitre la cible (Sophie, 2014).

Les bactéries développent des mécanismes afin d’empécher I'une ou ’autre de ces
étapes, et ainsi permettre 1’émergence de l'antibiorésistance (résistance aux ATB) (Sophie,

2014).
2.3. Mécanismes d’action des ATB :

Les ATB agissent a 1’échelon moléculaire au niveau d’une ou de plusieurs étapes

métaboliques indispensables a la vie de la bactérie. Ils agissent par :

Toxicité sélective : au niveau de la synthese de la paroi bactérienne, la membrane

cytoplasmique, des protéines et des acides nucléiques ;

Inhibition compétitive : dans ce cas, I’ATB est un analogue structural, il interfére avec une

fonction essentielle a la bactérie (Archambaud, 2009).
Le tableau ci-apres regroupe les principaux modes d'action des ATB :

Tableau 2.1 : Classification des ATB selon leurs sites d'action (Prescott et al., 2010).

Modes d'action ATB
o N . . Lactamines ;
Inhibition de la synthese de la paroi cellulaire Glycopeptides
Modification de la perméabilité de la membrane cytoplasmique | Polymyxines
Aminosides ;
o N . Macrolides ;
Inhibition de la synthese protéique Tétracylines :
Chloramphénicol
Inhibition de la synthese des acides nucléiques le.a MmpIeine ;
Quinolones
Inhibition des voies métaboliques de I'acide folique Su.l fa{mdes.;
Triméthoprime
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2.4. Antibiorésistance :

2.4.1. Définition de I’antibiorésistance :

L'antibiorésistance ou résistance bactérienne est définie comme la capacité des
bactéries a résister aux effets des ATB ou des biocides censés de les contrdler ou de les tuer

(Sophie, 2014).
On distingue trois types d'antibiorésistance, génétique, microbiologique et clinique :

La résistance génétique peut étre définie comme un changement dans le code génétique du

MCO, codant ainsi un gene altéré ;

La résistance microbiologique se traduit par la croissance ou 1’absence de croissance d’une

souche bactérienne en présence d’'un ATB ;

La résistance clinique est la plus pertinente dans le cadre de la pratique médicale courante,
puisqu’elle se traduit par I’échec clinique d’une antibiothérapie. Dans la majorité des
infections, un échec clinique se traduit par I’absence d’amélioration (fievre, état général, etc.)

apres environ 72 heures de traitement et de prescription d’un deuxieme ATB (Weiss, 2002).

L’émergence de l'antibiorésistance est la conséquence d’une guerre permanente de
survie ou les MCO, sans cesse, attaqués par des ATB, essaient de trouver une contre-mesure

(Sophie, 2014).
2.4.2. Support de I’antibiorésistance :

Le support génétique de l'antibiorésistance est porté sur le chromosome bactérien, ou
sur le plasmide. Les genes de résistance sont utiles aux bactéries et sont facilement

transférables et fréquemment portés par des éléments génétiques mobiles (Ourvalin, 2008).

Il existe deux grands types d'antibiorésistance, la résistance intrinseque (naturelle) et la

résistance acquise (figure 2.1) (Ourvalin, 2008).
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Figure 2.1 : Types de 'antibiorésistance (Ourvalin, 2008).
2.4.2.1. Résistance naturelle :

La résistance naturelle, appelée aussi résistance intrinseque, est une caractéristique
propre d’un genre ou d’une espece bactérienne. Portée par les chromosomes, elle est stable et
transmise a la descendance. Elle constitue un caractere d’identification des bactéries et

détermine le phénotype « sauvage » des bactéries (Kumar ef al., 2006).

Par exemple, la présence d’une membrane externe chez les bacilles a Gram négatif
entraine la résistance a diverses classes de molécules par imperméabilité (glycopeptides,

macrolides, lincosamides, streptogramines, etc.) (Galimand et al., 2005).
2.4.2.2. Résistance acquise :

Sur le plan génétique, la résistance peut étre acquise par deux voies totalement

distinctes (Ourvalin, 2008) :
2.4.2.2.1. Résistance par mutation chromosomique :

On parlera alors de transmission verticale a la descendance, ¢’est un phénomene rare,
spécifique qui affecte un ATB ou une famille d'ATB qui ont le méme mécanisme d’action

(Ourvalin, 2008).

La résistance par mutation est peu répandue en clinique. Elle concerne en effet moins
de 20 % des résistances acquises (Calgagno et al., 2011).

1

2
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2.4.2.2.2. Résistance par acquisition de génes :

La résistance peut survenir également suite a I’acquisition d’une information génétique
étrangere, en provenance d’autres bactéries (transmission horizontale). 11 s’agit d’une
acquisition d’ADN extra-chromosomique le plus souvent un plasmide, et qui peut porter un

ou plusieurs génes de résistance (Ourvalin, 2008).

Ce transfert horizontal de la résistance peut se faire entre les bactéries de la méme
espece ou des especes différentes selon trois mécanismes différents a savoir la transduction
(avec un bactériophage comme vecteur), la transformation (capture d’ADN nu par la bactérie)
et la conjugaison (transfert d'un plasmide d’une bactérie a une autre de la méme espece ou

d’especes différentes) (Ourvalin, 2008).
2.4.3. Mécanismes de 1'antibiorésistance :

Pour agir, un ATB devra dans un premier temps pénétrer la bactérie, il devra ensuite
arriver a sa cible, via un transporteur ou par diffusion passive, puis s'y fixer pour produire son

effet : bactéricide ou bactériostatique (Battraud, 2017).

Chacune de ces étapes, pour la bactérie, constituerait une barriere qui empéche la
pénétration d’ATB, ce qui engendre différents mécanismes d'antibiorésistance (figure 2.2)

(Bevilacqua, 2011).

La diminution de la permeéeabilitée
de la membrane empéche
I'antibiotique d’entrer

Antibiotique J\f
D/

Pompe

__Antibiotique
D refoulé

Les antibiotiques sont
décomposés par les enzymes

Figure 2.2 : Mécanismes de 1'antibiorésistance (Bevilacqua, 2011).
2.4.3.1. Résistance par inactivation enzymatique :

Certaines bactéries produisent des enzymes qui inactivent I'ATB en le modifiant ou en

I'hydrolysant. Ce mécanisme est le plus fréquent et concerne toutes les classes majeures
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d’ATB (Delaporte, 1956 ; Mammedi, 2007-2008). Le tableau ci-apres résume la liste des

enzymes impliquées dans cette inactivation.

Tableau 2.2

: Principales enzymes inactivant les ATB (Bevilacqua, 2011 ; Sophie,

2014 ; Battraud, 2017).

. . . . Bactéries
Enzymes Action ATB cible Origine PP
secretrices
Sensibl Pénicillines ; Chromosomique Klebsiella
nsi X B . : ;
inhfbiieu :Ss(z:;ide Céphalosporines (la (produite en pneumoniae
) plupart sauf 1°° permanence)
PR clavulanique et P
Pénicillinases génération) ;
tazobactam)
Monobactames ;
Carbapénemes Plasmidique S aureus
(inductible) ’
Enterobacter ;
B-lactamases produites 2 | Aminopénicillines ; Citrobacter ;
Céphalosporines | bas niveau (localisation | Céphalosporines Chromosomique | Proteus ;
ériplasmique 1% génération Pseudomonas ;
B-lactamases petip que) & .
Acinetobacter
N Toutes les - Klebsiella
Correspondent a la . p rettd
. . lactamines pneumoniae ;
N mutation de certaines . ,
B-lactamases a PRI . jusqu'aux - Enterobacter
. pénicillinases sensibles . . tre Plasmidique
spectre étendu o céphalosporines 1 (rarement) ;
aux inhibiteurs PPN .
. génération sauf E. coli
enzymatiques e s
I'imipénem (rarement)
e . N L g Pseudomonas
Carbapénémases Carbapénemes Plasmidique .
aeruginosa
Variants Des modifications dans la structure d'une f-lactamase, intervenant a la suite d’une
. ou de plusieurs mutations affectant le géne codant pour I’enzyme, peuvent conduire
enzymatiques N 4 . '
a un élargissement du spectre d'hydrolyse
Phosphotransférase
(APH) ;
Nucléotidyltransférases Aminosides Plasmidique Certaines
Aminosidase (ANT) ; q entérobactéries
Acétyltransférases
(AAC)
3 enzymes
. . . identifiées
Agissent par acétylation
L. chez les
par un chloramphénicol o .
. . . P Chloramphénicol ; L bacilles Gram-
Enzymes inactivant les acétyltransférase du . .. Plasmidique .
Thiamphénicol négatifs et 5

composés phénicolés

groupement hydroxyle
de la molécule

chez les
bacilles Gram-
positifs

",
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2.4.3.2. Résistance par imperméabilité :

Pour agir, les ATB doivent pénétrer dans la cellule bactérienne, en utilisant les
systemes de transport propres a la bactérie. Pour résister, la bactérie contrecarre cette entrée
en diminuant la perméabilité de sa membrane par plusieurs mécanismes comme le montre le

tableau ci-dessous (Marchou ef al., 1987).

Tableau 2.3 : Différents modes d'antibiorésistance par imperméabilité (Delaporte,

1956 ; Pages, 2004).

Mécanisme de résistance Modes

Altération des porines ;
Absence de passage ou I’augmentation du temps de passage ;
Diminution de la Inhibition du transport actif ;

perméabilité Inhibition de la pénétration a travers les peptidoglycanes recouvrant

la membrane plasmique chez les bacilles Gram-positifs ;
Modification de la composition du lipopolysaccharide

Ce mécanisme n’est cependant pas tres performant, car il suffit d’augmenter les doses
d’ATB pour faire face a cette baisse de la perméabilité membranaire. Néanmoins, ce systeme,
lorsqu’il est associé a d’autres systemes de résistance, peut protéger de fagon efficace la

bactérie méme a des doses importantes d’ATB (Pages, 2004).
2.4.3.3. Résistance par efflux actif :

Il s’agit d’un systeme d’exportation de I’ATB en dehors de la bactérie. Il s’agit d’un
mécanisme actif, la bactérie synthétise des protéines d’export qui vont emporter ’ATB a
I’extérieur de la bactérie. Ainsi il ne peut pas se fixer a sa cible et donc sera inefficace. Ce

mécanisme est connu notamment pour les tétracyclines (Poole, 2005).
2.4.3.4. Résistance par modification de la cible :
11 existe différents mécanismes de modification de la cible de 1’ATB, a noter :

La modification structurale de la cible entrainant une perte d’affinité dans le couple cible-
ATB : ’ATB ne peut plus se fixer correctement a sa cible, et son action sera limitée.
L'exemple le plus frappant concerne la résistance a la pénicilline G de Streptococcus

pneumoniae (Battraud, 2017) ;
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La synthese d’une cible modifiée additionnelle via I’apport d’un gene : c’est le cas de
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) qui peut exprimer une protéine
supplémentaire liant les pénicillines (PLP) dite la PLP2a identifiée dans les souches
résistantes par la présence du géne mec A apporté sur une cassette chromosomique (figure

2.3) (Courvalin ef al., 20006) ;

L’hyperproduction de la cible : il s’agit d’'un phénomene tres fréquent qui touche les
tétracyclines, les macrolides, les quinolones, les f-lactamines, les aminosides, la rifampicine
et l'association sulfaméthoxazole/triméthoprime. L’ATB se retrouve dilué dans ses

concentrations normales d’utilisation puisque les cibles sont augmentées quantitativement

(Ruppé, 2010).

Figure 2.3 : Antibiorésistance par modification de la cible (synthese d'une PLP

modifiée) (Anonyme 4).
2.4.3.5. Résistance par formation de biofilms :

Un biofilm est une communauté structurée de MCO, se fixant a une surface inerte ou
vivante au sein d’une matrice d’exo-polysaccharides adhésive et protectrice qu’ils secretent

(figure 2.4). C’est une structure vivante en perpétuel remaniement (Jain ef al., 2011).

Un biofilm peut étre constitué d’une ou plusieurs especes de MCO, et tolerent les ATB
a des concentrations 10 a 1000 fois plus importantes que les bactéries planctoniques (Ceri et

al., 1999 ; Behlou et Gilmore, 2008).
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Figure 2.4 : Schéma présentant les étapes du développement du biofilm (Yannick et

al., 2014).
2.4.4. Bactéries multirésistantes (BMR) :

Les bactéries multirésistantes sont des bactéries qui sont résistantes a au moins trois

d’ATB, réduisant ainsi les possibilités thérapeutiques. On y trouve :
Les souches de SARM ;

Les entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre étendu (BLSE) qui peuvent &tre

résistantes a d’autres familles d’ATB mais restent sensibles aux carbapénemes ;

Les souches d'Acinetobacter baumannii résistantes a toutes les P-lactamines et/ou a
I’imipénem ;

Les souches de Pseudomonas aeruginosa résistantes a la ticarcilline, la ceftazidime et
I’imipénem (Mrich, 2018).

2.4.5. Lutte contre I’antibiorésistance :

Le 30 avril 2014, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a publié un rapport ol
l'antibiorésistance était qualifiée de grave menace pour la santé publique. Les résultats de ce
rapport sont treés préoccupants car ils témoignent de la résistance a tous les ATB, méme a

ceux de derniers recours, et ce dans toutes les régions du monde (OMS, 2014).
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Dans ce contexte, la lutte contre 1’antibiorésistance apparait essentielle. Cette

résistance ne peut pas €tre totalement éliminée, mais il est impératif de prendre des mesures

afin de limiter ce phénomene. Différentes perspectives et méthodes (tableau 2.4) sont étudiées

pour minimiser l'antibiorésistance (Sophie, 2014).

Tableau 2.4 : Mécanismes traditionnels de lutte contre 1’antibiorésistance (Sophie,

2014 ; Anonyme 5).

Mécanismes

Méthodes

Surveillance de la consommation
d’ATB et de l'antibiorésistance

Surveillance de la consommation des ATB ;
Surveillance des antibiorésistances

Rationalisation des prescriptions et bon
usage des ATB

Prévention et éducation du public ;
Formation et information des professionnels de santé ;
Amélioration de la pertinence de la prescription des ATB

Hygiene, prévention des infections, et
lutte contre les infections nosocomiales

Vaccination ;
Respect des regles d’hygiene

2.4.5.1. Réduction de la consommation d’ATB :

La surconsommation d’ATB est un des principaux facteurs responsables de

I’émergence et de l'extension de l'antibiorésistance. Pour cela, réduire la consommation des

ATB est nécessaire (Sophie, 2014).

2.4.5.2. Recherche de nouvelles perspectives thérapeutiques :

Afin de lutter contre 'antibiorésistance, la découverte de nouveaux ATB est nécessaire

; et pourquoi ne pas ouvrir la recherche des molécules bioactives alternatives aux ATB

synthétiques (Sophie, 2014).
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Chapitre III : Traitement alternatif : miel

3.1. Apercu historique :

La connaissance et l'utilisation du miel remontent aux temps les plus reculés de
I'histoire de I'homme et il fait partie indubitablement des aliments les plus anciens de
I'humanité. On sait que le miel est un aliment connu depuis fort longtemps, cela apparait sur
une peinture rupestre retrouvée sur les parois d’une grotte espagnole de la région de Valence
(grottes de I’Araignée), datant de 5000 a 10000 ans av. J.-C. Elle montre une silhouette
humaine pratiquants la récolte du miel a 1’aide d’un panier (Merah et al., 2010 ; Ballot-

Flurin, 2013).

Le miel était une source d’immortalité dans I’Egypte antique, il présentait une grande
valeur religieuse durant 1’ Antiquité et reste important dans certains rituels de naissance et de
mort en Afrique. Hippocrate et d’autres médecins de I’époque le recommandaient dans
certaines pathologies, comme fortifiant de la vue et des organes sexuels, dans le traitement de
la toux, des plaies, des angines, ... et ceci au fur et a mesure des différentes époques

traversées (le Moyen Age, la Renaissance, ...) (Domerego, 2001 ; Ceyhan et Ugur, 2001).

Le miel est longtemps rest¢ une des principales sources de glucides alimentaires
jusqu’a ce que I’industrie du sucre prenne son essor en Europe au début des années 1800 avec
la betterave. Actuellement la production mondiale du miel est évaluée a 1,2 million de tonnes,
ce qui représente moins de 1% de la totalité de la production des sucres rapides. Quant a son
utilisation en thérapeutique, elle a peu a peu ét€ abandonnée apres la pome guerre mondiale en
faveur des produits plus innovants et de I’émergence de I’industrie pharmaceutique (Balas,

2015).
3.2. Définition :

3.2.1. Miel :

Le miel est la substance naturelle sucrée produite par les abeilles Apis mellifera a
partir du nectar de plantes ou a partir de sécrétions provenant de parties vivantes de plantes ou

a partir d'excrétions d'insectes butineurs laissées sur les parties vivantes de plantes, que les
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abeilles butinent, transforment en les combinant avec des substances spécifiques qu'elles
sécretent elles-mémes, déposent, déshydratent, emmagasinent et laissent affiner et mirir dans
les rayons de la ruche. Cette denrée peut étre fluide, épaisse ou cristallisée. Cette définition est
extraite de la norme européenne recommandée pour le miel (Décret n° 2003-587 du 30 juin
2003), et permet d’exclure toute fabrication a partir de produits non naturels, comme 1’ajout

de sucre en tant qu’aliment pour les abeilles (Codex Alimentarius, 2001).
3.2.2. Abeille :

L'abeille est un insecte appartenant a 1’ordre des hyménopteres, elle a la particularité
de produire du miel et de la cire. L ensemble des abeilles constitue une colonie, cette dernicre
se compose d’une reine unique, de nombreuses ouvrieres (femelles), de faux bourdons
(males) et de couvain (ceufs + larves + nymphes). De nombreux rdles sont impartis aux
abeilles a l'intérieur de la ruche comme gardiennes, ouvrieres ou butineuses. Les abeilles

menent donc une vie type "communautaire” (Biri, 2002).
3.2.3. Apis mellifira :

Apis mellifera ou I’abeille occidentale. Cette espece est la plus largement utilisée en
apiculture. Originaire d’Europe, elle s’est imposée un peu partout sur la planete
essentiellement parce qu’elle est I’espece la plus adaptée a I’élevage. 1l existe un treés grand
nombre de sous-especes interfécondes entre elles qui ont évolué en grandes lignées

géographiquement isolées sur les cinq continents (Biri, 2002).

Figure 3.1 : L’abeille Apis mellifera (Agatha, 2017).
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3.3. Elaboration et fabrication :

La butineuse préleve le nectar secrété par des glandes dites nectariferes ou le miellat
qu’elle stocke dans son jabot, 1’élaboration du miel commence des lors. Dés son passage dans
le tube digestif, le nectar (ou le miellat) subit ses premieres transformations sous 1’action
d’enzymes, dont I’invertase qui hydrolyse les polysaccharides en sucres simples

(transformation du saccharose en glucose et fructose) (Bruneau, 2009).
C12H2011 + H,O = 2 C¢H1,04

De retour a la ruche, 1’abeille butineuse transfere sa récolte a I’abeille ouvriere, qui
I’absorbe puis la régurgite a son tour pour la transmettre a une autre ouvriere, et ainsi de suite.
Ce phénomene s’appelle la trophallaxie. Progressivement, cette maticre se déshydrate,
s’enrichit en sucs gastriques et en substances salivaires, et sa concentration en sucre augmente

(Bruneau, 2009).

La solution sucrée ainsi transformée, contient encore environ 50 % d’eau et va donc
subir une nouvelle concentration par évaporation. Le liquide est étalé en couches minces dans
des cellules formées de cire appelées alvéoles. Cette déshumidification est la résultante de
deux phénomenes : d’une part, de la chaleur régnant dans la ruche qui est de 1’ordre de 36 a
37 °C, et d’autre part, par la ventilation qui est assurée par les abeilles ventileuses, en créant
un puissant courant d’air ascendant dans la ruche par un mouvement tres rapide des ailes. Au
bout de quelques jours, cette solution contiendra en moyenne 18 % d’eau et 80 % de sucres.
Cette solution représente le miel stocké dans les cellules. Ces dernieres, une fois remplies,

sont colmatées par un mince opercule de cire, permettant une excellente conservation

(Gonnet, 1982 ; Donadieu, 1984).

C’est au terme de ces différentes étapes que le miel, nourriture principale des abeilles,
est synthétis€. Ce processus permet a la colonie de disposer d’une réserve importante
d’aliment hautement énergétique, stable, de longue conservation et peu sensible a la

fermentation (Gonnet, 1982 ; Donadieu, 1984).
3.4. Classification :

Les différents types du miel sont définis par leurs caractéristiques sensorielles : la

couleur, I’aréme, la saveur, la viscosité et la tendance plus ou moins marquée a cristalliser au
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cours du processus de conditionnement et de 1’entreposage. Les miels different également
entre eux du point de vue de leur composition chimique : acidité, contenu d’hydrates de
carbone, rapport quantitatif entre les différents sucres, teneur en acides organiques, en

minéraux et en composés azotés (Ramirez et al., 2000).
Selon leur origine botanique, les miels sont séparés en deux catégories distinctes :
3.4.1. Miel de nectar :

Le nectar est une substance douce et parfumée, souvent liquide, il est produit par les
nectaires des fleurs. Ses différents degrés de densité sont en fonction de 1’espece végétale et

du climat (Marchenay, 1984 ; Biri, 2002).
3.4.1.1. Miels monofloraux :

Les miels monofloraux ou unifloraux, aussi appelés « miels de cru », proviennent de
facon prédominante d’une seule espece florale. Cela nécessite d’installer les ruches a
proximité de la plante recherchée. Il est a noter qu’un miel est considéré comme monofloral
lorsque le nombre de pollens dominants provenant d’une espece de fleur est supérieur ou égal

a45 % (Clément, 2009 ; Fournier, 2009).
3.4.1.2. Miels multifloraux :

Les miels multifloraux ou « miels toutes fleurs » ou « miels mille fleurs » résultent de
la récolte des abeilles sur plusieurs especes florales. Sa texture et sa composition chimique
dépendent de la source florale a partir de laquelle il a été recueilli (Clément, 2009 ; Zerrouk

etal.,2014).
3.4.2. Miel du miellat :

Le miel de miellat est une solution aqueuse concentrée de sucres et est produit par
plusieurs especes d’insectes, il est moins riche en sucre que le miel de nectar, mais plus riche
en azote, acides organiques, minéraux et oligo-éléments, donnant naissance a un miel
généralement moins humide donc plus dense, plus sombre et un goiit plutét prononcé (Biri,

2002 ; Fournier, 2009 ; Siluana et al., 2019).
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3.5. Récolte :

Pour conserver au mieux tout son ardme et pour éviter que certains éléments
biologiques et les enzymes ne soient pas détruits, le miel doit étre récolté en prenant certaines
précautions indispensables. Il doit en outre €tre exempt de corps étrangers et d’impuretés.
Pour cela, la récolte du miel s'effectue selon deux méthodes principales : traditionnelle et
moderne. La premiere implique l'utilisation des flammes nues pour éliminer ou méme détruire
les abeilles melliferes, tandis que la seconde implique 1'utilisation de la fumée pour supprimer
I'agressivité des abeilles. La récolte du miel par 1’apiculteur a lieu en général apres une
miellée (qui correspond a la période saisonniere intense de production du nectar par les fleurs
et qui est butiné par les abeilles) et lorsque les 3/4 des alvéoles des rayons de cire sont

operculés (Louveaux, 1985 ; Babarinde et al., 2011).
3.6. Composition :

La composition du miel est variable et dépend de I’origine botanique des plantes
butinées ou des miellats ingérés par les abeilles. Les sucres sont les principaux constituants et
représentent a eux seuls environ 95 % de la matiere séche du miel. Le miel contient également
de nombreux autres composants : protéines, enzymes, acides aminés, vitamines, minéraux,

polyphénols, etc. (Olaitan et al., 2007).

® Fructose

® Glucose

u Water

u Disaccharides
® Other sugars

® Other substances

Figure 3.2 : Composition moyenne du miel (Chirsanova et al., 2021).
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3.6.1. Sucres :

Les sucres constituent la partie la plus importante du miel. Il s’agit majoritairement de
fructose (environ 40 %), puis de glucose (environ 35 %). Viennent ensuite des disaccharides
comme le maltose, I’isomaltose et le saccharose, ainsi que des oligosides comme la raffinose,
I’erlose, le mélézitose. La grande diversité des sucres provient de la diversité florale dont est
issu le miel mais également des isomérisations provoquées par les enzymes apportées par
I’abeille lors du processus de trophallaxie. Cette trés forte teneur en sucre permet une tres
bonne conservation du miel, empéchant la prolifération bactérienne et fongique (Lobreau-

Callen et al., 2000).
3.6.2. Eau :

En plus de la forte concentration en sucre, la teneur en eau est un élément clé de la
conservation du miel. Elle ne doit idéalement pas dépasser 20 %, sous peine de fermenter,
sauf dans le cas particulier de certains miels monofloraux comme le miel de bruyere callune
par exemple qui peut atteindre jusqu’a 22 % d’eau. Exception faite de ce miel, on trouve une
teneur en eau généralement située entre 15 et 20 % selon les essences florales et les conditions
climatiques au moment de la récolte puis de 1’operculation des alvéoles par les abeilles

(Lobreau-Callen et al., 2000).
3.6.3. Acides organiques :

La plupart des acides organiques du miel proviennent des nectars des fleurs ou des
transformations opérées par l'abeille. C'est l'acide gluconique dérivé du glucose qui
prédomine. On y trouve également une vingtaine d'acides organiques comme I'acide acétique,
citrique, lactique, malique, oxalique, butyrique, pyroglutamique et succinique. Des traces
d'acide formique (un des constituants du venin), d'acide chlorhydrique et d'acide

phosphorique sont aussi présentes (Bonté et Desmouliere, 2013).
3.6.4. Protéines :

Le miel contient une proportion de protides inférieure a 1 % et la teneur en azote est
négligeable (de l'ordre de 0,041 %). 11 s'agit essentiellement de peptones, d'albumines, de
globulines et de nucléoprotéines qui proviennent soit de la plante, soit de l'abeille. On y
trouve également des acides aminés libres dont la proline qui provient des sécrétions

salivaires de l'abeille. La proline est un des acides aminés les plus abondants dans le miel et

&
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est donc généralement choisie comme étalon pour la quantification de la teneur en acides
aminés (Lobreau-Callen et al., 2000 ; Moniruzzaman et al., 2014).

3.6.5. Lipides :

Les lipides sont présents en tres petite quantité dans le miel. Il s’agit principalement de
stérols, triglycérides et acides gras (acides palmitique, oléique et linoléique). Leur présence

varie d’un miel a I’autre en fonction des fleurs butinées (Lobreau-Callen et al., 2000).
3.6.6. Vitamines :

Le miel est une source de vitamines hydrosolubles : Bl (la thiamine), B2 (la
riboflavine), B3 (1’acide nicotinique), B5 (I’acide pantothénique), B6 (la pyridoxine), B8 (la
biotine), B9 (I’acide folique) et C (acide ascorbique). Les vitamines liposolubles A, D et K

peuvent, selon les fleurs butinées, étre présentes (Lobreau-Callen et al., 2000).

Tableau 3.1 : Teneurs du miel en vitamines (Bogdanov et Matzke, 2003).

Vitamine Teneur (mg/100 g)
B1 0.00 - 0.01
B2 0.01-0.02
B6 0.01-0.32
B5 0.02-0.11
Vit C 22-25
Vit K environ 0.025

3.6.7. Enzymes :

Elles proviennent soit des nectars, soit des sécrétions salivaires de l'abeille. Parmi les

enzymes les plus connues dans le miel sont :

- I’invertase est une enzyme capable d’hydrolyser les polysaccharides, elle transforme le

saccharose en glucose et en fructose ;

- les alpha- et béta-amylases sont des glycosidases, c’est-a-dire des enzymes qui hydrolysent

les polysaccharides, elles transforment 1’amidon en glucose ;
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- la glucose-oxydase catalyse 1’oxydation du glucose en acide gluconique et en peroxyde

d’hydrogene (Lobreau-Callen et al., 2000 ; Bonté et Desmouliére, 2013).
3.6.8. Sels minéraux :

Les matieres minérales ne sont présentes qu'a un taux d'environ 0,1 % dans les miels
courants, mais sont plus abondantes dans les miels foncés. Les sels de potassium représentent
pres de la moitié des matieres minérales, mais on trouve également du calcium, du sodium, du
magnésium, du cuivre, du manganese, du chlore, du soufre, du silicium, du fer ainsi que plus
de trente oligo-éléments. Leur teneur dépend des plantes visitées par les abeilles ainsi que du

type de sol sur lequel elles poussent (Bonté et Desmouliére, 2013).
3.7. Propriétés :

3.7.1. Propriétés organoleptiques :

3.7.1.1. Couleur :

La couleur constitue un critere de classification notamment d’un point de vue
commercial. Plus il est clair, moins il est riche en minéraux et inversement. Les miels sont
divisés en sept catégories de couleur, elle va du jaune tres pale au brun tres foncé en passant
par toute la gamme des jaunes, oranges, marrons et méme parfois des verts (Donadieu, 2008 ;

Alvarez, 2010).
3.7.1.2. Odeur et goiit :

L’odeur du miel est variable. L’ardme et le golt du miel dépendent des plantes
butinées. Le miel foncé a généralement un golit plus prononcé et sa teneur en sels minéraux

est élevée, le miel clair a une saveur plus délicate (Bradbear, 2005).
3.7.1.3. Consistance :

Le miel peut étre fluide ou solide et peut varier au cours du temps. Cela est en fonction
de la variété du miel et donc de sa composition (sa teneur en glucose, en fructose et en eau) et

de la température (Delcourt, 2010).
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3.7.1.4. Cristallisation :

Le miel est un produit naturel vivant saturé en sucres et est donc instable. La
cristallisation est un phénomene naturel qui repose sur la tendance des sucres (en particulier le
glucose) a se transformer en petits cristaux solides sous 1’influence d’agents déclencheurs
(grains de pollen, poussieres ou cristaux de glucose). La vitesse de cristallisation dépend de la
composition en sucres (elle augmente avec le rapport glucose/fructose), de la teneur en eau,
de la température et de la viscosité. Plus elle est rapide, plus les cristaux seront fins et
meilleure sera la structure du miel. Pour obtenir un produit de qualité, les apiculteurs ont mis
au point la technique « d’ensemencement » : ils utilisent un miel a tres fine cristallisation qui
servira alors d’amorce. Un chauffage doux permet par ailleurs de faire refondre les cristaux

(Apimondia, 2001 ; Clément, 2011).

Figure 3.3 : Phénomene de cristallisation du miel (Bogdanov, 1999).
3.7.2. Propriétés physico-chimiques :
3.7.2.1. Densité :
La densité du miel varie entre 1,40 et 1,45 (Jean-Prost et Le Conte, 2005).
3.7.2.2. Viscosité :

La viscosité du miel est conditionnée essentiellement par sa teneur en eau, sa
composition chimique et la température a laquelle il est conservé ; par ailleurs, les sucres

contenus dans le miel peuvent cristalliser en partie sous l'influence de certains facteurs
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(température, agitation, composition chimique), entrainant alors une modification complete de

son aspect mais sans rien changer a sa composition (Donadieu, 2008).
3.7.2.3. pH et acidité :

Tous les miels sont acides avec un pH généralement compris entre 3,5 et 5,5, en raison
de la présence d'acides organiques qui contribuent a la saveur du miel et a sa stabilité contre

les microbes de détérioration (Bogdanov ef al., 2004).
3.7.3. Propriétés nutritionnelles :

Le miel apporte 310 calories pour 100 g, et 1 kg de miel équivaut a 3 litres de lait, 30
bananes, 50 ceufs ou 12 kg de viande. C'est un produit naturel sans additifs et conservateurs et
ses qualités aromatiques et gustatives pouvaient se conserver longtemps (Chirsanova et al.,

2021).
3.8. Miel en thérapeutique :

En santé, le miel est 1’objet de nombreuses attentions depuis des siecles. Des
I’ Antiquité, I’homme lui préte des propriétés curatives et préventives. Les propriétés
thérapeutiques du miel d'abeille sont différentes et dépendent du type de miel utilisé dans
différentes maladies. Le miel est utilisé a des fins thérapeutiques par application topique, par
voie orale ou sous forme d'aérosols. Si certains de ses usages et certaines de ses propriétés ont
été démontrés, d’autres, au contraire, font I’objet de démentis par différentes études. Voici un

tour d’horizon des utilisations actuelles du miel (Chirsanova ef al., 2021).
3.8.1. Activité cicatrisante :

Au cours de la cicatrisation, le miel stimule la formation du tissu de granulation et
facilite 1’épithélialisation. Il a ét€ démontré que le miel stimule les monocytes pour produire
des cytokines inflammatoires (TNF-a, IL-1 B et IL-6), ayant un rdle important et favorable
dans la phase inflammatoire du processus de cicatrisation. Une autre étude a montré que le
miel est capable d’activer la prolifération des kératinocytes (notamment lors du processus
d’épithélialisation), en régulant de fagon positive 1’expression de certaines cytokines (TNF-a,
IL-1 B et TGF-B) et MMP-9 (matrix metalloproteinase-9). Cependant, des études

complémentaires seraient nécessaires pour révéler les mécanismes exacts par lesquels le miel
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agit sur la modulation de 1’inflammation, et pour préciser les mécanismes moléculaires qui

participent a I’activation des kératinocytes (Tonks ef al., 2003 ; Majtan et al., 2010).
3.8.2. Activité antimicrobienne :

Les principaux facteurs de l'activité antimicrobienne du miel sont la réaction
enzymatique d'oxydation du glucose et certains de ses aspects physiques, mais les autres
facteurs qui peuvent montrer l'activité antimicrobienne du miel comprennent une pression
osmotique élevée/une faible WA, un faible pH/un environnement acide, une faible teneur en
protéines, un rapport carbone/azote élevé, un faible potentiel de réaction d'oxydoréduction dii
au niveau élevé de sucres réducteurs, une viscosité qui limite 1'oxygene dissous et d'autres
agents chimiques/phytochimiques. En raison des propriétés du miel telles que la faible WA,
l'acidité, le glucose oxydase et le peroxyde d'’hydrogene, le miel ne favorise pas la croissance
des levures et des bactéries. La peroxydase n'est pas la seule origine du niveau antibactérien
du miel, mais de nombreux produits a faible niveau antibactérien ont été découverts dans le
miel, notamment les terpenes, la pinocembrine, 1'alcool benzylique, 1'acide 4-hydroxy-3,5-
diméthoxybenzoique (acide syringique), le méthyl-3,5-diméthoxy-4-hydroxybenzoique
(syringate de méthyle), I'acide 2-hydroxy-3-phénylpropionique, 1'acide 2-hydroxybenzoique,
l'acide 3,4,5- triméthoxybenzoique et le 1,4-dihydroxybenzeéne (Samarghandian et al.,

2017).

De nombreuses enquétes ont indiqué que l'activité antibactérienne du miel est la
concentration minimale inhibitrice (CMI) ; par conséquent, le miel posséde la concentration
minimale nécessaire pour une inhibition complete de la croissance. Parmi les nombreux types
de miel, le miel de manuka a le plus haut niveau d'activité non peroxydique. Des enquétes ont
indiqué qu’Escherichia coli et Staphylococcus aureus peuvent &tre empéchés de maniere
significative par le miel de manuka. Il a été illustré que l'activité antibactérienne du miel est
efficace sur de nombreux pathogeénes bactériens et champignons (Samarghandian et al.,

2017).
3.8.3. Activité antioxydante :

Le stress oxydant, défini comme le déséquilibre entre la production de radicaux libres
et le systeme de défense antioxydant, joue un role significatif dans 1'apparition de nombreuses

maladies. En effet, 1'agression de I'ADN cellulaire par les radicaux libres peut générer des
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cancers, des perturbations métaboliques, mais aussi accélérer le vieillissement tissulaire et

cérébral (Couquet et al., 2013).

Il a été prouvé que le miel contenait une importante activité antioxydante, incluant le
glucose oxydase, la catalase, 1’acide ascorbique, les flavonoides, les acides phénoliques, les

acides organiques, les acides aminés, les protéines et les caroteénes (Couquet et al., 2013).

De nombreuses recherches ont confirmé que la composition du miel et ses capacités
antioxydantes dépendent de nombreux facteurs, comme la source florale du nectar butiné, la
saison, et les facteurs environnementaux comme le type de sol, le climat, certains facteurs

génétiques et la méthode employée (Couquet et al., 2013).
3.8.4. Activité immunostimulante :

Outre son action antibactérienne directe, le miel permet de combattre 1’infection en
stimulant le systtme immunitaire. Il a été rapporté que le miel stimule la multiplication des
lymphocytes T et des lymphocytes B en culture, il active aussi les polynucléaires
neutrophiles. I a également été rapporté que la stimulation des monocytes en culture libere
les cytokines TNF-a, IL-1et IL-6 impliquées comme messagers cellulaires activant la réponse
immunitaire face a I’infection. En plus de la stimulation de ces leucocytes, le miel fournit un
apport en sucre aux macrophages leur permettant la production du peroxyde d’hydrogene,
principale composante de leur activité antibactérienne. Le miel est un substrat pour la
glycolyse qui est la principale réaction productrice d’énergie dans le macrophage et permet
ainsi son fonctionnement dans les tissus 1€sés et les exsudats. L’acidité du miel favorise
I’action antibactérienne des macrophages comme les vacuoles de phagocytose impliquées
dans la destruction des bactéries ingérées car elles ont un pH acide. Ces propriétés de
stimulation de la croissance cellulaire sont confirmées histologiquement dans de nombreuses
études de blessures animales. Il est également observé histologiquement une stimulation du
développement d’un lit capillaire de néovaisseaux qui est habituellement le facteur limitant de

la formation du tissu de granulation (Al-Waili et al., 2011).
3.8.5. Activité antitumorale et anti-inflammatoire :

Les antioxydants conferent au miel une activité antioxydante et potentiellement une

action antimitotique (Khalil et Sulaiman, 2010 ; Alvarez-Suarez et al., 2013).
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Plusieurs études ont prouvé que 1’application du miel sur site tumoral inhibait de
maniere largement significative la croissance tumorale chez la souris et certaines lignées
cellulaires cancéreuses in vitro. Aucun essai clinique chez I’homme n’a encore été conduit

afin de confirmer ce potentiel d’action (Bogdanov et al., 2008).

La réduction de I’inflammation a également été démontrée chez le rat apres ingestion
de miel dans le cadre de maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin. Le mécanisme
supposé serait une action sur la production de radicaux libres agissant sur I’inflammation des
tissus. On observe cliniquement que lors de 1’application du miel sur les plaies, il se produit
une diminution visible de I’inflammation avec réduction de 1’cedéme et des exsudats. La
douleur, une autre composante de 1’inflammation, peut aussi étre atténuée par le miel (Molan,

2001 ; Viada-Martos ef al., 2008).

Une étude histologique sur des biopsies de blessures d’animaux sans infection
impliquée montre qu’il y a moins de leucocytes associés a 1’inflammation du tissu lors de
I’application du miel : ce n’est donc pas une résultante secondaire de 1’action antibactérienne
(qui élimine I’inflammation générée par les bactéries), mais bien un effet anti-inflammatoire

direct du miel (Molan, 2001 ; Bittmann ef al., 2010).

L’action anti-inflammatoire du miel joue un r6le thérapeutique important.
L’inflammation peut devenir délétere et empécher la guérison lorsqu’elle est excessive et
prolongée, surtout avec la production de radicaux libres dans les tissus. Méme si les
antioxydants n’agissent pas directement sur 1’inflammation, ils éliminent les radicaux libres et

évitent leurs effets néfastes. (Bergman et al., 1983 ; Burdon, 1995).

En plus d’éliminer les radicaux libres formés, le miel possede une activité
antioxydante, par le biais du peroxyde d’hydrogene qui génere la séquestration des ions

métalliques, tels le fer et le cuivre, et constitue un important systeéme antioxydant (Benhanifia

etal.,2011).
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Chapitre IV : Partie pratique

4.1. Objectif du travail :

L'objectif de notre travail est d'isoler des souches d'Escherichia coli responsables d'TU
chez I'homme, et de comparer ’efficacité des ATB et 2 types de miel contre ces souches

isolées.
4.2. Lieu et période du travail :

Notre expérimentation a été effectuée au niveau du laboratoire d’analyses médicales
"ZIBOUCHE" situé dans la Wilaya d’Ain Defla, pendant la période s'écoulant du 27/02/2022
au 10/03/2022.

4.3. Matériel et produits :

4.3.1. Matériel :

- Tubes a essai stériles ;
- Pipettes Pasteur ;

- Portoir ;

- Boites de Petri ;

- Bec Bunsen ;

- Etuve ;

- Bain-marie ;

- Seringues ;

- Microscope optique ;
- Lames porte-objets et lamelles ;
- Ecouvillons ;

- Anse de platine ;

- Vortex.
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4.3.2. Milieux de culture :

- Gélose Hektoen ;

- Gélose nutritive (GN) ;

- Gélose Mueller-Hinton (MH) ;

- Milieu de Ferguson (milieu urée-tryptophane ou milieu urée-indole)
- Bouillon Clark Lubs ;

- Galerie API.

4.3.3. Réactifs :

- Eau physiologique ;
- Fuchsine ;

- Violet de gentiane ;
- Solution de Lugol ;

- Alcool ;

- Huile a immersion ;
- Disques d’oxydase ;
- Réactif d'oxydase ;

- Eau oxygénée (H,0,) ;
- Réactif de Kovacs ;
- Chlorure de fer III ;
- Réactifs VP1 et VP2
- Rouge de méthyle ;
- Réactif TDA ;

- Disques d’ATB.

4.3.4. Matériel biologique :

- Souche de référence Escherichia coli ATCC 25922 ;

- Urine ;

- Miel de jujubier de Palestine " xd\" (miel A) ;

- Miel de montagne multifloral : mérier blanc "w=x¥) & sll", eucalyptus "o sllSI", figuier

"ol pistachier lentisque "5 »2l", ... (miel B).
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4.4. Méthodes :

4.4.1. Prélevement :

Avant le prélevement, une hygiene personnelle avec du savon ou un antiseptique est
requise. L'urine doit étre recueillie lors de la premiere miction du matin, et il est nécessaire
d'éliminer le premier jet d'urine puis recueillir le deuxieme jet dans un pot stérile.

L’acheminement de I’échantillon au laboratoire doit étre rapide (moins de 2 heures).

Au laboratoire, les échantillons recus sont soigneusement identifiés en leur attribuant
une étiquette. Chaque étiquette doit contenir le nom, le prénom et 1'dge du patient, un numéro

d’identification et la date du prélevement.

Figure 4.1 : Echantillon d’urine (Photo personnelle).
4.4.2. Isolement d'Escherichia coli et observation macroscopique :
Principe :

Cette étape permet d'isoler E. coli présent dans I'échantillon d’urine a examiner, pour
ce faire, nous utilisons un milieu de culture sélectif solide, la gélose Hektoen, qui permet

d’inhiber la croissance des bactéries a Gram positif.

L'observation macroscopique permet de constater la morphologie des colonies

obtenues ; ainsi, de déterminer leur forme, taille, couleur et aspect (Johnson ef al., 1980).
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Protocole :

Pour P’enfant : Dans un tube stérile, on met 5 ml d’eau physiologie stérile, on y ajoute 2
gouttes d’urine et on mélange bien. Ensuite, on étale, a 1’aide d’une pipette Pasteur, une
goutte de ce mélange dans une boite de Petri contenant le milieu Hektoen. La boite de Petri est

ensuite incubée dans une étuve a 37 °C pendant 24 heures.

Pour I’adulte : On ensemence directement 2 gouttes d’urine, a 1’aide d’une anse de platine,
dans une boite de Petri contenant le milieu Hektoen en réalisant 4 stries paralleles et de méme

longueur. La boite de Petri est ensuite incubée dans une étuve a 37 °C pendant 24 heures.
4.4.3. Purification des colonies suspectes :

Une colonie suspecte bien isolée sur le milieu Hektoen est sélectionnée et repiquée sur

une gélose GN.
4.4.4. Identification bactérienne :

L’identification bactérienne est basée sur la détermination des caracteres

morphologiques et biochimiques (Cassel et al., 1997).
4.4.4.1. Observation microscopique apres coloration :
Principe :

L'observation microscopique est basée sur la morphologie des cellules bactériennes et
leur mode d’association, observés par microscope optique. La coloration mise en ceuvre est la
coloration de Gram qui est la coloration de base la plus utilisée en bactériologie. C'est une
coloration "double", qui permet de différencier les bactéries d'apres leur forme et leur affinité
pour les colorants. Le processus permet de séparer la plupart des bactéries en 2 groupes par

rapport a la proportion du peptidoglycane contenu dans les membranes :

Les bactéries a Gram positif qui sont riches en peptidoglycane et pauvres en lipides ;

Les bactéries a Gram négatif qui sont pauvres en peptidoglycane et plus riches en lipides.
Protocole :

Une goutte d’eau physiologique et une colonie sont étalées sur une lame ;

Ce frottis est fixé en le faisant passer dans la flamme 3 fois ;
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Recouvrir la lame de violet de gentiane pendant 1 minute, puis jeter ;

Recouvrir de Lugol pendant 1 minute, puis jeter ;

Décolorer a 1’alcool, la lame est tenue inclinée, puis stopper la décoloration par un nouveau
lavage a I’eau ;

Recouvrir la lame de fuchsine diluée pendant 30 secondes a 1 minute, puis laver a I’eau ;
Sécher entre deux feuilles de papier filtre, puis a la chaleur ;

Examiner a I’'immersion (Frangois ef al., 2016).
4.4.4.2. Identification biochimique :

4.4.4.2.1. Test d’oxydase :

Principe :

Le test d’oxydase est basé sur une éventuelle production bactérienne de l'enzyme
oxydase intracellulaire en présence d’oxygene atmosphérique et de cytochrome C (Vézina et

Lacroix, 2000).
Protocole :

Sur une lame, on place un disque d'oxydase ou une goutte de réactif d’oxydase, puis
une colonie ou deux sont déposées dessus avec une pipette Pasteur. La bactérie est oxydase-
positive et elle possede le cytochrome oxydase, s’il y a apparition d'une tache violette sur le
disque ou un virage de réactif au noir. En 1’absence de coloration, la bactérie est dite oxydase-

négative et elle ne possede pas l'enzyme respiratoire cytochrome oxydase (Delarras, 2007).

Figure 4.2: Réalisation du test d’oxydase avec le disque et le réactif (Photos personnelles).
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4.4.4.2.2. Test de catalase :
Principe :

La catalase est une enzyme produite en abondance par les bactéries ayant un
métabolisme respiratoire qui détruit le peroxyde d’hydrogene et libere de 1’oxygene (Vézina

et Lacroix, 2000).
Protocole :

La technique consiste a prélever une partie de la colonie et a I’émulsionner dans une
goutte d’eau oxygénée. Le dégagement des bulles de gaz signifie qu’il y a production de

catalase (Prescott et al., 2003).

Figure 4.3 : Réalisation du test de catalase (Photo personnelle).
4.4.4.2.3. Test urée-indole :
Principe :

A partir du milieu de Ferguson (dénommé aussi milieu urée-tryptophane ou urée-
indole) contenant du tryptophane, du rouge de phénol et de 1’urée, il est possible de mettre en
évidence une activité uréase, une activité tryptophanase et une activité tryptophane

désaminase (TDA).
Protocole :

Une suspension bactérienne dense dans un milieu Ferguson apres incubation a 37 °C
pendant 18 heure permet de mettre en évidence une coloration rouge du milieu (virage du

rouge de phénol au rose) si la bactérie est uréase-positive, un anneau superficiel rouge (apres
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avoir ajouté le réactif de Kovacs ou le réactif de James) si la bactérie est indole-positive, et
une coloration brune ou marron foncé (apres avoir ajouté le perchlorure de fer a 30 % ou le

chlorure de fer III) si la bactérie est TDA-positive (Francois et al., 2016).

e S 7~ "\~ CH-COOH 7R ~~ "\ C0-COOH
’ NH » NH. - » coloration brune
. 2 ma U | s -
2 , K N 7

N NS
H H
(Tryptophane) (acide indol-pyruvique)

Figure 4.4 : Mise en évidence de la dégradation du tryptophane par une tryptophane

désaminase (Francois et al., 2016).
4.4.4.2.4. Test Clark et Lubs :
Principe :

Le bouillon Clark Lubs permet de différencier les Enterobacteriaceae en mettant en
évidence leurs voies fermentaires : la voie du butan-2,3-diol ou réaction de Voges-Proskauer

(VP) et la voie des acides mixtes ou réaction au rouge de méthyle (RM).
Protocole :

Ensemencer un tube contenant 5 ml du milieu Clark et Lubs a partir d'une culture pure
fraiche (18 a 24 heures). Laisser incuber pendant au moins 3 jours et au maximum 5 jours a

30 ou 37 °C avec un bouchon dévissé.

Réaction au RM : apres incubation, transvaser 2 ml du milieu dans un autre tube et ajouter 1 a
2 gouttes d'une solution a 0,5 % de RM dans 1'alcool a 60°, agiter et lire immédiatement. Le
RM différencie le processus de fermentation, il est jaune au-dessus d'un pH de 6.3 (réaction

négative) et rouge en-dessous de 4,2 (réaction positive).

Réaction de VP : apres incubation, transvaser 1 ml du milieu dans un autre tube et ajouter 0,5
ml d'une solution d'a-naphthol a 6 % dans 1'alcool a 90° (réactif VP1) et 0,5 ml d'une solution
aqueuse de soude NaOH a 16 % (réactif VP2), agiter fortement et attendre 10 a 15 minutes.
La fermentation du glucose par la voie du butan-2,3-diol se traduit par une faible acidification

du milieu ainsi que par la formation d'acétoine (3-hydroxy-butanone) au cours de la
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fermentation de 2-3-butyléne glycolique. En présence de a-naphthol en milieu basique,
I'acétoine forme un composé rose ou rouge en surface, indiquant la production

d'acéthylméthylcarbinol (réaction positive).

Figure 4.5 : Réalisation du test urée-indole et du test Clark et Lubs (Photo personnelle).
4.4.4.2.5. Galerie API 20E :
Principe :

L’utilisation d’une galerie API (Analytical Profile Index ou Appareils et Procédés
d'Identification) permet I’identification de MCO par la réalisation rapide et facile de tests
biochimiques miniaturisés. La galerie API 20E est constituée de 20 microtubes, contenant des

milieux de culture déshydratés, permettant d’identifier des bacilles a Gram négatif

appartenant a la famille des Enterobacteriaceae.
Protocole :

L’ensemencement de la galerie se fait en introduisant la suspension bactérienne dans
chaque micotube a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile, pointe appuyée a I’intérieur et sur le

coté pour éviter la formation de bulles.

Pour les tests encadrés, on remplit le tube et la capsule de suspension bactérienne.
Pour les tests soulignés, on remplit le tube de suspension bactérienne et la capsule d’huile de
paraffine. Alors que pour les tests qui ne sont ni encadrés ni soulignés, on remplit uniquement

le tube de suspension bactérienne.
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Apres incubation de 24 heures a 37 °C, on ajoute les réactifs de Kovacs pour le test

d'indole, TDA pour le test TDA, VP1 et VP2 pour le test VP.

Figure 4.6 : Réactifs utilisés pour la lecture de la galerie API 20E (Photo

personnelle).

Figure 4.7 : Réalisation de la galerie API 20E (Photo personnelle).
4.4.5. Antibiogramme par diffusion des disques :
Principe :

Apres isolement et identification d’Escherichia coli, un antibiogramme est réalisé sur
un milieu adéquat, la gélose MH ; I'antibiogramme a pour objectif de déterminer la sensibilité

de la bactérie aux différents ATB (AARN, 2014).
Protocole :
Préparation de I’inoculum :

Prendre une culture pure de 18 a 24 heures sur milieu d’isolement approprié ;
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Racler quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques, a 1’aide d’une anse de platine

ou d'un écouvillon pour prélever plus facilement les colonies bactériennes ;
Bien décharger 1’anse ou I’écouvillon dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile 2 0,9 % ;

Bien homogénéiser la suspension bactérienne qui doit avoir une turbidité équivalente a 0,5
MF (McFarland) ou une densité optique (DO) de 0,08 a 0,1 lue a une longueur d'onde de 625
nm sur un spectrophotometre (standard MF) ;

A noter que I'utilisation d’un densitometre est fortement souhaitable (AARN, 2014).
Ensemencement :

Le milieu MH doit étre coulé en boites de Pétri sur une épaisseur de 4 mm ;

Les géloses doivent étre séchées avant I’emploi ;

Tremper un écouvillon stérile dans 1’inoculum ;

L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube, afin de
décharger au maximum ;

Frotter I’écouvillon sur la totalit¢ de la surface gélosée seche, de haut en bas, en stries
serrées ;

Répéter 1’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur lui-méme ;

Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose ;

Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger 1’écouvillon a
chaque fois (AARN, 2014).

Disques d'ATB :

Nous avons testé 11 ATB différents (tableau 4.1), les disques sont déposés sur la surface de la
gélose sans dépasser 6 disques par boite. Apres avoir déposé les disques, les boites de Pétri

sont incubées en a 37 °C pendant environ 24 heures.
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Tableau 4.1 : ATB testés vis-a-vis des souches d'Escherichia coli 1solées.

ATB Abréviation | Charge (ug)

Amoxicilline AMX 30
Amoxicilline + acide clavulanique AMC 25
Céfixime CFM 5

Céfotaxime CTX 30
Gentamicine GNE 10
Amikacine AK 30
Fosfomicyne FF 50
Ciprofloxacine CIP 5

Acide nalidixique NA 30
Furane NIT 300
Triméthoprime + Sulfaméthoxazole COT 25

4.4.6. Test de sensibilité au miel :
4.4.6.1. Miels testés :

Nous avons testé 2 miels d'origine botanique différente : un miel unifloral de jujubier
de Palestine "_xlI" (miel A) originaire de la région de Mechria, Wilaya de Naama ; et un miel
de montagne multifloral : marier blanc "U=asY! sll", eucalyptus "wesHSI", figuier "cAl",
pistachier lentisque "s_»=l", ..." (miel B) de la région de Bougara, Wilaya de Blida. Les miels

ont été récoltés en 2021 et étaient stockés dans des flacons sombres a 1'abri de la lumiére.
4.4.6.2. Détermination de la CMI :

La sensibilité d'E. coli au miel est testée en déterminant la concentration minimale
inhibitrice (CMI) de ce dernier, pour ce faire, on met en ceuvre la méthode d'incorporation. Un
inoculum bactérien standard est préparé a partir d'une souche d'Escherichia coli de référence
ATCC 25922 selon les normes MF. Plusieurs dilutions de 10 a 20 % pour chaque miel sont
réalisées dans une gélose MH. Ces géloses sont ensuite ensemencées par la suspension
bactérienne standard par écouvillonnage (méme méthode que pour I'antibiogramme). La CMI
est la concentration du miel la plus faible a laquelle la croissance bactérienne est totalement

inhibée.
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Figure 4.8 : Miels (A et B) testés vis-a-vis d'E. coli (Photo personnelle).
4.4.6.3. Test de sensibilité des souches d'E. coli isolées aux miels :

La sensibilité des souches d'E. coli isolées est testée vis-a-vis des 2 miels, chaque miel

ala CMI qui lui est associée.

4.5. Résultats :

4.5.1. Préléevement :

Etant donné que l'acceés au laboratoire d'analyses médicales était limité en durée (2

semaines), 10 souches d'E. coli ont pu étre isolées.
4.5.2. Isolement d'Escherichia coli et observation macroscopique :

Sur le milieu Hektoen, Escherichia coli donne des colonies de grande taille, jaune

orangé a saumon, tout en étant 1égerement bombées et a bords réguliers ou irréguliers.

Figure 4.9 : E. coli sur le milieu Hektoen apres 24 heures d'incubation (Photo personnelle).
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4.5.3. Purification des colonies suspectes :

Sur la gélose GN, Escherichia coli donne des colonies rondes, bombées et lisses, de

grande taille (2 2 3 mm de diametre), et de couleur blanc grisatre.

Figure 4.10 : E. coli sur le milieu GN apres 24 heures d'incubation (Photo personnelle).
4.5.4. Identification bactérienne :
4.5.4.1. Observation microscopique apres coloration de Gram :

En microscopie photonique, les E. coli sont des coccobacilles, isolés, regroupés en

amas ou en petites chainettes. Ils sont de couleur rose, il s'agit donc de bactéries a Gram (-).
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Figure 4.11 : Observatoire microscopique d'E. coli apres coloration de Gram (Photo

personnelle).
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4.5.4.2. Identification biochimique :
4.5.4.2.1. Test d’oxydase :

Aucune tache violette n'a été observée sur le disque d’oxydase, et méme la coloration

du réactif d'oxydase est restée inchangée, E. coli est donc une bactérie a oxydase (-).

Figure 4.12 : Résultats du test d'oxydase pour E. coli avec le disque et le réactif (Photo

personnelle).
4.5.4.2.2. Test de catalase :

Une formation de bulles de gaz a été observée, E. coli est une bactérie a catalase (+).

Figure 4.13 : Résultat du test de catalase pour E. coli (Photo personnelle).
4.5.4.2.3. Test urée-indole :

La couleur du milieu urée-indole n'a pas viré apres l'incubation (uréase négative), une

formation d’un anneau rouge a la surface du milieu a été constatée apres 1'ajout du réactif du
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Kovacs (indole positif), avec 'absence d'une coloration brune ou marron foncé apres 1'ajout

du chlorure de fer III (TDA négative).

Figure 4.14 : Résultats du test urée-indole pour E. coli apres avoir ajouté le réactif de Kovacs

(Photo personnelle).

4.5.4.2.4. Test de Clark et Lubs :

Apres avoir ajouté le RM, le milieu prend la coloration de celui-ci. Le RM demeure
rouge renseignant sur la présence d'un milieu acide, ce qui correspond a une réaction RM (+),

E. coli fermente alors le glucose par la voie des acides mixtes.

Apres avoir ajouté les réactifs VP1 et VP2, il y a l'apparition d'une coloration rouge en

surface du milieu, E. coli est donc VP (+).

Figure 4.15 : Résultat de la réaction RM pour E. coli apres avoir ajouté le RM (Photo

personnelle).
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4.5.4.2.5. Galerie API 20K :

Apres avoir incubé la galerie API et apres avoir ajouté les réactifs qui lui sont propres,

nous avons obtenu un profil précis propre a la bactérie testée.

Figure 4.16 : Profil de galerie API 20E pour E. coli (souche 1) (Photo personnelle).

La lecture de la galerie API se fait par deux méthodes : méthode manuelle en
remplissant un gabarit de lecture dédié, servant d'une fiche technique, selon les résultats
trouvés et qui sera lue en la confrontant a un tableau fourni par le fabricant ; ou bien lecture

par un logiciel dédié en y communiquant les résultats trouvés.

Figure 4.17 : Profil d'E. coli (souche 1) sur le gabarit de lecture (fiche technique) dédié a la
galerie API 20E (Photo personnelle).
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Figure 4.18 : Profil d'E. coli (souche 1) sur le logiciel de lecture dédié a la galerie API 20E

4.5.5. Antibiogramme :

(Photo personnelle).

Les sensibilités et les résistances des souches d'E. coli isolées vis-a-vis des ATB sont

illustrées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 4.2 : Résultats des antibiogrammes pour les 10 souches d'E. coli isolées.

Souche | Souche | Souche | Souche | Souche | Souche | Souche | Souche | Souche | Souche

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AMX R R S S R R R S R S
AMC R R S S R R S S R S
CFM S S S S S S S S S S
CTX S S S S S S S S S S
GNE S S S S S S S S S S
AK S S S S S S S S S S
FF R S S S S S S S S S
CIP S S S S S S S S S S
NA S R S S R S S S S S
NIT S S S S S S S S S S
COT R R S S S R S S S S
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Figure 4.19 : Profil d'antibiogramme d'E. coli (souche 1) (Photo personnelle)
4.5.6. Test de sensibilité au miel :
4.5.6.1. Détermination de la CMI :

Pour le miel A, la souche d'E. coli de référence était totalement inhibée a partir de la
concentration de 15 % ; tandis qu'aucune croissance bactérienne n'a été constatée a la

concentration de 11 % pour le miel B.
4.5.6.2. Test de sensibilité des souches d'E. coli isolées aux miels :

La croissance bactérienne de toutes les souches d'E. coli isolées €taient bien inhibée a

la concentration de 15 % du miel A et de 11 % du miel B.

Figure 4.20 : Résultats du test de sensibilité au miel A a 15 % des souches d'E. coli isolées

(Photo personnelle).
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Figure 4.21 : Résultats du test de sensibilité au miel B a 11 % des souches d'E. coli isolées

(Photo personnelle).

4.6. Discussion :

Escherichia coli est le germe le plus responsable des IU (Emonet et al., 2011), et qui
touche généralement les femmes plus que les hommes (CMIT, 2020) ; dont 100 % de nos

échantillons d'urine montrent la présence de cette bactérie.

D’apres 1’étude menée par Benyagoub ef al., 2013 a Bechar, la présence d’E. coli
dans les IU a été enregistrée dans 82.8 % des échantillons. Une autre étude a été menée par
Malki et Berriche, 2019 au laboratoire de microbiologie au centre hospitalier universitaire
Nadir Mohammed a Tizi Ouzou, elle a montré qu'E. coli a été toujours en té€te des causes des

IU avec un taux de 48,76 %.

Cette prévalence d'E. coli trouvée dans notre étude (100 %) est différente de celles
trouvées par Benyagoub et al., 2013 et Malki et Berriche, 2019, ce qui serait di a l'effectif
limité des échantillons d’urine sur lesquels nous avons travaillé (10 échantillons), tandis que

les études précédentes ont travaillé sur 490 et 588 échantillons, respectivement.

L'étude de la sensibilit¢ des souches d'E. coli aux ATB a montré des niveaux tres
élevés de résistance pour l'amoxicilline (60 %) et I'association amoxicilline/acide clavulanique
(50 %). Le résultat pour la résistance a I’amoxicilline est en accord avec celui de Benyagoub
et al, 2013 (59.5 %). Par contre le résultat pour la résistance a 1’association
amoxicilline/acide clavulanique est plus ou moins en accord avec celui de Bentroki et al.,

2012 a Guelma (45 %), mais pas avec celui de Benyagoub et al., 2013 (69.23 %).
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La résistance accrue a 1’amoxicilline et amoxicilline/acide clavulanique pourrait étre
expliquée par le fait qu'ils sont les ATB les plus utilisés pour le traitement des maladies

infectieuses (Ait-Mimoune et al., 2022).

Les souches d'E. coli ont aussi montré une résistance plus ou moins élevée contre
l'association sulfaméthoxazole/triméthoprime, 1'acide nalidixique et la fosfomycine. Elle était
de 30 %, 20 % et 10 %, respectivement. Ces taux d'antibiorésistance enregistrés sont
différents de ceux rapportés par d'autres études réalisées en Algérie : Yahiaoui et al., 2015
ont rapporté une résistance de 36,7 % pour l'association sulfaméthoxazole/triméthoprime, de
34,7 % pour l'acide nalidixique, mais aucune résistance pour la fosfomycine ; tandis que Ait-
Mimoune et al., 2022 a Tizi-Ouzou ont trouvé une résistance de 53 % au

sulfaméthoxazole/triméthoprime et de 32,5 % a 1'acide nalidixique.

Par contre les souches d'E. coli étaient totalement sensibles (100 %) vis-a-vis du
céfixime, du céfotaxime, de la gentamicine, de 1'amikacine, de la ciprofloxacine et du furane.
Ces résultats se rapprochent plus ou moins de ceux obtenus par Bentroki ef al., 2012
et Yahiaoui et al., 2015, qui ont trouvé une sensibilité de 95 % et 93 % pour le céfotaxime,
90 % et 92 % pour la gentamicine, 96 % et 98 % pour l'amikacine, respectivement ; en
revanche ils s'éloignent de ceux trouvés pour la ciprofloxacine (82 % et 75,3 %,

respectivement) et pour le furane (82 %, rapporté par Bentroki et al., 2012).

La similitude de nos résultats avec ceux des autres auteurs s'expliquerait par le fait que
ces études ont été réalisées dans le méme terrain (Algérie) et le méme contexte d'utilisation
des ATB pour traiter les IU chez 'homme, il s'agirait donc des mémes souches bactériennes
circulantes. Néanmoins la différence des résultats pourrait aussi s’expliquer par la différence
de D’effectif des souches d’E. coli testées : notre étude (10 souches) ; Bentroki ef al., 2012
(680 souches) ; Benyagoub ef al., 2013 (405 souches) ; Yahiaoui ef al., 2015 (150 souches)
et Ait-Mimoune et al., 2022 (120 souches).

&



Partie expérimentale

Tableau 4.3 : Profils de résistance et de sensibilité en pourcentages des souches d’E.

coli isolées vis-a-vis des différents ATB testés.

ATB Résistance aux ATB (%) | Sensibilité aux ATB (%)
AMX 60 40
AMC 50 50
CFM 0 100
CTX 0 100
GNE 0 100
AK 0 100
FF 10 90
CIP 0 100
NA 20 80
NIT 0 100
COT 30 70

L'étude de la sensibilité des souches d'E. coli aux miels s'est effectuée par la recherche

de la CMI des miels testés en se servant d'une souche d'Escherichia coli de référence.

Nous avons trouvé une CMI de 15 % pour le miel A (miel unifloral de jujubier de
Palestine "_xd") et une CMI de 11 % pour le mile B (miel multifloral de montagne), dont

toutes les souches d'E. coli en étaient bien sensibles.

Les bienfaits médicinaux du miel ont été reconnus par la communauté médicale depuis
I'Antiquit¢é comme remede a des nombreuses maladies, en particulier sa propriété
antibactérienne, et cela a été prouvé par de nombreux scientifiques (Manisha et

Shyamapada, 2011 ; Bouacha et al., 2018 ; Bucekova ef al., 2018).

Cette activité antimicrobienne du miel pourrait étre due a son contenu important en
peroxyde d'hydrogene et puissants antioxydants, également a un pH naturellement bas qui ne
convient pas a la croissance des bactéries, et a la présence d'acides phénoliques, de lysozymes

et de flavonoides (Taormina et al., 2001).

L'activité antibactérienne des miels testés dans notre étude est plus significative que
celles d'autres miels testés en Algérie, dont les CMI signalées étaient largement supérieures a

la ndtre. En effet, les CMI rapportées par Yabrir et al., 2021 sur 4 échantillons de miels
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originaires d’un milieu steppique au sud de la Wilaya de Djelfa étaient de 12.5 % a 25 %.
Tandis que I'étude menée par Ahmed et al., 2012 sur 4 échantillons de miels d’origine
botanique différente a rapporté des CMI beaucoup plus élevées et qui variaient entre 56 % et

96 %.

D'autre part, l'activité antibactérienne de nos miels reste moins efficace que celles
d'autres miels algériens. Ahmed et al., 2011 ont testé 5 miels d’origine botanique différente
(miel d'agrumes, miel d'eucalyptus, miel de jujube, miel d'orange et un miel multifloral), les
CMI trouvées variaient entre 3 et 15 %. Les CMI enregistrées par Yabrir et al., 2021, en
testant 6 échantillons de miels originaires d’un milieu semi-aride nord de la Wilaya de Djelfa,

étaient de 7,5 % a 20 %.

Comparativement aux résultats de Ahmed et al., 2011 ; Ahmed et al., 2012 et Yabrir
et al., 2021, il s'avere clairement que le miel algérien présente un effet antibactérien sur les

souches d'Escherichia coli quelle que soit leur origine botanique.
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Conclusion

Conclusion

Les IU présentent un motif treés fréquent de consultation et de prescription médicale
dans le monde, les ATB ont été les seuls traitements utilisés pendant de nombreuses années
contre les infections d’origine bactérienne ; mais au fil de temps, et suite aux utilisations
irrationnelles et abusives des ATB dans le domaine médical, les ATB ont développé plusieurs
effets indésirables pour la santé humaine 1’antibiorésistances. Pour cette raison de nouvelles
études se sont intéressées a la recherche des produit médicinaux naturels alternatifs efficaces

contre les agents infectieux sans effets secondaires, particulierement le miel.

Dans notre étude, les souches d'Escherichia coli isolées des IU chez 1'étre humain ont
présenté des antibiorésistances importantes contre au moins 2 ou 3 ATB, alors qu'elles étaient
totalement inhibées a une CMI de 11 % et 15 % d'un miel multifloral et un miel monofloral,

respectivement.

Les ATB constituent un bon traitement contre les maladies infectieuses mais
présentent beaucoup d'effets indésirables croissants avec le temps, a savoir 1'émergence des
antibiorésistances. Contrairement au miel, il présente généralement peu voire aucun effet
secondaire, les bactéries ne peuvent conséquemment pas en développer une résistance ; il
pourrait donc constituer une alternative naturelle tres intéressante efficace vis-a-vis

d'Escherichia coli, qui est a la fois slire et peu coliteuse.

A l'issue de notre étude, nous nous permettons d'émettre quelques recommandations
suscitant de réaliser des expérimentations in vitro sur un plus grand nombre d'échantillons
pour pouvoir extrapoler l'effet antimicrobien du miel sur toutes les souches bactériennes de
I'espece en question, et des études sur d'autres especes bactériennes d'intérét médical. 11 est
également pertinent de mener ultérieurement d'autres travaux expérimentaux sur des étres
vivants (homme et animaux) afin de prouver 1’efficacité du miel in vivo. Enfin, I'une des
études les plus importantes que nous recommandons est la recherche des composants du miel

responsables de ses propriétés antibactériennes.
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