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Introduction

Le prophéte (bénédiction et paix sur lui) dit :"le miel est un remede pour chaque
maladie et le coran est un remede pour toute les maladies d'esprit, c'est pourquoi je vous

recommande les deux remedes : le coran et le miel” (rapporté par L'imam Boukhari).

Savez-vous combien le miel est important, cette nourriture produite par 1’abeille et

offerte a I'homme, par la grace de Dieu?

Le miel est la substance sucrée totalement naturelle est I’'un des produits issus de la
ruche employé depuis des millénaires par de nombreuses civilisations, pour ses qualités
nutritionnelles et ses utilisations thérapeutiques. Au cours de I’Antiquité le miel a eu une
valeur religieuse importante, il agit comme un antimicrobien, contre de nombreuses bactéries
(Chanaud, 2011). Parmi ces bactéries, Bacillus cereus est une bactérie ubiquitaire
responsable de toxi-infections alimentaires et d’infections opportunistes, locales ou

systémiques (Buisson et al, 1998).

L'impact des maladies infectieuses ne cesse de croitre dans le monde. Cela est di
généralement au phénomeéne de l'antibio-résistance. Pour cette raison, des études récentes
s'intéressent aux miels et leurs vertus thérapeutiques, vertus nutritives, curatives et
spirituelles. Par sa composition tres variée (sucres, vitamines, poly phénols..) ses
applications sont innombrables, selon leur origine florale, sur tous les systémes du corps
humain : croissance, systéme immunitaire, systeme respiratoire, systeme digestif. 1l agit aussi
sur la peau comme cicatrisants des plaies normales, surinfectées ou des brdlures. Le miel
naturel montre une activité cicatrisante importante. Outre son activité antibactérienne, il jouit
d'une propriété nettoyante et désinfectante (Merah et al, 2010).

C’est dans ce contexte, que s'inscrit notre travail dont l'objectif principal consiste a
étudier I'effet antibactérien du miel dilué sur le développement de Bacillus cereus, Cette idée
a été annonceée depuis plus de 14 siécles par notre prophete MOHAMED (bénédiction et paix

sur lui) qui insiste sur "boire du miel dilué".
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1.1. Définition du miel

Le miel est la substance sucrée naturelle produite par les abeilles de I'espéce « Apis
mellifera » & partir du nectar de plantes ou des sécrétions provenant de parties vivantes des
plantes ou des excrétions laissées sur celles-ci par des insectes suceur,qu'elles butinent,
transforment, en les combinant avec des matieres spécifiques propres, déposent, déshydratent,

entreposent et laissent marir dans les rayons de la ruche (Chanaud, 2011).
1.2. Différents types de miel

1.2.1.Miels de nectar
On distingue deux types de miels produits a partir du nectar:
» Miels mono floraux

Les miels mono floraux sont elaborés a partir du nectar provenant

majoritairement d’une espéce végétale dominante (45% de pollen de cette espece et plus)

(Chanaud, 2011).
» Miels poly floraux

Comme son appellation I'indique, ce miel provient de butinage par les abeilles a
partir de plusieurs nectars provenant de plusieurs espéeces végétales différentes (aucune

dominance d'une espece végétale) (Chanaud, 2011; Clément, 2014).

1.2.2. Miel de miellat

Miellat c'est la substance coulante et sucrée sécrétée par les pucerons ou d'autres
insectes (cochenilles, psylles ou cigales) se nourrissant de la séve des plantes et dont ils

recouvrent fréguemment les feuilles et les tiges (Marchenay, 1988; Richard, 2013).
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1.3. Valeurs thérapeutiques du miel

a. Valeurs nutritionnelles

Grace a sa teneur riche en sucres simples (fructose, glucose), le miel est dot¢ d’un
pouvoir sucrant plus important que celui du sucre raffiné (saccharose) et avec un apport
calorique beaucoup moins important (25% calories en moins). De ce fait le miel :

» Satisfait les besoins énergétiques de 1’organisme surtout pour les sportifs, les personnes
fatiguées, les enfants et les personnes agées car il est rapidement assimilé ;
» Favorise la calcification osseuse et dentaire;

Facilite ’assimilation des aliments, d’ou une meilleure digestion et un meilleur
transit intestinal; et posséde un pouvoir antioxydant permettant de prévenir ’apparition de
certains cancers (Oudjet, 2012).

b. Valeurs médicinales

Traditionnellement, le miel est considéré comme un médicament ou un tonique,
plutot qu’une nourriture quotidienne. De nos jours, le miel est de plus en plus reconnu pour
ses propriétés curatives et antibactériennes lorsqu’il est ingéré oralement ou appliqué comme
traitement des bralures ou des blessures (Bradbear, 2009).

Parmi ces valeurs médicinales on a :
-Renforce le systeme immunitaire
-Combat I'insomnie, la fatigue et I’anémie grace a sa richesse en sucre
-Soigne les ulceres, les brdlures, les plaies infectées
- Calme la toux et soulage les maux de gorge
-Permet de prévenir 1’apparition de certains cancers
-Augmente I'énergie.
c. Pouvoir antibactérien

Le miel ou ses composants isolés pourraient étre d’une grande valeur pour la
prévention et le traitement des infections causées par des bactéries résistantes aux
antibiotiques. (Nathalie, 2012).
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11.1.Définition

Les bactéries du groupe Bacillus cereus appartiennent & la famille des Bacillaceae et au
genre Bacillus, rencontrées dans le sol, 1’eau, les poussiéres, les plantes et les matiéres fécales
de I’homme et des animaux (Buisson et al, 1998). Bacillus cereus est un long bacille

(batonnet) de forme réguliere et souvent en courte chaine, qui est mobile.
I1.2. Taxonomie

Bacillus cereus est une bactérie pathogénes Gram positif sporulée, aéro-anaérobie
facultative et thermorésistante ; elle peut produire deux types de toxines : la premiere est dite
émétique, c'est-a-dire qu'elle se manifeste par des nausées et des vomissements, la deuxieme
se manifeste par l'apparition de diarrhées (Cadel et Messio, 2006). Bacillus cereus est
caractérisée par une température optimale de croissance de 30-37°C mais elles sont capables
de croitre de 4°C & 50°C et un pH optimal entre (4,5 et 7) selon les espéces (Konig, 2016).

11.3.Pouvoir pathogene

B. cereus est responsable d’intoxinations se traduisant par des symptomes émétiques et de
toxi-infections caractérisées par des symptomes diarrhéiques. Les maladies a symptomes
émeétiques sont causées par I’ingestion d’une toxine, le céreulide, produite dans I’aliment au
cours de la croissance de B. cereus. Les maladies a symptdmes diarrhéiques seraient causées
par l’ingestion de cellules et/ou de spores de B. cereus, suivie d’une production

d’entérotoxine dans l'intestin (anses, 2011).

11.4. Classification le tableau ci-dessous représente la classification de la Bacillus cereus
(Eric, 2008).

Regne Bacteria
Division Firmicutes
Classe Bacilli
Ordre Bacillales
Famille Bacillaceae
Genre Bacillus
Espece Bacillus cereus



https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A8gne_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eubacteria
https://fr.wikipedia.org/wiki/Division_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Firmicutes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Classe_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacilli
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ordre_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacillales
https://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacillaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacillus
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|.1.0Dbjectif de travail

L’objectif de notre travail est l'estimation de 1’effet antimicrobien du miel dilué et la

détermination de la concentration minimale inhibitrice de développement de Bacillus cereus.

1.2. Lieu et période de travail

Notre travail a été reéalise au niveau du laboratoire de Microbiologie de la faculté des sciences de

la nature et de la vie de I'université Ibn Khaldoun de Tiaret pendant la période de 08 Février

jusqu’au 31mars2017.

1.3. Matériels utilisés

1.3.1. Matériel biologique

Le miel utilisé est d’origine locale « Tiaret », il est stocké dans un endroit frais et a fin de le
protéger contre la lumiere, sa date de récolte ainsi que son origine géographique et florale sont

présentés dans le tableau N°01.

Tableau N°01:Origine et date de récolte de miel étudié.

Origine florale Origine géographique Date de récolte
Poly florale Commune de Mellakou Juillet 2016
(Tiaret)
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Photo N°01: Echantillon de miel.

1.3.2. Souche bactérienne

La souche bactérienne utilisé est Bacillus cereus (ATCC : 11778), elle provient du laboratoire de
recherche : valorisation et amélioration des productions animales locales; Institut des sciences

vétérinaires de ’université Ibn Khaldoun. Tiaret.
1.3.3. Matériels de laboratoire utilisés

Le matériel de laboratoire utilisé dans notre expérimentation est récapitulé dans le tableau N°02.
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Matériels et Méthodes

Tableau N°02 : Matériels de laboratoire qui sont utilises.

Appareillages et autre matériels

Verreries

Milieux de culture et réactifs

Balance électrique (Sartorius)
Bec bunsen

Agitateur (Stuart)
Microscope optique (Optika)
Bain marie

Réfrigérateur (Cristor)
Plaque chauffante

Etuve (Memmert)
Autoclave (Memmert)

Four pasteur (Memmert)
Vortex (Techno Kartell)
Spectrophotometre (Pharmacia
Biotech)

Micropipettes

Embouts

Boites de pétri

Portes tubes

Pince en bois

Spatule

Seringue

Cuves

Appareil photo numérique
Bac de coloration

Support du bac

Gants

Etiquettes

Scotch

Papier Josef

Eprouvettes graduées
Béchers

Tubes a essais
Lames

Pipettes pasteur
Flacons

Gélose nutritive
Bouillon nutritif
Gélose Mueller Hinton
Bouillon Mueller Hinton
(Voir Annexe 02).
Solution de violet de
gentiane

Solution de lugol
Solution de fuchsine
Alcool

Huile d’immersion

Eau distillée
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1.4. Méthodes

1.4.1. Protocole expérimental

L'ensemble des étapes expérimentales réalisées st indiquée dans la figure N°01:

Miel: entretien et pesage Bactérie
Préparation des gammes de dilution Confirmation de la pureté
D|Iut|on_da_rls, de I’eau Dllq::on dansllle _ e o Examen
distillée bouillon Mueller Hinton caractéristiques microscopigue
morphologiques (Coloration de
des colonies Gram)

| |
!

Etude de I’effet Standardisation de 1’inoculum a
— antibactérien A 10’germes/ml. (D.0=0.10)sur I’échelle
1 0.5 Macfarland.

Méthode de diffusion sur gélose

/ N

Technique d’incorporation Technique des puits

\ /

Incubation a 37°C pendant 24h

Y

Détermination de la CMI et des coefficients d’inhibition

Figure N° 01 : Schéma représentatif du protocole expérimental.
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1.4.2. Tests microbiologiques

1.4.2.1. Préparation des aliquotes bactériens

La préparation des aliquotes a éte faite selon les étapes suivantes :

% Prendre des colonies de Bacillus cereus a partir d'une culture jeune ;

*

Ensemencer ces colonies sur 03boites de pétri contenant la gélose nutritive ;
Incuber a 37°C pendant 24h ;
% Aprés I’incubation, Prendre une colonie & partir de chaque boite de pétri ;

*

% Introduire chaque colonie dans un tube a essai contenant 5ml de bouillon nutritif ;

% Agiter par un vortex ;

¢+ Incuber a 37°C pendant 24h ;

% Conservation des aliquotes a 4°C pendant 24h.

Avant chaque usage, la suspension bactérienne est réactivée par incubation d'une a

deux heures a une température appropriée (37°C).

1.4.2.2. Confirmation de la pureté de la souche

a. Macroscopique

Pour les examens macroscopiques de bactéries communes, aérobies strictes et anaérobies
facultatives, les souches bactériennes doivent étre cultivées sur un milieu gélosé solide en boite
de pétri et dans un milieu liquide en tube, afin de déterminer les caracteres culturaux de ces
bactéries (Delarras, 2007).

En condition d’asepsie :

% Prélever a I’aide d’une pipette Pasteur une goutte de la suspension bactérienne, et
ensemencer par des stries sur le milieu GN ;
% Incuber la boite dans 1’¢tuve a 37°C pendant 24h ;

% Les caractéristiques macroscopiques des colonies sont determinées.
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b. Microscopique

L’examen microscopique apparait comme la premicre étape de 1’é¢tude d’une bactérie.Le test

réalisé est la coloration de Gram (Voir Annexe 03 ).
1.4.3. Dilution du miel

La dilution du miel a été effectuée dans deux supports différents (eau distillée et bouillon Mueller
Hinton).

1.4.3.1. Dilution dans de I’eau distillée

La dilution dans de I'eau distillée est indiquée dans le tableau N° 03.

Tableau N °03 : concentrations du miel dans de 1’eau distillée.

Miel(SM) en | (%) du miel Eau distilléeen | (%) du I’eau Concentration
(ml) (ml) distillée du miel
4,5 90 0,5 10 11.4g/ml
4 80 1 20 5.06g/ml
3,5 70 1,5 30 2.93g/ml
3 60 2 40 1.9g/ml
2,5 50 2,5 50 1.24g/ml
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1.4.3.2.Dilution dans le milieu BMH
La dilution dans le milieu est indiquée dans le tableau N° 04.

Tableau N °04 :Concentrations du miel dans le milieu (BMH)

Miel(SM) en (%) du miel Milieu (B.M.H) | (%) du milieu | Concentration
(ml) en (ml) (BMH) du miel
4,5 90 0,5 10 11.4g/ml
4 80 1 20 5.06g/ml
3,5 70 15 30 2.93g/ml
3 60 2 40 1.9g/ml
2,5 50 2,5 50 1.24g/ml

|.4.4.Préparation et standardisation de I’inoculum

La préparation de I’inoculum est réalisée selon les étapes suivantes :
% Prélever des colonies de Bacillus cereus (ATCC : 11778) ;

% Transvaser dans un tube contenant 5ml de bouillon nutritif : émulsionner les colonies sur
le bord du tube ;

%+ Agiter par le vortex ;

% A I’aide d’un spectrophotométre : standardiser 1’inoculum a 10'germes/ml sur I’échelle 0.5

Macfarland.

1.4.5. Méthode de diffusion sur gélose

1.4.5.1.Technique d’incorporation

Elle consiste a incorporer I’antibiotique a des séries de milieux de culture liquides ou solides et a
déterminer dans des conditions expérimentales rigoureusement définies, la plus petite
concentration capable d’inhiber la croissance du germe considéré ou concentration minimale

inhibitrice « C.M.I » (Bourdon et Marchal, 1973).

11
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Les concentrations du miel dans la technique d' incorporation est indiquée dans les tableaux

N°05 et 06.

Tableau N°05: Concentration du miel dans la technique d'incorporation (Miel dilué dans de

I’cau distillée).

N° Des tubes | (%) du miel | Miel dilué (%) de la Gélose Concentration
utilisés Dans de en (ml) Gélose Mueller finale du miel
I’eau Mueller Hinton en
distillée Hinton (ml)

01 90 1 10 9 1.14g/ml

02 80 1 20 9 0.506g/ml

03 70 1 30 9 0.293g/ml

04 60 1 40 9 0.19g/mi

05 50 1 50 9 0.124g/ml

Tableau N°06 : Concentration du miel dans la technique d'incorporation (Miel dilué dans le

milieu BMH).
N° Des tubes | (%) du miel | Miel dilué | (%) du Gélose Gélose Concentration
utilisés Dans le milieu | en (ml) Mueller Mueller finale du miel
(BMH) Hinton Hinton en
(ml)
06 90 1 10 9 1.14g/ml
07 80 1 20 9 0.506g/ml
08 70 1 30 9 0.293g/ml
09 60 1 40 9 0.19g/ml
10 50 1 50 9 0.124g/ml
11 0 0 100 10 Og/mi
(Témaoin)
()
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-Les étapes de la technique d’incorporation :

o o o
e e **

X/
°e

X/
°e

Transvaser dans chaque tube a essai 1ml du miel dilué avec 9ml du Gelose Mueller
Hinton et pour le témoin 10 ml de gélose seule ;

Agiter les tubes par un vortex ;

Couler dans les boites de pétri ;

Etaler en surface de chaque boite de pétri 100uL d’inoculum standardisé ;

Apreés solidification, les boites sont incubées & 37°C pendant 24h ;

La méthode de I’incorporation de miel dilué en milieu solide est présentée dans la figure
N° 02.

13
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1.4.5.2. Technique des puits

L'antibiogramme a pour but de déterminer la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) d'une

souche bactérienne vis-a-vis de divers antibiotiques.

La détermination de cette valeur est peu précise, mais elle est consacrée par l'usage et elle
bénéficie d'une masse importante d'informations recueillies a son sujet.

Le but de la réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’un germe a un ou
plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement thérapeutique. 1l sert également :

- A la surveillance épidémiologique de la résistance bactérienne ;

- A I’identification bactérienne par la mise en évidence de résistances naturelles.
(Burnichon, 2003).
-Les étapes de la technique des puits sont :

% Mettre 20ml de Gélose Mueller Hinton dans des boites de pétri. Laisser solidifier ;

% Etaler, par rateau ,100 pl d'inoculum (10" germes/ ml) a la surface de la Gélose ;

%+ Apres séchage des boites pendant 15 min, on creuse deux petits puits/boite dans la gélose
en utilisant la partie supérieure d’une pipette Pasteur;

% Les cavités ainsi formées sont remplies par 50 ulL/puits de la solution aqueuse du miel
dilué;

% Les boites sont mises a incubées dans un incubateur a 37°C pendant 24h ;

% L’action inhibitrice se manifeste par la formation d’une auréole autour des puits ;

» La lecture des résultats s’effectue par mesure des diameétres des zones d’inhibitions.

La technique des puits est utilisée uniquement pour les concentrations de miel dans de I’eau

distillée ayant donnée un effet inhibiteur dans la technique d'incorporation.

15
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a. Détermination des coefficients d’inhibition et ’activité bactérienne

Les coefficients d’inhibition et 1’activité bactérienne sont calculés par les équations suivantes :

dzi
C = X 100

C,: Coefficient d’inhibition.

d,; : Diamétre de la zone d’inhibition.

dy, : Diamétre de la boite de pétri

‘ Ag=100% - C, \

Ag : Activité bactérienne.
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Chapitre 11 Résultats et discussion

I1.1.Reésultats et interprétation
11.1.1.1dentification de la souche

a. Aspect macroscopique

L’examen macroscopique a permis de déeceler des colonies de couleurs blanches, d’aspect

granuleux.

Photo N°02 : Aspect des colonies de Bacillus cereus sur GN.

b. Aspect microscopique (coloration de Gram)

L'aspect microscopique montre que les cellules sont des batonnets , Gram positif (+) et

groupés en paires ou en chainettes courtes.

Photo N° 03: Observation microscopique de Bacillus cereus par G x100.
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Selon Neuchatel (1996), Les souches de Bacillus cereus sont des bacilles a Gram positif de
1,4 um habituellement observés en paires ou en chainettes courtes, colonies blanches d’aspect

granuleux font entre 2 et 7 mm de diameétre.

11.1.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice sur gélose
a. Technique d’incorporation

» Le miel dilué dans de I’eau distillée
Les résultats de I’effet de miel dilué sur le développement de Bacillus cereus par la
méthode d’incorporation sur milicu solide sont présentés dans le tableau N°07 et les
photos N°04, 05,06.

Tableau N°07 : Résultats de I’effet de différentes concentrations de miel dilué dans

de I’eau distillée sur le développement de Bacillus cereus.

(%) du miel Volume de miel Volume de milieu
Dans de I’eau dilué en (ml) GMH en (ml) Résultats
distillée
90 1 9 +
80 1 9 ++
70 1 9 +++
60 1 9 ot
50 1 9 +++++
0 0 (témoin) 10 +++++
+ : une faible charge ++ : Une charge élevée
+++ : Une charge trés élevée ++++ : Une nappe de colonie

+++++ : Une nappe fortement chargée

18
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Témoin 10% 20%

Photo N°04 : Effet de miel dilué a 10 % et 20% dans de I'eau distillée.

Témoin 30% 40%

Photo N°05 : Effet de miel diluéa 30% et 40 % dans de I'eau distillée.

19
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Témoin 50%

Photo N°06 : Effet de miel dilué a 50 % dans de I'eau distillée.

D’apres les résultats obtenus, On constate que le développement de Bacillus cereus a
des concentrations de 50% et 60% est comparable avec le témoin; par contre dans les
concentrations de 70% et 80% il y’a eu une diminution du développement. Cette diminution

est importante au niveau de la concentration de 90%.
» Le miel dilué dans le milieu (BMH)

Les résultats de I’effet de miel dilué sur le développement de Bacillus cereus par la
méthode d’incorporation sur milieu solide sont présentés dans le tableau N°08 et les photos
N°07, 08,09.
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Tableau N°08 : Résultats de 1’effet de différentes concentrations de miel dilué dans le milieu

GMH sur le développement de Bacillus cereus.

(%) du miel Volume de miel Volume de milieu
Dans le milieu (BMH) dilué en (ml) GMH en (ml) Résultats

90 1 9 ++
80 1 9 +++
70 1 9 +++++
60 1 9 +++++
50 1 9 +++++
0 0 (Témoin) 10 +++++

++ : Une charge élevée +++ : Une charge trés élevée

+++++ : Une nappe fortement chargé

Témoin 10% 20%

Photo N°07 : Effet de miel dilué a 10 % et 20% dans le BMH.
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Témoin 30% 40%

Photo N°08 : Effet de miel dilué a 30% et 40% dans le BMH.

Témoin 50%

Photo N°09: Effet de miel dilué a 50% dans le BMH.

D’aprés les résultats obtenus, On constate que le développement de Bacillus cereus dans les
concentrations de 50%, 60% et 70% est comparable avec le témoin, et dans les concentrations
de 80% et 90% il y’a eu une faible diminution de développement.

b. Technique des puits

L’évaluation de l'activité antimicrobienne du miel dilué est basée sur les mesures des
diamétres en (cm) des halos d’inhibition de différentes dilutions de miel.
Les résultats de 1’évaluation de 1'activité antimicrobienne du miel dilué sont présentés dans

les photos N°10,11 et 12 et dans le tableau N°09.

22

——
| —



Chapitre 11 Résultats et discussion

10% (Dilution dans de I’eau distillée)

Photo N°10 : Effet du miel dilué a 10% sur le développement de Bacillus cereus.

20% (Dilution dans de I’eau distillée)

Photo N°11 :Effet du miel dilué a 20% sur le développement de Bacillus cereus.

30% (Dilution dans de 1’eau distillée)

PhotoN°12 : Effet du miel dilué a 30% sur le développement de Bacillus cereus.
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Tableau N°09 : les diamétres des halos d'inhibition en (cm).

Concentration (%) de la Les diameétres C,en (%) Ag en(%o)
du miel en (g/ml) dilution en (cm)
114 10 1.5 17.64 82.36
5.06 20 0.7 8.23 91.77
2.93 30 00 00 100

D’apres les résultats, on constate que le coefficient d’inhibition diminue lorsque la

concentration du miel diminue (autrement dit quand la dilution augmente) et par conséquence

I’activité bactérienne augmente. Pour la dilution 30% I’activité bactérienne est égale 100% et

le coefficient d’inhibition est égale 00%(une tolérance maximale).

82,36

10%

m Coeffcient d'inhibition

91,77

= Activité bactérienne

20%

30%

100

Figure N°03 : Coefficient d’inhibition et I’activité bactérienne .

——
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11.2.Discussion générale

Dans notre étude, le miel utilisé a différentes concentrations (90, 80, 70, 60, 50%) a été testé

pour son activité antibactérienne contre Bacillus cereus.

En effet I’étude de cette activité antibactérienne a été déterminée par la méthode de diffusion

sur gélose (Technique d’incorporation et technique des puits).

Le miel dilué dans de I'eau distillée a montré une activité antibactérienne contre la souche
microbienne étudiée, la concentration minimale inhibitrice est obtenue a une concentration de
70%. En revanche, le miel dilué dans le milieu de culture montre une inhibition a une

concentration minimale inhibitrice de 80%.

L’incorporation du miel dilué par le milieu provoque une dilution du miel donc une activation

du glucose oxydase d’ou libération d’eau oxygénée (Mazouz, 2011).

D'apres Bogdanov et Blumer, (2001), L’eau oxygénée (H,O;), aussi appelée peroxyde
d’hydrogene, est considérée comme la principale inhibine contenue dans le miel, cette
substance résulte de I’oxydation de I’eau et du glucose. Cette oxydation est provoquée par une

enzyme sécrétée par I’abeille Selon la réaction suivante:

[ Glucose-oxydase + glucose + H,O =——p H,0, + acide gluconique }

D’aprés les résultats de 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne par méthode de puits, nous
avons constaté que I’effet antibactérien du miel dilué est plus important avec les échantillons
moins dilués.

Le miel dilué a 10% et 20% s’avére avoir un effet inhibiteur mais a partir de 30% et plus
aucun effet inhibiteur n'a été constaté.

D’aprés Merah et al, (2010),l'effet antimicrobien du miel peut partiellement étre expliqué par
son contenu important en enzyme, la glucose oxydase qui active la transformation du
glucoseen acide gluconique et en peroxyde d'hydrogene. L'enzyme reste active tous le
tempsde latransformation du nectar en miel. Dans le miel mdr, I'enzyme n'est plus active mais
reste intacte. Sile miel est dilué avec un peu d'humidité, I'enzyme est réactivée. Cette idée est
surmontéedans les habitudes du prophéte (bénédiction et paix sur lui) de prendre le matin un

verre d'eau contenant une cuillerée de miel.
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La formation de I’eau oxygénée est en outre influencée par la chaleur et la lumiére. Ces
derniéres altérent la glucose-oxydase et ralentissent ainsi la production d’eau oxygénée. Etant
donné que I’eau est indispensable au processus d’oxydation, ’eau oxygénée se forme

uniquement dans le miel non mar. Dans le miel mdr, le processus est bloqué
(Bogdanov et Blumer, 2001).

Il est a signaler que le miel dilué reste moins efficace que le miel pur. Les résultats obtenus
ultérieurement sur I'effet antibactérien du miel pur ont montré une inhibition plus

importanteou des coefficients d'inhibition élevés ont été enregistrés (Chebbah, 2015).
D’apres Hoyet, (2005) Le miel posséde une activité antibactérienne en raison de :

» sa haute osmolarité (il possede une haute concentration de sucres),

> son pH acide (pH 3-4) qui empéche la survie et le développement des bactéries.

» Ses acides organiques libres ou combinés sous forme de lactones (0,3%), le principal
d'entre eux étant I'acide gluconique, issu de la digestion enzymatique du glucose. lls

sont responsables de 1’acidité du miel et de son golit caractéristique.

Les propriétés antibactériennes sont aussi attribuées sa richesse en caroténoides,

flavonoides et composés phénoliques.
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Conclusion

Les bienfaits des substances naturelles sont multiples et différents selon leur nature et
leur type. En effet depuis I’antiquité ont été utilisées comme des remédes contre plusieurs

pathologies et maladies dans la santé humaine.

Le miel est une substance naturelle, constitue une source de biomolécules d'intérét
pharmaceutique, plusieurs études ont montré de vertus diverses de cette substance. Ainsi
I'objectif de cette étude était I'évaluation de I'effet du miel dilué sur le développement d'une
souche opportuniste Bacillus cereus. L'évaluation a été faite en utilisant deux supports de
dilution (Eau distillée et Bouillon Mueller Hinton ). Deux techniques ont été testé, technique
d'incorporation et technique de puits, a fin d'étudier I'impact de la technique sur I'effet

antimicrobien du miel dilué.

Les résultats obtenus ont montré que le miel dilué présente une activité
antibactérienne appréciable, I'eau distillée s'est révélé plus efficace pour avoir une activité

importante de miel.

Les coefficients d'inhibition obtenus par technique de puits sont faibles. La meilleure

inhibition (17.64%) obtenue a une dilution de 10% de miel soit une concentration de
1.14 g/ml.

Cette étude préliminaire peut révéler I'importance du miel dilué a fin d'avoir une

activité antimicrobienne appréciable.
L'étude nécessite d'étre approfondie par d'autres études permettant:

- Evaluation de l'effet de la dilution sur l'activité antibactérienne en testant des

concentrations plus élevées;

- La dilution du miel par l'eau distillée entraine une réactivation des enzymes
responsables de la libération de I'acide gluconique et de peroxyde d'hydrogene, il serait donc

intéressant d'étudier leur implication dans I'activité antibactérienne;

- d'élargir I'é¢tude sur d'autres souches microbiennes plus sensible au peroxyde

d'’hydrogéne.

——
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Glossaire

-Apiculteur : Personne qui éleve les abeilles.

-Bactericide :correspond a une action léetale sur les bactéries (Delarras, 2007).
- Bactériostatique : correspond a un ralentissement de la croissance d’une
population bactérienne, pouvant aller jusqu'a l'arrét de la croissance
(Burnichon, 2003).

-Définition de la dilution: Une dilution consiste a prélever un volume
détermin€ d’une solution initiale et a y rajouter un volume déterminé d’eau
distillée pour obtenir une solution finale de concentration plus faible « solution
diluée » (La chimie, 2012).

-la coloration de gram : C’est une coloration de base de la bactériologie
(Bourdon et Marchal, 1973).

-Méthodes d’ensemencement : ont pour but de porter sur un milieu neuf,
liquide ou solide, une culture bactérienne pure ou mélangée (Roy, 1979).
-Nectar : Liquide sucre produit par les fleurs.

-Repiquage d’une culture : est une méthode qui permet de transférer celle-ci
d’un milieu appauvri a un milieu neuf afin de conserver la vitalité premiére de la

culture en cause (Bourdon et Marchal, 1973).
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Annexe 01

Les normes des composants physico-chimiques (programme) Mixte
FAO/OMS sur les normes alimentaires, 2006.

Caractéristiques mesurées Normes
Teneur réel en eau (humidité) Inf ou égale a 21%
Teneur en sucre totaux Sup ou égale a 6%

PH De3.91a4.8
Acidité Inf ou égale a 50meq/kg
Conductivité électrique Inf ou égale a 0.8ms/cm




Annexe 02
Composition des milieux de cultures
1/ Le bouillon nutritif (milieu de base; complexe; liquide)

-Extrait de viande 5g

-Bacto-peptone 10g
-Chlorure de sodium 5¢
-Eau distillé 1000ml
-PH 7.2-7.4

Stérilisation par autoclavage, 15min a120°C.

2/ La gélose nutritive

-Extrait de viande 5¢

-Bacto -peptone 10g
-Chlorure de sodium 5¢
-Eau distillé 1000ml
-PH 7.2-74

-Agar 20g

Stérilisation par autoclavage, 15min a120°C.



3/ Bouillon Mueller Hinton

-Infusion de viande de beeuf 300g
-Hydrolysat de caséine 17,59
-Amidon de maisl,5¢g

-Eau distillée 1000ml

Ajuster a pH 7,4 répartir en tubes ou en flacons Autoclave a 120°C pendant 15mn.

4/ Geélose Mueller Hinton

-Infusion de viande de beeuf déshydratée 300g
-Hydrolysat de caséine 17,59

-Amidon de maisl,5¢g

-Eau distillée 1000ml

-Agar 139

La gélose MH a servi de milieu de base pour 1’étude des antibiotiques.



Annexe 03

Coloration de Gram

Trés ancienne (1883), elle a été découverte d’une maniére fortuite par le savant Gram ; puis
elle a été appliquée par Roux a I’identification des especes bactériennes. Elle est ensuite

devenue I’'une des bases de la classification des bactéries (Bourdon et Marchal, 1973).

La coloration de Gram permet de déceler chez les bactéries une différence de composition
chimique qui coincide avec des differences de comportement physiologique absolument
fondamentales (Roy, 1979).

PRINCIPE

La coloration de Gram est une coloration différentielle : Elle permet de classer les bactéries
en deux groupes sur base de la perméabilité¢ de leur paroi a 1’Alcool. Cette perméabilité
dépend de la composition de la paroi bactérienne « épaisseur de la paroi liée a sa richesse en

peptidoglycanes » (Gillet et al, 2009).



Le mode opératoire de la coloration de Gram
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les seules bacteries a paroi
fine,

Sur coloration a la fuchsine
(rouge) qui recolore les
bactéries decolorées.




Annexe 04

La pesee de miel

Tube N° 01

Tube N° 02

Tube N° 03

Tube N° 04

Tube N° 05

-Tube vide=22,3¢

-Tube contenant 4,5ml de

miel=28g

28-22, 3= 5,79

579 —»4,5ml

X

4 ml

579 — 4,5ml

X 3 5|

X=%;

579 —»4,5ml
X — 3|

X=3;

579 —— 4,5ml

X

2,5ml




Annexe 05

ectrophotometr

= A= 625
DO=0.10

—

‘ Prélever des colonies I

‘ Standardisation de I'inoculum 3 10’germes/ml sur I'échelle 0.5Mac |



Annexe 06

Les calculs des coefficients d'inhibition et de I'activité bactérienne

(%) de la dilution

Les coefficients

L’activité bactérienne

d'inhibition
Ag=100% - 17.64%
10 1.5
C= X 100
c\._%szw{
0.7 Ag=100% - 8.23%
20 Ci= X 100
8.5
Ap=91.77%
C|— D 00
00
30 C= X 100 Ag=100% - 0%
8.5

Ci=

Ag=100%




Annexe 07

a. Calculs de la concentration du miel (Dilué dans de I’eau distillée et dans

le milieu BMH).
Tube N° 01 Tube N° 02 Tube N° 03 Tube N° 04 Tube N° 05
5, 7 (e 0,5m1 5.069 Iml | 4.4q 1.5ml | 3.8g 2ml | 3.1g 2.5ml

X———— 1ml

X ——— 1ml

X ———1ml

X — 1ml

X —— 1ml

X=TH4.g/ml X=5; ml X=2-93g/ml X=19g/ml X=1249/ml
b. Calculs de la concentration finale du miel
Tube N° 01 Tube N° 02 Tube N° 03 Tube N° 04 Tube N° 05
11.4 5.06 2.93 1.9 1.24
10 10 10 10 10
M M M 0.19g/ml 0.124g/ml




Résumé

Le développement de la résistance chez des bactéries pathogénes responsables d’infection
communautaire et d’apparition de bactéries multi-résistantes est un sujet d’inquiétude majeur
pour les instances sanitaires. L’essor récent de 1’api thérapie offre une opportunité pour
trouver des substances bioactives naturelles susceptibles d’exercer des effets bénéfiques sur la
santé humaine et animale en évitant les effets secondaires des substances synthétiques parmi

les divers produits apicoles, le miel présentant de telles propriétés.

Notre étude visait 1’évaluation de 1’effet antibactérien du miel dilué sur Bacillus cereus par la

technique de diffusion sur gélose afin de déterminer les différents parametres d’inhibition (CMI,

Ci Ag).
Les résultats obtenus montrent clairement I’impact du miel dilué sur la sensibilité bactérienne.

Mot clé : miel dilué, effet antibactérien, agent pathogéne, CMI, Bacillus cereus
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