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Introduction générale

Aujourd’hui, Les microbes sont devenus résistants & un nombre croissant des
traitements chimiques et qui entrainent des infections difficiles a traiter dans le monde
(Roberts et al., 2015). Face a ce constat, les scientifiques s’intéressent de plus en plus aux
produits naturels susceptibles d’agir comme des antibiotiques mais sans créer de résistance
(Alix Lefief-Delcouri, 2014), et le miel est I’'un des plus anciens médicaments traditionnels
utilisés (Manisha Deb et al., 2011).

Le miel est un produit utilisé depuis I'antiquité comme remede dans de nombreuses
cultures et communautés, et est considéré comme une partie importante de la médecine
traditionnelle (Farzana et al., 2016; Bogdanov et al ., 2008).

L'importance du miel pour les vivants est largement soulignée dans plusieurs textes
classiques grecs comme L'lliade et L'Odyssée d'Homere, les écrits philosophiques d' Aristote
(Claude Viel et Jean-Christophe Doré, 2003), plusieurs vertus sont attribuées au miel
grace a leur propriétés thérapeutiques et antimicrobiennes, [(Al-Mamary et al., 2002)
(Lobreau-Callen et al., 2000)].

La prévention et le traitement de diverses infections dues a une grande variété
d’organismes et la promotion de la cicatrisation des plaies chirurgicales sont quelques-uns des
domaines dans lesquels le miel fait sa marque. (Bansal et al., 2005).

L’activité antimicrobienne du miel est un sujet intéressant et important. En effet, il
s'agit du seul produit alimentaire qui, sans traitement technologique, ni addition de
conservateur peut étre stoker (Piotr Szweda. 2016). Le miel contient de nombreux
composants qui lui conférant des propriétés multiples (Fanny Balas, 2015). 1l contient plus
de 180 substances, notamment des sucres, principalement du fructose et du glucose (Nguyen
et al., 2019), et une large gamme de constituants mineurs. (Khalil et Sulaiman, 2010).

Les importants composés responsables de 1’activit¢ antibactérienne sont les
composés phénoliques, les inhibines dites « non peroxydes » telles que des lysozymes et
autres substances (Merah et al., 2010).

La composition réelle du miel varie en fonction de nombreux facteurs tels que la
source de pollen, le climat et les conditions environnementales (viduda et al., 2008).

Le miel présente un large spectre de propriété thérapeutique, y compris un
antioxydant, antibactérien et antifongique (Attia et al ., 2008). De plus, ces effets ont eté
scientifiguement prouvés dans plusieurs études. Ces effets sont principalement dus a la forte
osmolarité. Et également des molécules inhibant la croissance bactérienne, telles que le

peroxyde d'hydrogéne (Laallam et al ., 2015).
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L’objectif général de cette étude est 1’évaluation in vitro de I’activité antibactérienne
et antifongique de quatre échantillons de miel sur trois espéce bactérienne (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, et Pseudomonas aeruginosa) et une espéece fongique (Candida

albicans).par la détermination de la concentration minimale inhibitrice.
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Chapitre I. Généralités sur le miel

I.1. Historique du miel

L’utilisation médicale du miel a été reconnue, au moins depuis 2000 ans avant JC,
(Aggad et al., 2014). Elle a une tres longue histoire de consommation humaine- comme le
plus ancien édulcorant et aliment diététique. Aussi loin en arriere comme 5500 ans avant JC,
le miel a ét¢ mentionné dans les écrits d’Egypte, Inde et Chine. L'importance du miel pour
I’utilisation humaine est décrite dans plusieurs textes classiques de la Gréce antique, comme
I’Iliade d’Homére et 1’Odyssée et dans les textes philosophiques de Platon, Aristote, et
d'autres. L'utilisation du miel en thérapie est décrite, Au XXeéme siécle, les russes utilisaient le

miel durant la 1ére guerre mondiale (Bansal et al ., 2005).

1.2. Définition

Le miel est la substance sucrée naturelle produite par les abeilles de 1’espéce Apis
mellifera a partir du nectar des plantes ou a partir d'excrétions d'insectes butineurs laissées sur
les parties vivantes de plantes, que les abeilles butinent et transforment (Jose et al., 2010).

C’est un aliment sain, 1éger, naturel et riche en calories (Velghe, 2016).

1.3. Origine de miel
D’apres Lorichiche (1979), le miel peut étre soit d’origine florale (nectar des fleurs),
soit d’origine animale (sécrétion d’insecte).

e Nectar

Le nectar est une substance douce parfumée, forme le principal constituant du miel,
provenant d’excroissance granulaire des fleurs (Caillas, 1974).
Il peut contient jusqu’a 80% d’eau, et 18 % a 19% de sucres, on trouve également des traces

des acides aminé, des minéraux, des pigments et des vitamines (Bogdanov, 1995).

e Miellat

Le miellat provient d’une substance rejetée par les insectes piqueurs et suceurs tels

les pucerons qui suce la séve des plantes (Marchenay, 1984).
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I.4. Différents types de miel

Il existe de nombreuses variétés de miel qui peuvent étre classées de facon diverses.
Outre I’origine sécrétoire qui permet de distinguer le miel du nectar, du miel de miellat,

’origine botanique qui repose sur 1’analyse pollinique permet de distinguer :

e Miels monofloraux

Elaborés a partir du nectar et/ou du miellat, provenant d’une seule espéce végétale
(Rossant, 2011), avec des caractéristiques palynologiques, physico-chimiques et
organoleptiques spécifiques tel que ; le miel d’acacia, d’oranger et de lavande (Bogdanov et
al., 2004).

e Miels polyfloraux

Appelé aussi miel de toute fleurs, le miel est préparé a partir du nectar et/ou de
miellat de plusieurs fleurs différentes (Makhloufi, 2010), provenant de plusieurs espéces
végétales, dont la valorisation de leurs spécificités et la reconnaissance de leurs caracteres
dominants, est indiquée selon 1’air de production (miel de printemps ou d’été), ou la région de

récolte (miel de montagne, de forét, etc.) (Rossant, 2011; Donnadieu, 1982).

1.5. Composition de miel

La composition du miel dépend de tres nombreux facteurs : especes végétales
butinées, nature du sol, race d’abeilles, état physiologique de la colonie (Jean-Prost, 2005), et
les conditions environnementales et la compétence de 1’apiculture (Jean prost et Médori,
2005 ; Azeredo et al., 2003).

Le miel est principalement composé de sucre (monosaccharides), plus précisément
d’un mélange de glucose (31%) et de fructose (38 %). Il contient également de 1’eau (17%) et
environ 6% de disaccharides et divers substance (3,5%) parmis ces diverseses substances on
trouve des minéraux, des protéines, des acides aminé, des enzymes et des vitamines (Jeremy,
2012).

1.5.1. Sucres

Les sucres sont présents dans le miel avec une grande quantité environ 78 a 80% la
majorité sont des sucres simples (Delphine, 2010), chaque miel est susceptible de contenir
une bonne dizaine de sucres, ce sont des mono, di, tri ou polysaccharides représentent 80% de
poids totale de miel (Gleiter et al., 2006).
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D’autre sucres sont présentes dans le miel tels que le maltose 7,2% le saccharose
1,5% et quelque oligosaccharides 4,2% (Shin et Ustinol, 2005).

1.5.2. Eau

La teneur en eau est I’'une des caractéristique les plus importantes, elle peut
déterminer la qualité et la conservation du miel (Terrab et al ., 2002). En générale la teneur
en eau se situe dans la plus part des cas entre 15-209/100g de miel, sauf quelque cas
exceptionnelle. Un excés d’eau augmente le risque de fermentation, seuls les miels avec une
teneur en eau inférieur a 17% sont stables lors de la conservation et ne se fermente pas
(Bogdanov et al., 2006 ; Bogdanov et al., 2004).

1.5.3. Protides

Les protides du miel sont soit des protéines ou acides aminés libres, les teneurs en
protéines des miels sont présentes qu’en trés petite quantité (0,2 a 0,6%) qui proviennent du
nectar et/ou du miellat, du pollen et des sécrétions de 1’abeille ouvriere (Lequet, 2010).

Parmi ces protéines albumines, globulines (Domerego et al., 2009). Il y a également
des traces d’acides aminés comme la proline, la trypsine, I’histidine, 1’alanine, la glycine, la
méthionine, etc. La proline est le plus abondant des acides aminés du miel (Meda et al.,
2005). Le miel contient également une protéine d’intérét médical, la defensinl (Kwakman et
al ., 2010).

1.5.4. Enzymes

Le miel contient plusieurs enzymes qui peuvent provenir soit de la salive de I’abeille
ou du pollen du nectar (Hammoudi et Bouderhem, 2009). Les enzymes qui apportées par la
salive, invertase, amylase, et le glucose oxydase (Domerego et al., 2009 ; Donadieu, 2006),
les enzymes qui apportées par le nectar : catalase et phosphatase. L’invertase et I’amylase sont

importantes pour 1’appréciation du miel (Serrano et al., 2007).

1.5.5.Acides

D’aprés Lequet (2010), le miel contient des acides organique, leur provenance est
diverse : certains sont issus du nectar directement et d’autre sont résultant a partir de la
réaction enzymatique et de fermentation, les acides identifiés dans le miel sont: 1’acide

gluconique , I’acide acétique, I’acide formique, 1’acide lactique, ’acide succinique, I’acide
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pro glutamique, I’acide malique et I’acide gluconique qu’est I’acide majoritaire et parvient de

la dégradation de glucose (Rossant, 2011).

1.5.6. Composeés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires dont les principales
sources sont les sécrétions vegétales. Parmi les composés identifies dans le miel : les acides
phénoliques et les flavonoides qui sont responsables de I’activité antioxydant du miel (Nair,
2014).

1.5.7. Lipides

Le miel est pauvre en lipides, on y retrouve principalement les acides palmitiques et
oléiques, ainsi que de trés faibles quantités d’acides laurique (Cernak et al., 2001 ; Irlande,
2015 ; Schweitzer, 2015). Les autres lipides présents sont les triglycérides et les acides gras
libres (Gharbi , 2011).

1.5.8.Vitamines

Sa concentration en vitamine est également pauvre, il s’agit essentiellement du
groupe B, cependant, il est possible d’y trouver de la vitamine C (Couquet et al., 2013).
Les vitamines sont majoritairement apportées via les grains de pollen (Domerego et al.,
2009).

1.5.9. Pigments

D’aprés El-Hady et Hegazi (2001), les pigments qui se trouvent dans le miel sont les

Caroténoides et Flavonoides avec un faible pourcentage (0,006%).

1.5.10. Sels minéraux et oligoéléments

Le miel apporte de nombreux minéraux (potassium et calcium) leurs concentrations
sont variables selon les origines florales, géographiques, et saisonnieres. On y trouve
également des oligo- éléments comme : le cuivre, le zinc et du manganése (loiriche, 1979).

plus le miel est foncé plus il est riche en minéraux (Huchet et al., 1996).

1.5.11. Composés aromatiques

Le miel contient de nombreuses substances, a 1’état de traces, c’est le cas des
constituants qui sont a I’origine de 1’ardbme du miel (Bousetta et al., 1992). L’aréme est un

facteur de qualité important dans les produits alimentaires (Cuevas et al ., 2007). L’aréme de
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miel est donné soit par 1’acide phénylacétique, qu’il est présent dans tous les miels, ceux qui
donnent le godt caractéristique de ces derniers ; soit par une auxine présente dans la séve de

certains arbres, et elle est transféré au miel a travers le miellat (Guerzou et Nadji, 2002).

1.6. Miel algérien

L’Algérie importe de grandes quantités de miel de différent pays tels que : I’ Arabie
saoudite, la Chine ou encore 1’Inde, le miel algérien répond aux normes internationales, car il
est naturel n'ayant subi aucun traitement technologique qui pourra nuire a sa qualité.

La production locale est trés faible malgré la grande potentialité mellifere dont dispose ce
pays (Oudjet, 2012).
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Chapitre Il. Activités antimicrobiennes et mécanismes d’action

I1.1. Activité antibactérienne

Activité antibactérienne : ce n'est qu'en 1892 que l'activité antibactérienne du miel
est pour la premiére fois reconnue, et ce, par le scientifique allemand Van Ketel. (Zbuchea,
2014). Il a été rapporté que le miel avait un effet inhibiteur sur environ 60 espéces de
bactéries, notamment les aérobies et les anaérobies, (Tahereh et al., 2013). Plus récemment,
une étude malaisienne, sur des souches bactériennes multi résistantes, a mis en évidence
I'efficacité in vitro du miel de manuka et du miel de tualang sur une souche de
Stenotrophomonas maltophilia, (Irlande , 2015 ; Tan et al., 2009). Le miel de manuka est
également capable d'inhiber la croissance de Staphylococcus aureus résistants a la
méthicilline (SARM) (Jenkins et al., 2011). Le miel est également capable d'inhiber la
croissance d'Helicobacter pylori (Ali et al., 1991), (Al Somal et al., 1994), (Osato et al.,
1999). Il inhibe aussi celle des colibacilles et des salmonelles (Cheorun et al.,, 2005);
(Haffejee et Moosa, 1985). Le miel est également efficace pour tuer des bactéries résistantes

telles que Pseudomonas aeruginosa ( Nor Hayati, 2012).

11.2. Activité antifongique

Activité antifongique : le miel a été rapporté comme ayant des effets inhibiteurs sur
les champignons. Le miel pur inhibe la croissance des champignons et le miel dilué apparait
capable d’inhiber la production de toxines, une action antifongique a également été observée
pour une levure et espéces d’Aspergillus, Penicillium et candida albicans qui cause la
Candidose (Musulman, 2012). Une solution de miel comparée a une solution isotonique de
saccharose inhibe complétement la croissance des moisissures comme Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatis, Aspergillus Niger, Aspergillus parasiticus et Candida albicans
(Clémence, 2005). Une autre publication scientifique rapporte que le miel a une efficacité
comparable aux antifongiques classiques sur des candidoses vaginales provoquées par
Candida albicans (Clémence, 2005 ; Obaseiki et al., 1984).

11.3. Activité antioxydante

Activité antioxydant : lorsqu’il y a un déficit d’antioxydants dans 1’organisme au
profit d’un exces de radicaux libres, il se produit des dommages oxydatifs sur I’ensemble des
organismes (Beretta et al., 2005). Le miel présente une forte activité antioxydant, cette
capacité antioxydant du miel contribue a la prévention de plusieurs troubles aigus et
chroniques tels que les maladies inflammatoires, allergiques, diabétiques, cardiovasculaires,

et autres (Sarfraz et al., 2018). L activité antioxydant du miel varie considérablement selon
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la source florale et I’origine botanique du miel (Jasna et al., 2007). Des recherches
démontrées que les composants dans le miel responsables de son effet antioxydant sont les
flavonoides, acides phénoliques, acides ferrénique, la catalase, la peroxydase et les
caroténoides (Rabiul et al., 2017 ; Jose et al ., 2010).

L'augmentation du composé phénolique dans le miel fournit une propriété
antioxydant (Sultan et al., 2016). D’autre étude ont montré que les miel plus foncés sont trés
riche en antioxydants que les autres miels clairs (Bihan, 2016 ; Ajibola et al., 2012). Les
phénols, déja présentés pour leurs propriétés bactéricides, protégent ces lipoprotéines des
éventuels dommages oxydatifs causés par un surplus de radicaux libres (Gheldof et al .,
2003).

11.4. Mécanismes d’action de ’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne dans la plupart de miel est due a la peroxyde d’hydrogéne
et d’autres composées phytochimique (French et al., 2005), et d’autre scientifiques ont
montré que les propriétés bactéricides et bactériostatiques du miel reposent sur quatre
facteurs : I'effet osmotique, le peroxyde d'hydrogéne, les facteurs non peroxydes et 1’acidité
(Olaitan et al., 2007 ; Assie et Descottes, 2004).

11.4.1. Osmolarité

Le miel natural contient une pression osmotique élevée, ce qui augmente la
résistance a la détérioration par les microorganismes (Mohamed et al., 2002). L’osmolarité
élevée de miel est influencé par la forte concentration en sucres et la faible teneur en eau. La
forte interaction entre les molécules de sucre et d’eau laisse donc peu des molécules d'eau
libre disponible pour le développement des microorganismes (Molan, 2001 ; Molan, 1992).
Grace a I’action des sucres simples sur 1’eau contenue dans les bactéries, et provoque la lyse
de la membrane bactérienne, une inhibition de la croissance et la mort du micro-organisme
(Assie et Descottes, 2004).

11.4.2. pH

L’acidit¢ du miel (avec un pH compris entre 3,2 et 4,5) inhibe la croissance des
micro-organismes, car le pH optimal pour la majorité de ces organismes se situe entre 7,2 et
7,4 (Balas, 2015 ; Vandamme et al ., 2013). Cette acidité est due essentiellement a la

présence des acides organiques, (Ouchemoukh et al., 2007). La variation de I’acidité dans le
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miel peut étre attribuée a 1’origine florale ou a des variations en raison de la saison de la
récolte (Piazza etal., 1991).

11.4.3. Peroxyde d’hydrogéne

L'activité antimicrobienne de certains miels dépend de leur contenu en peroxyde
d'’hydrogéne (Brudzynski, 2006). Le peroxyde d’hydrogéne est considéré comme la
principale inhibine contenue dans le miel (Bogdanov et Pascale 2001 ; Adcock 1962), Il
résulte de I’oxydation du glucose par I’enzyme glucose oxydase, le glucose oxydase provient
des glandes hypopharyngées des abeilles (Jose miguel et al., 2009), le principale acide
dérivé de glucose sous forme d’acide gluconique, sa formation s’accompagne de dégagement

d’eau oxygénée (Gomes et al., 2010 ; Bagdanov et al 2004 ; Louveaux, 1968).

11.4.3. Inhibines non peroxyde

Le concept « inhibines » a été introduit par Dold en 1937 pour décrire les agents
antimicrobiens (Theunissen et al., 2001), les principaux composants ayant une activité non
peroxyde sont la pinocembrine, les lysozymes, et d’autres nombreux composants chimiques
comme les terpenes (Balas, 2015), et également les phénols et flavonoides (Cushinie et al.,
2005). Le r6le des inhibines non peroxyde est trés importants, car elles sont insensibles a la

chaleur, a la lumiére et a la durée de stockage (Bogdanov et Blumer, 2001).
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Chapitre I11. Généralités sur les souches microbiennes.

I11.1. Staphylococcus aureus

S. aureus est responsable de nombreux types d’infections chez I’homme, il est le plus
souvent impliqué dans les infections nosocomiales et communautaires (Mesaros et al.,
2007), dans les infections cutanées (plaies), et les intoxications alimentaires (Michael, 2011).
Les S.aureus sont des cocci a Gram positive d’environ 1 um de diamétre, se disposant en
amas ou grappes, ils sont immobiles, avec un optimum thermique a 37 °C et a un pH compris
entre 7,4 et 7,6. lls se distinguent de la majorité des autres staphylocoques par la production
d’une coagulase et d’un pigment doré (Pascale, 2013). Ce sont des bactéries aéro-
anaérobies, cultivant facilement en 24 heures sur milieu ordinaire ou en milieu sélectif

(Chapman).

I11.2. Escherichia coli

C'est un bacille a Gram négatif, mesurant seulement environ 1 um de long par 0,35
um de large, il s’agit d’'un aérobie facultatif, mais qu’il ne peut pas se développer a des
températures ou pH extrémes, il fait partie des Enterobacteriaceae et est étroitement
apparenté a des agents pathogenes tels que Salmonella (Zachary, 2015). hotes de I’intestin de
I’homme et des animaux et tres abondants dans les matiéres fécales. 1ls sont responsables
d’intoxications, d'infections spontanées des voies urinaires, de gastro-entérites et d'infections
nosocomiales (Schultsz et Geerlings, 2012 ; Gyles et Fairbrother, 2010 ; Weese, 2008 ;
landrois, 1997). La virulence d’E.coli est associée a la présence de toxines appelées
shigatoxines (Patrica, 2013), et fermenteur des sucres, produisant du gaz en glucose,

réduisant les nitrates en nitrites, catalase positif et oxydase négatif (Francis, 2005).

111.3. Pseudomonas aeruginosa

Ce sont des bacilles Gram négatif, responsables d'infections nosocomiales de plus en
plus graves et fréquentes (Westman et al.,, 2010 ; Strateva et Yordanov, 2009 ; Van
delden et Iglewski, 1998 ). Bactéries Aérobies stricts ne fermentant pas les glucides leurs
virulence est marqué par la Sécrétion de substances diverses: Protéases Hémolysines

Phospholipase cytotoxine, exotoxine, entérotoxine (Duacai, 2009).
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I11.4. Candida albicans

Candida albicans est une levure microscopique unicellulaire (Hawksworth et al.,
1991), commensale de la cavité buccale et du tractus digestif (Bertrand, 2007). Ce sont des
levures qui provoquent des infections fongiques (candidoses) (Irish et al., 2006 ; Delorme et
Robert, 1997). Candida albicans est un endosaprophyte du tube digestif et des muqueuses
génitales, mais il peut passer de I'état saprophyte a un état parasitaire pathogéne sous
I'influence de divers facteurs favorisant, les facteurs de virulence de C.albicans sont
multiples, comprennent les adhésines et la sécrétion de phospholipases (Cotter et Kavanagh,
2000).
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Chapitre V. Matériel et méthodes

1V.1. Lieu et durée de I’étude

Les expériences ont été déroulées au niveau de laboratoire de microbiologie

a ’'université Ibn Khaldoun de Tiaret durant une période de deux mois (17 Février
2019 au 25 Avril 2019).

IV.2. Origine des miels

Les échantillons de miel proviennent de différentes origines géographiques,

cela est illustré dans le tableau 01, figure 01 et 02.

Tableau 01 : Origine florale et géographique avec la date de récolte et la couleur de

quatre échantillons de miel.

Origine florale

Nom Scientifique . Olge Nom commun Date de récolte La couleur
géographique L
scientifique
M1 .Euphorbe El-Bayad lebina Fin de juillet 2018 | Ambrée foncé
M2. Eucalyptus Mostaganem (Safsaf) | Arbre de calyptus Fin de juillet 2018 | Marron foncé
M3. Multi floral Tiaret (Oued Lilli) Shgag Fin de juillet 2018 | Marron foncé
M4 .carotte sauvage Tiaret (Rahouia) Safaria Fin de juillet 2018 | Marron et doux

Figure 01 : Photographie des échantillons de miel étudie

Mostaganem [

Tiaret(Oued lilli,Rahouia) [ ]

ELBayad [

Figure 02 : Origine géographique du miel
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1V.3. Souches microbiennes

Souches bactériennes

Ce sont des souches a majorité pathogénes pour I’homme, souvent multi-

résistantes aux antibiotiques, responsables de plusieurs types d’infections.

- Staphylococcus aureus (une souche référence ATCC 25923, une souche isolée a

partir d’un aliment, une souche isolée d’une mammite bovine et une souche isolée

d’un prélévement vaginal humaine).

- Pseudomonas aeruginosa (isolat clinique vétérinaire).

- Escherichia coli (isolat clinique aviaire et une souche de référence).

Souche fongique

-Candida albicans (isolat clinique humain).

1V.4. Matériels de laboratoire

Tableau 02: Matériels consommables

Appareils

Autres matériels
Consommables

Milieux de culture

Réactifs, produit et
colorants

Balance analytique (Sartorius)
Incubateur (Memmert)
Spectrophotométre
Biotech)

Bain marie (memmert)
Bec bunsen
Micropipette
Agitateur Stuart
Vortex (Kartelle)
Autoclave (WOLF)
Etuve 37°C
Microscope (Optika)
Réfrigérateur

(pharmacia

Boites de pétrie en
plastique 90ml
Ecouvillons
Seringues de 5 ml
et10 ml

Tubes a essai en
verre

Flacons en verre de
200 ml pour le
stockage des milieux
de culture

Pipette de pasteur
Lames et la male
Anse
d’ensemencement

Gélose nutritive
Gélose sabouraud
Gélose Hektoen
Gélose Macconkey
Gélose Chapman
Gélose cétrimide
Gélose a ADN

Eau physiologique

Eau distillé stérile
Sérum humai

Plasma de lapin /humain
Alcools

Fushine

Bleu de Mytileéne

Lugol

HCL dilué

Huile d’émersion

IVV.5. Confirmation des souches
IV.5.1. Repiquage des souches
Tableau 03. Milieux de culture et ces Propriétés pour le Repiquage des souches

Souches microbiennes

Les milieux de culture

Propriétés

Staphylococcus aureus

Milieu Chapman

le milieu Chapman, caractérisé par sa
forte teneur en NaCl et qui inhibe les
bactéries Gram-.

Escherichia coli

Conkey

Milieu Hektéon ou Mac

Le milieu Hektoen qui inhibe la
croissance de la flore Gram+. Mac
Conkey estun Milieu sélectif pour
I'isolement des bacilles Gram-

Pseudomonas aeruginosa

Milieu Gélose au cétrimide

Ce milieu favorise le développement
des Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans

Milieu Sabouroud

La gélose de Sabouraud constitue un
milieu classique pour la culture,
I'isolement et l'identification des levures
et des moisissures
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Figure 03 : Milieux de cultures stériles pour le Figure 04 : Boites de pétri pres a ’utilisation
repiquage des souches(photo personnelle) pour le repiquage des souches (photo
personnelle)

A- staphylococcus aureus
I1VV.5.2. Etude macroscopique

a. Staphylococcus aureus fermente le mannitol (virage de I’indicateur de

couleur) Les colonies sont entourées d’une auréole jaune.

b. Escherichia coli
Les colonies d’E.coli apparaitrent en rouges entourées d’un halo

opaque.

c. Pseudomonas aeruginosa

L’observation macroscopique de culture de Pseudomonas aeruginosa sur une
gélose au Cétrimide, a permis 1’observation de colonies bactériennes de grande taille,
avec un aspect bombé au centre, présentant un reflet métallique au contour irrégulier
(colonies larges), et doté d’une pigmentation verte. Les colonies apparaitre verdatres.

d. Candida albicans

D’apres ’observation on peut voir des colonies qui sont de grandes tailles,

rondes, de couleur blanche ou creme (albicans signifie « blanchatre »).
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1V.5.3. Etude microscopique
a. Coloration de Gram

o Réaliser un frottis et le fixer a la flamme

o Verser le violet de gentiane sur la lame ; laisser en contact 1 minute

e laver a I’eau courante et finir de la chasser par la solution de Lugol ; laisser agir le
Lugol environ 1 min puis laver avec de 1’eau courante

e faire couler de I’alcool sur la préparation pendant 10secondes ; rincer
immédiatement a 1’eau courante

e Recouvrir la préparation de Fushine, laisser agir environ 1min. Lavez
abondamment

e Assécher la lame a I’aide de papier buvard

e et finalement passé a 1’observation microscopique (x100) aprés avoir déposé une
goutte d’huile d’immersion; les bactéries & Gram positif (coloration violet), les
bactéries Gram négatif (coloration rose)

Dans notre cas, on observe des coques a gram + en grappe de raisin

a.1.Staphylococcus aureus

Aprés une coloration de gram : L’examen microscopique a permis
I’observation de cocci violette, a Gram positive.

a.2. Escherechia coli

L’examen microscopique apres coloration de Gram des colonies bactériennes
de E.coli a permis I’observation des bacilles roses, & Gram négatif, regroupés en

deux ou bien en courtes chainettes.

a.3. Pseudomonas aeruginosa

L’examen microscopique apres coloration de Gram des colonies bactériennes
de Pseudomonas aeruginosa a permis 1’observation des bacilles roses, a Gram

négatif, regroupés en deux ou bien en courtes chainettes.
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b. Coloration simple de candida albicans

Aprés une coloration au bleu de méthylene et aprés une observation
microscopique Candida albicans apparaitre sous forme de petites cellules ovoides.

c. Test balastése (ou de filamentation) de candida albicans

Ce test permet l'identification de I'espece Candida albicans en moins de 4
heures. Décrit par Taschdjian en 1960 et inspiré des travaux de Reyndolds et Braune
qui avaient montré en 1956 que les constituants du sang favorisaient la formation de

filaments par certaines levures.
Principe de test

- Mettre 0.5ml de serum humain dans un tube a essai ;

- Prélever une ou deux colonies de la culture suspecte a 1’aide d’une anse stérile et
faire une suspension dans le sérum humain ;

- Incuber 2-3heures a 35 —37°C ;

- placer une goutte de suspension sur une lame, recouvrir avec une lamelle et observer
au microscope optique au grossissement 40X, si le teste est positif (présence des

pseudo- hyphes sans constrictions), il s’agit de C. albicans.

IV.5.4. Les tests biochimique de staphylococcus aureus

1IV.5.4.1. Test de catalase

Ce test permet de mettre en évidence si la bactérie posséde I'enzyme de la catalase.
Cette enzyme est capable de dégrader le peroxyde d’hydrogéne (eau oxygenée) qui est
toxique pour les cellules, avec un dégagement de dioxygéne.

Lorsque l'on met en présence des colonies dans l'eau oxygénée, on peut voir
I'apparition de bulles. Il y a donc un dégagement de dioxygeéne, la bactérie posséde
I'enzyme de la catalase, elle est donc catalase”

Catalase
2H,0, — 2H,0 + OzT
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Figure 05 : Test de catalase (photo personnelle)

IVV.5.4.2. Test de coagulase (libre et liée)

Staphylococcus aureus produit deux formes de coagulase : liée et libre
Coagulase libre
La coagulase libre, ou staohylocoagulase est une enzyme extracellulaire
thermostable exprimée pendant la phase exponentielle de la croissance bactérienne
d’origine chromosomique elle est capable de coaguler le plasma humain ou de lapin,
elle induit la formation d’anticorps capable d’empéche son action biologique, elle
forme un complexe nommé staphylothrombine qui convertir le fibrinogene en fibrine,
cette réaction entraine la coagulation locale du plasma (Garnier et al., 2006).
Principe
e Prélever une colonie bien isolée et caractéristique et I’ensemencer dans un tube de
bouillon cceur-cervelle (BHIB) ;
e Incuber a 37°C, pendant 24h ;
e Ajouté 0,5 ml de chaque culture a 0,5 ml du plasma de lapin dans des tubes stérile
et incuber 4 37°C;
e En inclinant le tube, examiner la coagulation du plasma aprés 4h a 6h d’incubation
et si le test est négative il faut le réexaminer aprées 24h ;
e La formation d'un caillot indique la production de coagulase. L'essai en tube est la

méthode la plus fréquemment utilisée en raison de sa précision.
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Positive (caillot) Négative (absence de caillot

Figure 06: Principe de test coagulase libre (photo personnelle)

Coagulase liee (clumping factor)

Le clumping factor est un constituant de la paroi bactérienne, c’est une
protéine tres riche en lysine, elle est présente chez presque toutes les souches d'origine
humaine est moins fréquente chez les souches d'origine animale, Elle intervient

également dans la pathogénicité des Staphylocoques (Lyon et Skurrey, 1987).
Techniques

Déposer sur une lame parfaitement propre ou sur une carte a usage unique :
- 1 goutte de réactif test constitué de particules sensibilisées: latex (ou hématies) ;
- 1 goutte de réactif humain constitué des mémes particules non sensibilisées ;
- Prélever a I'anse | a 2 colonies a identifier, les mettre soigneusement en suspension ;
dans chacune des 2 gouttes ;
- Agiter par un mouvement lent de rotation ;
- Vérifier I'absence d'agglutination avec le réactif témoin ;
- Observer l'apparition d'une agglutination massive des particules en moins de 30

secondes.
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Figure 07: Staphaurex pour test de coagulase liée.

(Photo personnelle)

1VV.5.4.3. Test de DNase

Certaines  bactéries sont capables dhydrolyser I'ADN  (Acide
Désoxyribonucléique) grace a une enzyme : I’ADNase, ce test permet d’identifier les
staphylocoques potentiellement pathogenes.

Principe de test

Dans une boite de Pétri couler le milieu ADNase (est un milieu standard pour
la détermination de la désoxyribonucléase) a 1’aide d’une anse de platine on
ensemence le milieu par un strie unique avec 2 a 3 colonie de Staphylococcus aureus.
Il est possible d'ensemencer jusqu'a quatre types de microorganismes sur une méme
boite de Pétri ;

Incuber la boite de Pétri pendant 18 a 24 h entre 35 et 37°C. , Une fois le milieu
incubé avec les souches a tester, la boite de Pétri est recouverte d'acide chlorhydrique
(HCI) diluée. (0,9) Attendre 1 min afin de permettre a I'acide de pénétrer dans toute la
surface du milieu ;
Les microorganismes qui dégradent I'ADN produisent une zone claire autour de la
zone de croissance.

IV.6. Evaluation de P’activité antibactérienne de quatre variétés de miel

Les méthodes d’évaluations de l'activité antimicrobienne in vitro des miels
sont nombreuses et donnent parfois des résultats différents selon les conditions

expérimentales adoptées par chaque manipulateur. Nous avons déterminé 1’effet
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antibactérien et antifongique des miels par la détermination de la concentration

minimale inhibitrice par la méthode d’incorporation sur milieu solide.

IV.6.1. Méthode d’incorporation sur milieu solide

Cette méthode consiste & incorporer des volumes croissants du miel a chaque
milieu de culture dans des conditions d’asepsie, la quantité du miel testé est mis dans
un bain-marie réglé a 40°C pour éviter la destruction des enzymes, et le milieu de
culture doit étre liqueéfié et refroidi, le mélange (miel +milieu de culture) est mis dans
un tube & essai avec des Seringues stérile.

A I’aide d’un vortex on homogénéise le contenu, ensuite on doit couler les

mélanges dans des boite de pétri stériles.

1V.6.2. Préparation de I’inoculum bactérienne

Pour préparer 1’inoculum, on racle 4 a 5 colonies bien isolées et parfaitement
identiques a partir d'une culture de 18h sur le milieu d'isolement, puis on décharge les
colonies dans de I’eau physiologique stérile. La suspension bactérienne est ensuite

homogénéisée a I’aide d’un vortex et sa turbidité est ajustée a 0,5 Mc Farland.

IV.6.3. Préparation de I’inoculum fongique

La méme procédure pour préparer I’inoculum de Candida albicans mais la
différence se réside dans la Turbidité de la suspension, pour Candida albicans la

turbidité de la suspension est ajusté a (1,5- 2 MF).

1VV.6.4. Ensemencement

Dans une zone stérile et au prés de bec bunsen a 1’aide d’un écouvillon on le
trompe dans la suspension bactérienne ou fongique puis on le frotte sur la totalité de
la surface gelosée qui contient le mélange (miel + milieu de culture).

Il faut débuter 1’étalement par la boite témoin ensuite de la plus petite
concentration vers la plus grande concentration.

Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de pétries il faut recharger

I’écouvillon a chaque fois.
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1V.6.5. Incubation

Les boites de pétris sont fermés aprés chaque opération puis renversées et
mise en incubation dans un étuve a 37°C pendant 24 pour les souches bactérienne et

pendant 48 heures pour candida albicans

IV.6.6. Lecture :

A la fin d’incubation, on note s’il la croissance bactérienne et fongique ou
absence des colonies

IV.7. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

L’activité antimicrobienne est €valuée en déterminant la concentration
minimale inhibitrice, la CMI est par définition est la plus petite concentration qui
inhibe le développement visible a 1’eil nu des microorganismes, Les résultats des
CMI obtenus pour les souches testés (bactériennes et fongiques) sont résumés dans
des tableaux et illustrees dans des figures.
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V.1. Confirmation de souches microbiennes

S

| C.pseudomonas geruginosa | | D.Candida albicans |

Figure 08 : Aspect macroscopique des souches microbiennes testées. (photo personnelle)

Les résultats de 1’observation microscopique des souches microbiennes testées dans cette

étude sont illustrés dans la figure 09

C - Pseudomonas aeroginosa D : Candida albicans

Figure 09: Observation microscopique des souches microbiennes testées apres  coloration de Gram
(A, B, C) et coloration simple (D) (Grossissement x100). (Photo personnelle)
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D’apres les observations microscopiques, les souches étudiées s’aveérent pures, on a
bien distingués la forme et le type de paroi de chaque souche : Pseudomonas aeruginosa est
présente sous forme de bacilles Gram négatif, E.coli apparait bacilles Gram négatif,
Staphylococcus aureus apparait sous forme des coques regroupés en amas Gram positif alors

que Candida albicans caractérisé par sa forme ovoide avec un pseudo mycélium.

V.1.1. Les Tests biochimiques de Staphylococcus aureus
1. Test de catalase

Les quatre souches de staphylococcus aureus possedent une catalase positive.

Figurel0: Résultat de test catalase pour staphylococcus aureus.(photo personnelle)
2. Test de coagulasse

Les quatre souches de staphylococcus aureus possedent une coagulasse positive.

BIO RAD

:®@@®®

Négatif Positif

Figure 11: Résultat de test de coagulasse libre et liée pour staphylococcus aureus.
(photo personnelle)

Ce test permet la mise en évidence de constituants, spécifiques de S. aureus, présents

a la surface de la bactérie: récepteur de fibrinogéne et/ou protéine A.
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Interprétation
Coagulase libre : on observe un caillot qui indique la production de coagulase, et pour la
coagulase liée se manifeste par une agglutination. Une agglutination nette des particules, alors
que la suspension témoin reste homogene.

3. Test de DNase

Figurel? : Résultat de test de DNase pour staphylococcus aureus. (photo personnelle)

Lecture et interprétation

Apres incubation, inonder les boites avec une solution d’acide chlorhydrique, observer dans
les 5min qui suit les aspects suivants :

- Zone claire (halo) autour de la strie : souche DNase *

- Absence de zone claire de la strie : souche DNase -

L’apparition d’halo est dii a I’hydrolyse de I’ADN

Les trois tests (catalase, coagulasse et DNase) confirment la pathoginité de staphylococcus

aureus
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Test balasteése pour Candidas albicans

Figurel3 : Observation microscopique de Candida albicans aprés test
de balastése. (photo personnelle)

Candida albicans et Candida dubliniensis sont les seules espéces qui produisent des

tubes germinatifs en 3heures a 37°C dans du sérum humain.

V.1.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI :

Nous avons déterminé les CMI des souches bactériennes et fongiques par la méthode
d’incorporation sur milieu solide, qui implique I’incorporation de la substance testé qui est le
miel (v /v) a différent concentrations. Les résultats des tests de sensibilité antibactérienne et
antifongiques de miel sont mentionnés dans les tableaux suivants plus les photos de résultat

de I’étude dans 1’annexe.

V.1.2.1. La CMI pour Staphylococcus aureus

Tableau 04 : CMI de quatre souches de Staphylococcus aureus

Type de miel S.aureus S.aureus S .aureus S.aureus
aliment Prélevement mammite ATCC25923
vaginal humain
M1 05% 15% 05% 05%
M 2 05% 15% 06% 05%
M 3 06% 15% 05% 05%
M 4 05% 15% 05% 10%

Le tableau 04 montre que la CMI des trois souches de staphylococcus aureus
(staphylococcus aureus isolat d’un aliment, staphylococcus aureus isolat de mammite,

staphylococcus aureus isolat d’un prélévement vaginale humain et staphylococcus aureus
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ATCC) sont les souches les plus sensibles a I’action de miel avec une CMI qui est variee
entre 05% et 06%.

La derniere souche qui est staphylococcus aureus isolat d’un humain présente un

CMI un peu élevée que les autres qui est de 15%.

V.1.2.2. Détermination de CMI pour Escherichia coli

Tableau 05 : CMI de deux souches d’Escherichia coli

Type de miel E .coli isolat clinique(IC) E. coli 2017 référence
M1 20% 15%
M 2 20% 15%
M 3 20% 20%
M4 25% 25%

on note que la CMI des deux souches d’Escherichia coli (E.coli isolat clinique et

E.coli souche de référence) est similaire (20% ) dans les deux types de miel multi floral et

carotte, mais dans les autres types de miel Euphorbe et miel Eucalyptus ya une différence de

CMI pour E.coli souche de référence dont la CMI égale a15% et pour E.coli isolat clinique la
CMI égale 20%.

V.1.2.3. Détermination de CMI pour Pseudomonas aeruginosa

Tableau 06 : CMI de Pseudomonas aeruginosa

Type de miel CMI pour Pseudomonas aeruginosa
M 1 10%
M 2 20%
M 3 20%
M 4 20%

D’apres ces résultats la CMI de Pseudomonas aeruginosa dans les trois variétés de

miel (M. Eucalyptus, M .multi florale et M .carotte) sont le méme 20% et la CMI dans le

miel Euphorbe égale a 10%.

V.1.2.4. Détermination de CMI pour Candida albicans

Tableau 07 : CMI de Candida albicans

Type de miel CMI pour Candida albicans
M 1 25%
M 2 35%
M 3 35%
M 4 40%
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La CMI de Candida albicans d’apres le tableau 07 varié entre 20% a 40 %, dans le
miel d’Euphorbe la CMI égale 25% et le miel multiflorale et Eucalyptus la valeur de CMI et
le méme 35% et dans le miel de carotte sauvage la CMI égale 40%.

» D’aprés nos résultats on remarque que 1’activité antimicrobienne de quatre échantillons de
miel varie entre 05% a 40%.

» Les souches bactérienne sont plus sensibles a 1’action de miel que la souche fongique, leurs
CMI varient de 06% jusqu’a 25%.Alors que la souche fongique est moyennement sensibles
avec CMI de 35% .

» Staphylococcus aureus est la souche la plus sensible avec des CMI qui varient de 05% a
15%.

» Donc, les concentrations minimales inhibitrices (CMI) obtenues différent, d’un échantillon

de miel & un autre et variables d’une souche microbienne a un autre.
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De nombreuses recherches ont été consacrées a la connaissance et a 1’utilisation du
miel afin d’élucider ses propriétés nourrissantes, thérapeutiques, cicatrisantes, désinfectantes
et antimicrobiennes (Lequet, 2010).

Les quatre variétés de miels ont montré une action antimicrobienne significative vis-
a vis les espéces microbiennes testées, qui sont toutes sensibles a l'action inhibitrice des
échantillons de miels étudiés, avec des différences d’un type a un autre et d’une souche a une
autre, ce qui est indique par (Adeleke et al., 2006) , qui montre que L’effet antimicrobien de
miel varie selon la concentration du miel et la nature de la bactérie, Le miel vient au secours
de la médecine, face a certaines pathologies résistantes aux traitements conventionnels. Avec
I’évolution de la médecine alternative la recherche de nouvelles molécules actives constitue
un but majeur pour les scientifiques qui cherchent a valider les effets thérapeutiques de
centaines variétés de miels monofloraux et multifloraux (Farzana et al., 2016). Cependant
on attribue au miel un trés grand nombre de propriétés thérapeutiques (Propriétés
antiseptiques, antianémiques et antitussives par exemple) (Guarch, 2008 ; Chanaud, 2010).

Les souches bactériennes testées (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
et Escherichia coli) montrent une grande sensibilité envers les miels utilisés (CMI de 5 a
25%.). Et Staphylococcus aureus est I’espéce la plus sensible, et nos résultats s’accordent
avec I’étude de ( Molan 1992 ; Chirife et al 1983), qui dit que Staphylococcus aureus a été la
bactérie la plus sensible au miel étudié¢ malgré qu’elle est considéré comme la bactérie la
plus osmotolérante capable de provoquer des infections multiples.

Le résultat de la CMI de quatre souches de staphylococcus aureus (une souche de
référence ATCC 25923), une souche isolée a partir d’'un aliment, une souche isolée d’une
mammite bovine et une souche humaine montrent que les trois premiéres souches ont des
CMI proches (CMI entre 5 a 6%) et nos résultats sont similaires avec (Allen et al., 2000) ,
qui étudié ’application de miel sur des plaies infectées de 82 souches de SARM et trouve la
CMI allant de 3% a 8 % ,par contre la derniére souche humaine présente une CMI de 15%
donc staphylococcus aureus humaines est résistante a I’action de miel par rapport ou autre
souches (Djahra, 2014). Certains microorganismes principalement les bactéries ont
développé des mécanismes de résistance a un ou plusieurs antibiotiques rendant la maitrise
des infections de plus en plus complexe et constituant un probleme sérieux de sante, les
mécanismes de résistance comprennent la production des molécules comme des enzymes

inhibant I’action de I’antibiotique (Levy et al., 2004 ; vandal et al ., 2015) .
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La variation de l'activité antimicrobienne parmi les souches bactériennes est attribuée
a la spécificité de chaque bactérie, qui réagit differemment aux parametres du miel. La souche
de Staphylococcus aureus PV et moins sensible a 1’activité de miel par rapport aux autre et
cela peut étre da a leur virulence, (Gordon et al., 2008). Staphylococcus aureus peut avoir
plusieurs facteurs de virulence, Parmi ces facteurs la coagulase et la production des
entérotoxines (Tang et al., 2000).

Les quatre variétés des miels (miel d’euphorbe, miel d’eucalyptus, miel multi florale
et miel de carotte) présentent un effet similaire avec staphylococcus aureus PV (CMI =15%)
et méme avec les autres isolats de staphylococcus aureus qui varie entre 5% a 6 %, d’une
facon générale, nous avons trouve que les quatre miels présentent une inhibition.

(Kawkman et al., 2012 ; Estevinho et al ., 2008), ont rapporté que certains types de
miel contiennent d’autres composants bioactifs a activité antibactérienne y compris le
méthylglyoxal, le défensine-1, et le lysozyme, Les miels foncés ont une activité inhibitrice
plus élevée (Patrick et al., 2012), on pense que les propriétés antibactériennes des miels est
liées a la défensine secrétée par les abeilles. On constate que ces valeurs se situaient dans une
fourchette assez étroite par rapport a ceux rapporté par Dustmann (1979), qui indiqué que la
CMI de S.aureus se situait entre 0,3% ET 50%.

Pour les deux souches d’Escherichia coli Les CMI se situaient entre 20% a 25 %
pour la souche E.coli isolat clinique posséde une CMI entre 15% a 25 %.

Nos résultats sont proches a celles de (Boukraa et Amara 2007), qui ont testés
I’effet de trois types de miel sur E .coli et qui ont trouvé des CMI de 23% ,28%, et 25%.

Nos résultats sont en accord avec les investigations de (Shamala et al., 2002), dans
lesquels le miel a montré une activité antibactérienne significative contre E.coli, que ce soit in
vitro ou in vivo. De plus, la sensibilité marquée des bactéries étudiées a certains types de miel
(par exemple, a I’origine de lebina.). Est probablement liée aux propriétés médicinales de la
fleur dominante a partir de laquelle le miel a été produit.

Ces miels efficaces peuvent étre utilisés comme alternative pour lutter contre certaines
souches de résistance. Des travaux déja effectue par (Nair, 2014), sur des miels algériens
montrent que 1’activité inhibitrice du miel naturel sur E.coli est semblable a celle des
antibiotiques les plus actifs.

La plus grande inhibition de croissance bactérienne est obtenue avec 1’échantillon
MZ1(Euphorbe) sur les deux Souches de E.coli avec CMI 20% et 15% respectivement, et
la plus faible est obtenue avec 1’échantillon M4 sur les deux souches de E.coli avec de CMI

25% pour les deux souches , donc Le miel M1 et M2 récoltés dans les régions d’El-Bayad et
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Mostaganem présentent des activités antimicrobiennes plus élevées comparativement a celles
de la région de Tiaret (Oued Lilli, Rahouia).

D’aprés (Merah et al., 2010), I’action des miels pur sur les bactéries dépend de la
composition du miel. Cette derniére, elle-méme dépend de plusieurs facteurs, et selon al-
Tamimi, le miel varie dans sa qualité médicinale en fonction de I'époque de sa production et
des especes de fleurs butinées (Joélle et Jean, 2003), autre étude faite par (Donadieu,
1978) , qui montre que tous les miels ont des propriétés communes, mais chaque miel mono
floral, se caractérise par des propriétés thérapeutiques propres a lui.

La comparaison de la CMI entre les bactéries a gram positive (quatre variétés de la
souche de staphylococcus aureus) et les bactéries a gram négative (E.coli et Pseudomonas
aeruginosa ) démontre que I’inhibions est variable d’une bactérie a une autre pour 1’ensemble
des miels analysés avec une activité plus importante sur S.aureus (Gram+) que sur E.coli
(Gram-)et Pseudomonas aeruginosa ( Gram -) ceci dépend d’une part de la composition du
miel et d’autres part a la différence de la structure entre les bactéries a Gram positives et
Gram négatives: La paroi cellulaire des bactéries a gram positives est constituée d’une seule
couche alors que la paroi cellulaire des gram négatives a une structure multicouches liée par
une membrane cellulaire externe ( Balentine et al., 1999). Donc Staphylococcus aureus est
la bactérie la plus sensible a tous les miels analysés en comparaison avec Escherichia coli.
Ceci peut étre attribué a la différence de la structure entre les bactéries Gram Positives et les
bactéries Gram négatives Ces résultats concordent avec les travaux de (Salwa et Mabher,
2014), qui ont testé I’effet antibactérien des miels de Yémen sur les bactéries a Gram+ et
Gram-.

Nos résultats sont similaires aux résultats de (Hammoudi et al., 2009), qui ont
travaillé sur des miels algériens et ils ont trouvé que Staphylococcus aureus est la souche la
plus sensible alors qu’Escherichia coli et Pseudomonas aeroginosa sont moyennement
sensibles.

Autre étude rapportée par (Ouatah et Ouchabaa, 2015), sur 10 échantillons de miel
testés vis-a-vis 5 souches bactériennes a montré que I'activité antibactérienne était plus
efficace sur des bactéries a gram positif que des bactéries a gram négatif, nos résultats sont
accord avec ceux de plusieurs auteurs qui ont montré que les bactéries a Gram positif sont
plus sensibles a I’effet du miel comparativement aux bacteries a Gram négatif (Agbagwaet
al., 2010 ; Alvarez et al., 2010 ; Srisayam et al., 2010 ; Miorin et al., 2003 ; Bogdanov
1987 ; Jeddar et al., 1985 ; Yatsunami et al 1984 ; Wooton et al., 1978; Rahmanian et
al., 1970).
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Le miel présente une activité antimicrobienne plus élevee contre des bactéries Gram+
(Staphylococcus aureus) comparativement aux bactéries Gram- (Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa) Le pH acide du miel renforce son activité antibactérienne car les
bactéries ne peuvent se multiplier dans un milieu acide (Al-Waili et al., 2011 ; Tomczak,
2010 ; Assie, 2004 ; Bogdanov et al ., 2001).

On pense que I’action du miel naturel sur les microorganismes dépend, d’une part de
la structure de la paroi de la cellule cible, puisque certains échantillons possédent un effet
inhibiteur sur les bactéries a Gram+ et non sur les bactéries a Gram-, et d’autre part de la
composition du miel lui-méme (Prost, 1979).

La composition du miel elle-méme dépend a son tour de nombreux facteurs, tels que
la nature du sol, la race des abeilles et 1’état physiologique de la colonie D’autres facteurs
influent également sur la composition et la nature du miel et ses particularités tels que :

- I’age de I’abeille (le miel de I'abeille jeune est particuliérement clair et moins concentré par
apport a celui de 1’abeille la plus agée) ;
- la nature des fleurs de nutrition de 1’abeille et 1‘origine florale de I’alimentation ;
- le climat de I’environnement, la saison de 1'¢levage de 1’abeille et de la production de miel ;
- le mode d’extraction de miel :
- la durée et les conditions de conservation, telles que la température et la lumiéere qui
conditionnent l'activité des enzymes de miel et leur efficacité (Caillas, 1974).
de nombreux chercheurs ont été attiré notre attention par leur étude qui caractériser les
pouvoirs bactéricides et bactériostatiques du miel (Alvarez et al., 2013 ; Mandal, 2011 ;
Kacaniova et al., 2011 ; Mandal et al., 2010 ; Abd-Elaal et al., 2007 ; Chinakwe, 2006 ;
Subrahmanyam et al., 2001 ; Taormina et al., 2001 ; Molan et al., 2000 ; Wahdan, 1998 ;
Somail et al., 1994 ; Ndaisaba et al., 1993).

Concernent Pseudomonas aerginosa , cette bactérie est moyennement sensibles a
I’action de miel avec une CMI entre 10% et 20 % et notre résultat et en accords avec celle de
(Boukraa et al., 2006 ) , qui a teste I’effet antibactérien de sept variétés de miels sur la méme
souche de Pseudomonas aerginosa, il ont trouvé des CMI entre 10% et 31% soit une
moyenne de 23,5% ( moyenne des CMI des 7 variétés de miel ).

Le miel qui avait donné la meilleure CMI pour Pseudomonas aeruginosa est le miel
D’Euphorbe avec CMI de 10% par contre les autres miels d’Eucalyptus, multi florale et
carotte sauvage ont representé un effet égale a 20% Tous les types de miel ont un pouvoir

antimicrobien, bien que certains soient plus actifs que d’autres (Badawy et al., 2004 ).
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La bactérie Pseudomonas aeruginosa est bien connue pour étre trés résistance a de
nombreux agents antimicrobiens et aux antibiotiques en général ce qui est probablement di a
sa capacité a former un biofilm .en effet le biofilm protégé les bactéries et leur permet de
survivre dans des conditions environnementales hostiles et donc résister aux désinfectants et
aux antibiotiques ainsi ces bactéries requierent des concentrations ¢levées d’agents
antimicrobiens (Trembley et al., 2014). Les biofilms sont devenus un facteur clé de la
résistance aux antibiotiques. Les biofilms protegent les bactéries des antibiotiques, ce qui
entraine une infection implacable. Le miel agit en tant que négociateur bactéricide, pénetre
dans les biofilms, rétablit I'infection agressive et élimine la colonisation des biofilms (Sarfraz
et al., 2018).

Selon Molan (1992), I’effet antibactérien du miel peut étre attribué a plusieurs
facteurs présents dans le miel. D’abord a son effet osmotique, Beaucoup ont attribués 1’a
ction thérapeutique du miel juste a I’effet osmotique du a sa teneur en sucres (Condon, 1993 ;
Somerfield, 1991 ; Tovey, 1991 ; Keast-Butler, 1980 ; Seymour et al., 1951). La
corrélation positive de l'activité antimicrobienne avec les sucres réducteurs est associée a
I'effet osmotique généré par la concentration élevée de sucres dans le miel.et en raison de
I'action de sucres simples sur I'eau contenue dans les bactéries, il provoque la lyse de la
membrane bactérienne (Couquet et al., 2013), le miel agit d’une maniéré osmotique et
absorbe I’cau vitale des microorganismes pathogeéne ce qui provoque la plasmolyse cellulaire
puis la mort de la cellule microbienne (Bougdanov et al., 2001), et selon (Mescle et al.,
1966) , expliquent que une basse Aw (activité of water) perturbe les fonctions métaboliques
des germes pathogénes et inhibe totalement leur développement). L’effet antibactérien du
miel peut également d0 a son pH acide (Mandal et al., 2011).

Le pH du miel varie de 3,9 a 6,0 (Laurent, 2014). Ce pH semble étre efficace pour
ralentir ou éviter la croissance de nombreuses especes de bactéries pathogénes (Assie, 2004).
non favorable a la multiplication des germes pathogenes, La variation de l'acidité dans les
différents miels peut étre attribuéee a l'origine florale ou a des variations en raison de la saison
de la récolte (Pe'rez-Arquillue et al., 1995), et sa teneur en peroxyde d’hydrogéne (H,O,)
(Assie, 2004 ; Halliwell et al., 1994), L'eau oxygénée aussi appelée peroxyde d'hydrogene
est considérée comme la principale inhibiteur du miel. Elle est produite par réaction
enzymatique ; c'est le glucose oxydase, secrétée par les glandes hypopharyngiennes de
I'abeille lors de la transformation du nectar en miel Ainsi que les composants physico-
chimiques tel que les acide phénols et les flavonoides, Les polyphénols font partie des
groupes de composés naturels importants, de haut intérét thérapeutique (Djossou et al.,
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2013).Les phénols, déja presentés pour leurs propriétés bactéricides, protegent ces
lipoprotéines des éventuels dommages oxydatifs causés par un surplus de radicaux libres
(Gheldof et al., 2003), qui sont genéralement en faible quantité, sont des inhibiteurs non
peroxyde (lusby et al., 2002),et la présence de substances phytochimiques (Yao et al.,
2003 ; Molan et Russel, 1988), les antioxydants sont les constituent principales
phytochimique du miel (Bogdanov et al ., 2006).

Candida albicans est sensible a 1’action inhibitrice des miels analysés avec des
différences d’un type a un autre, ce qui indique son large spectre d’action antifongique .avec
de CMI de 25% (Echant 1), 35% (Echant 2 et 3), et 40% (Echant 4), Les résultats de
(Thomas et al., 2005),sont proches de nos résultats, ils ont trouvés que la CMI de Candida
albicans est entre 10,25% et 40%. Et d’autre étude convenable a notre étude mais a des
concentrations différentes, (Cavanagh et al., 1970), ont montré que la concentration
100%(v/v) de miel a été exercé un effet fongicide sur Candida albicans, alors qu’une
concentration de 50%(Vv/v) était nécessaire pour intencifier I’action a peu prés identique dans
les espéces de Candida. Et selon (Al-Waili et al., 2005), qui montrent une inhibition de
souche de Candida albicans dans les milieux solides a concentration de 30 a 100%. Autre
étude prouve aussi la sensibilité de cette levure (Theunissen et al.,, 2001). Des travaux
convenables a nos résultats sont les travaux de (Banaeian et al., 2013), qui ont montré que
I'effet inhibiteur du miel sur Candida était considérable de 20 a 60% .

Nos miels présentent un effet antifongique trés intéressant avec une CMI =25% ( le
miel d’euphorbe), 35% (miel eucalyptus et multi florale), et 40% (miel de carotte) Les
résultats (d’Al-Waili, 2005), sont proches de nos résultats avec des milieux de culture et
concentrations différentes, car ils ont trouvé une inhibition compléte de la croissance de
Candida albicans par la méthode de contact directe sur le milieu Sabouraud avec 66% de
miel, et dans le milieu Sabouraud glucosé contenant du miel a des concentrations de 33 et
50%.

L’étude de (Dilnawaz et al ., 1995), sur dix échantillons de miel de Pakistan testées
sur Candida albicans présente des résultats comparable a nos résultats dont I’inhibition de
Candida est compléte a 50% de miel testé, Peu de travaux ont été effectués sur des especes
fongiques pour offrir une large base de comparaison Cependant (Boukraa et al ., 2006),
ayant étudiés I’effet antifongique de trois types de miels sur les mémes espéces de C.albicans
et ils ont trouvé un moyens de 43,6% et selon Cavanaugh (1970), I’inhibition de la
croissance de C .albicans est obtenu entre les concentrations de 29 ,4% et de 100% et pour

(Theunissen et al., 2001) ,I’effet du miel différe selon 1’espéce fongique
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D’apreés (Radwan et al., 1984), I’effet du miel sur la croissance des champignons
est moins marqué que sur celle des bactéries et d’autre étude menée a montré que la
croissance bactérienne est inhibée a des concentrations de 20% mais les champignons
survivent Les raisons possibles peuvent résider dans la structure et 1’organisation de ces
cellules microbiennes (Wasihun et al., 2016).

Ce qui est rapporté par Ashi (2000), que Candida albicans présente une sensibilité
moins importante a celle des bactéries par ce que la levure est une cellule eucaryotique et les
bactéries sont des cellules procaryotiques, ainsi 1’étude de (Ceyhan et al., 2001) , rapporte
que les champignons sont en générale moins sensibles que les bactéries a 1’action du miel ; et
d’autre part de la composition du miel lui-méme qui dépend a son tour de nombreux facteurs,
tels que : la nature du sol, la race des abeilles et 1’état physiologique de la colonie (Voidarou
etal., 2011 ; Jeanprost, 1979).

Les résultats obtenus ont démontré une activité inhibitrice du miel d’euphorbe vis-a
vis de toute les especes microbiennes, avec une CMI élevée sur C.albicans et basse sur la
bactérie S.aureus Le miel d’Euphorbe a une bon qualité a cause de son effet intéressent sur
les souches bactériennes et la souche fongique étudiés. une étude menée par (Bettar et al.,
2015), révélé que le miel d’Euphorbe est largement utilisé en médecine traditionnelle dans
plusieurs pays méditerranéens ,c’est un miel trés utilisé dans le traitement de I’asthme ,des
irritation de la gorge ,des maladies cardiovasculaire I’hypertension ,et favorise la fertilité
chez les femmes, les miels d’euphorbe sont aussi connus pour leur effet tonifiant ,anti-
inflammatoire ,analgésique et antimicrobien ainsi que leur capacité a promouvoir la
cicatrisation des plaies (Bettar et al., 2015 ; Cherbuliez et al., 2003).
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Conclusion

L’Algérie constitue I’un des pays qui posséde une grande diversité végétale et de
bonnes conditions climatiques, favorables a la production de miel. La valeur médicinale de ce
dernier est de plus en plus démontrée scientifiguement ce qui constitue une base pour son
utilisation en médecine.

Les résultats obtenus de 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne des échantillons de
miel testés révelent que les quatre souches microbiennes testées sont plus ou moins sensibles
a P’action inhibitrice du miel. S. aureus est la souche la plus sensible par rapport a E.coli et
Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans présente la faible sensibilité .de plus le miel
M1etM2 ont donné I’effet inhibiteur le plus grand par rapport aux miels M3 et M4.

Le miel algérien est de trés bonnes qualités, la valeur médicinale du miel comme
antibiotique naturel est de plus en plus démontrée scientifiqguement, ce qui constitue une base
pour son utilisation en médecine et dans le secteur de 1’industrie parapharmaceutique et
cosmeétique. Cette pratique traditionnelle a récemment été «redécouverte» par la profession
médicale, en particulier lorsque les agents thérapeutiques modernes conventionnels actuels
(antibiotiques, antifongiques) échouent. L’utilisation de traitement a base de miel constitue
actuellement une branche de la médecine alternative, appelée api thérapie.

Vu I'importance thérapeutique prouvée du miel en médecine et dans le secteur de
I’industrie parapharmaceutique et cosmétique il serait intéressant de compléter ce travail par :
-la recherche et la caractérisation des effets thérapeutiques de nos produits naturels

-Compléter I’étude in vitro par des applications pratique (in vivo).
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Annexe 01

Tableau.1l. Composition moyenne de miel (Olaitan et al.,

2007; Bogdanov et al., 2008 ; Jesica,

2015).
Composition Pourcentage totale Types de composes Principaux composants
-Monosaccharides -Fructose (38%), glucose (31%)
75 a4 80% -Disaccharides Maltose (7, 3%), -iso maltose,
Hydrates de -Polysaccharides (1,5 a 8%) saccharoge (1, 3)%)
carbone . .
-Erlose, Raffinose, (dextantriose,
mélézitose,Kojibiose, mélibiose)...
15 a 20% (moyenne
Eau 17%)
- Acides organique (0,1 a | acide citrique, , gluconique (0,1 a 4%), lactique,
1a5% 0,5%) fumarique, etc. ..
(Moyenne 3, 5%) -Protéines,  peptides et | - Matiéres albuminoides, matieres azotées, la
acides aminées (0,2 a 2%) defensine-(aspartique, glutamique, alanine,
-Les vitamines arginine, asparagine, cystine, glycine, ,
3:1/ l;s;gaegces - Enzymes méthionine, phénylalanine, )
-Minéraux -B1, B2, B3 ou PP, B5, B6, B8 ou H, B9 et C
-Amylase et gluco-invertase, glucose-oxydase
(catalase, amylase, phosphatase acides)
-Mg, Mn, K, Ca, Na, Fe, Cu, Se, S, ClI, Zn, (Co,
B, Ci, Cr, Ni, Au, Ag, Ba, P, Cs)
(Lipides) Traces Acides gras acide_ palmitigue, oléique et linoléique,
butyrique, caprique)
Pigments Caroténoides et flavonoides | , méthylflavonol, catéchine, chrysine....
-Esters - Meéthyléthylcétone, méthylantranylate,
Ardmes . acétates. . .
- Aldéhydes et acetones -. Formaldéhyde, acétaldéhyde...
- Alcools - Ethanol, méthanol, isobutano,

Tableau.2. Présentation des volumes de miel et volumes de milieu de cultures utilisé avec chaque

souche pour cette étude

Concentration % (X%) | Volume du miel (Y) | Volume de milieu de culture
Pseud 10% 1 9
s z :
g 30% 3 7
10% 1 9
12% 1.2 8.8
E. Coli 15% 15 8.5
20% 2 8
30% 3 7
5% 0.5 09,5
6% 0.6 09, 4
Staphv 7% 0.7 09,3
oy O 8% 0.8 09,2
10% 1 9
20% 2 8
30% 3 7
10% 1 9
20% 2 8
Candida albicans 30% 3 7
35%, 3.5 6.5
40% 4 6
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Annexe 02

1. Staphylococcus aureus isolat d’un aliment (aliment)

Avec le miel Eucalyptus Avec le miel Euphorbe

2. Staphylococcus aureus isolat d’un animal (mammite) :

Avec le miel Eucalyptus Avec le miel Euphorbe
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3. Staphylococcus aureus isolat d’un humain (Prélévement Vaginale)

Avec le miel carotte sauvage

Avec le miel Eucalyptus Avec le miel Euphorbe

4. Staphylococcus aureus référencié (ATCC)

Avec e miel multi florale

Avec le miel Eucalyptus Avec le miel Euphorbe
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5. Escherichia coli (E. coli 2017 référencé)

Avec le miel carotte sauvage Avec e miel multi florale

Avec le miel Eucalyptus Avec le miel Euphorbe

6. Escherichia coli (E.coli isola clinique polie)

Avec e miel multi florale

Avec le miel Eucalyptus Avec le miel Euphorbe

49



Annexes

7-Détermination de CMI pour Candida albicans (isolat clinique d’un humain)

Avec e miel multi florale

Avec le miel Eucalyptus Avec le miel Euphorbe

8. Détermination de CMI pour Pseudomonas aeruginosa :

Avec le miel carotte sauvage Avec e miel multi florale

Avec le miel Eucalyptus Avec le miel Euphorbe
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RESUME

Ce travail est une évaluation in vitro de l’activité antibactérienne et
antifongique de quatre variétés de miels naturels récoltés de différentes régions du
territoire national. Nos échantillons de miel sont de différentes sources florales ;
Euphorbe, Eucalyptus, Multi floral et carotte sauvage a I’égard de trois souches
bactériennes : Staphylococcus aureus ; Eschireshia coli et Pseudomonas aeroginosa
qui compte parmi les agents responsables des maladies infectieuses, et une souche
fongique Candida albicans a caractére pathogene.

Notre travail est basé sur I’évaluation de I’activité antimicrobienne par la
méthode d’Incorporation sur Milieu Solide. 1l semble que I’effet inhibiteur de chaque
variété de miel est significatif vis-a-vis les souches testées au dépend de la souche et
le type de miel.

Notons que les deux variétés du miel Euphorbe et Eucalyptus présentant un
contraste effet, alors que Staphylococcus aureus est la souche la plus sensible a
I’action de miel, par rapport a I’Eschireshia coli, Pseudomonas aeruginosa, et
Candida albicans sont considérés comme étant moins sensibles a I’activité du miel
avec des CMI qui varient entre 05 % a 40 %,

Les résultats obtenus in vitro montrent clairement I’impact positif du miel
naturel sur la croissance bactérienne et fongique.

Mots clés : Activité antimicrobienne, Activité antifongique, Miel Natural,
incorporation sur milieu solide, CMI.
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