dyhUpagall iy sUnll &g saaall

République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université Ibn Khaldoun-Tiaret
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
Département de Biologie

Mémoire de fin d’études

En vue de I’obtention du diplome de Master académique
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie

Filiére : Sciences Biologiques

Spécialité : Microbiologie Appliquée

Présenteé par :
Melle BENELHADJDJELLOUL Fatima Zahraa
Melle KHANEK Nafissa
Théme

Effet antibactérien et antibiofilm de trois variétés

de miel Algerien

Soutenu publiquement le 21/06/2023

Jury : Grade :

Président : Mm. BOURABAH Akila MCA  Université Ibn Khaldoun-Tiaret
Encadrant: Mr. MOUSSA Ahmed MCA Université Ibn Khaldoun-Tiaret
Examinateur : Mr. AKERMI Amar MAA  Université Ibn Khaldoun-Tiaret

Année universitaire 2022-2023




Cray g Jladl Gne 3837 o J3NT ) &) LA 30 5)
STl 3R 08 oy 8 2 () gt ja ey ]
Al R Caa gkt b oA S @ g
(@) GsRE 380 4 a1d b &y Gl e 4

[13-TA Jaill]




Remerciements

Avant tout, Nous tenons d remercier le Dieu tout puissant qui nous a donner (e
courage, la volonte, la sante, [amour du savoir et surtout la patience pour mener ce

travail jusqu a son bout.
Nos remerciements vont a .

Notre promoteur et directeur de memoire My. Moussa Ahimed qui a accepte de nous
encadrer et de nous avoir soutenu, survi et oriente tout au long de la realisation de

notre proyet.

Mdm. Bourabah Akila de nous avorr infiniment fionoree en acceptant juger ce

memoire et dassurer la presidence du jury en depit de ses charges multiples.
Mr. Akermi Amar pour avorr acceples d examiner ce memoire.
Un merci particulier d notre chef d option Mr. Hocine Laared]

Mr. Negadi Mothiamed Docteur et enseignant d [universite de Tiarel pour son

inestimable aide et ses encouragements.

Aux personnels du laboratoire de la faculle SNV en particulier,
les ingeniteurs du laboratoire qui nous a arde d realiser ce travail dans de bonnes

conditions.

Nos remerciements vont egalement d nos chers parents de tous les sacrifices qu ils
ont consentis pour nous permertire de suivre nos etudes dans les metlleures conditions
possibles et n avory jamais cessez de nous encourager tout ai long de nos annees

detudes.

Tous les ensejgnants de la faculle des Sciences de la
Nature et de la Vie de ["lUniversite 7bn Xhaldoun de Tiarel,
veuillez trouver ici [expression de mes sinceres remerciements

pour la gqualite de votre enseignement.

Fnfin, A tous ceux qui ont contribue de pres ou de loin d la realisation de ce travail.




Gockrace

‘/7"; A i) - / . 5 2 . Ay
(;/(/(m(f a la volonte d % ce travail a de mf(f(«)/y')/m avee e,

. j{‘ dedie ce modeste travadl

7 , o, . . o
<_///((’/( y/’((/((/%(ﬂ'(’/{é/(’/’//(‘/Wy/{(//ﬁ 7 ((y!{f//(({ﬁ [&44 /(( (%6{/{(‘(” (/{7 renconlrer en celle oee, e /(") recils el /(’r)/

dowvenirs me deerivent wn fiomme admirable el ingpirant.

%/ a ma (ﬁé/’ﬁyrmz(# mere maternelle @Mu 7///' nous a 7///'//(43’. ;Q/(f le souvenir de sa chalewr e de son amour

!
m (mo(///W{y//(f lowlt ae /n/gy de ma vée.
Qm % le MMW /(),,,,,/,},;;(», misericorde el (03 habite dans 565 vastes /)m'(/(//»’ .
107,
A men dher ;/r(m(/ 71)(/( @M

// sl maon //ﬁ/’(f el mon ami., el a lravers sa sagesse, sa bienveillance el sa lendresse. il et une /0(‘/’»)(//1/1(‘ 70(‘1'/(1/(‘, a m»/)(/'({/z/e
g
. / . _ ) / 5 / , / , . / R / _ ? - ! / . «
/é(ww mal., el i afoue wun rale magewr dans (a corstruclion de ma perscnnalile. (& et /n/u’y/m/ fe liens a le remercier d a
“ ¢

/ - -
ﬂyirl'///ﬁr ma /)/(/(/!/I(/(% y/’(z/////(/()/)(//u' loul ce g i (//m'/ /)M//' mal ﬂ///// A5 nombrewuses années /)(/»10’(4(@’ .
A,
&f/ma y/'mz(/ﬁ mere %
&/ﬂ /)/(’;)/()//('() dadl lowjours (l(’(‘(’i/y)(lyﬂ(f;% e 505 /3//'()‘/(41 el de son soulien Jor mal.
17 7
L mes chers § pearonts

/ . . 5 . . v Iy A e
. % ”n o//é//(e/ﬂ{/'(mm/»’ lewrs %/’M condiderables /)(w/' men edueation el mon crientalion vers le suceds. ]() lewr s

!
reconnaissante /ézr//r les valewrs g i ont enracineés en meod.
T mon M(»/’///'em %zmd @%
Cy7 (‘%z ,
A ma tante
L
T mes chers aneles ﬂw e g%md

\%z(u heéres amies %@ (%)%Qt g’m W % %@e/ % g’m

{' P . . . A 3 0 .
r,%/_/l(l rés chéve amie el ma binéme 9}%@ ad »)((/(m////n




Dédicace

Je dédie ce modeste travail :

Ce mémoire est dédié aux plus chéves d mon ceeur."A'la meilleure de
toutes les méres « Aicha » Qui m'a soutenu, qui m'a aidé durant toute
ma vie, pour son amour infini et sa bienveillance jour et nuit, tu as
toujours su trouver les mots qui conviennent pour me remonter la

movale dans les moments pénibles, grdce d toi jai pu surmonter toutes

les difficultés.

A mon cher pére « Hadj » qui m’a toujours poussé et motivé dans mes
études, je vous remercié pour tout le soutient et Lamour que vous me
porter depuis mon enfance et jespére votre bénédiction m'accompagne

toujours.

A mon grand-pére Djoudi ; que dieu le bénisse et ma grande mére qui
nous a laissée tot, que dieu le plus puissant Lavoir en sa sainte misé

corde.
A mes tendres tantes Karima et Nacera et ma cousine Khouloud.
A ma binéme Fatima Zahraa.

A celle qui partage mes joies et mes peines ; ma meilleure amie

Chaima.

A toutes mes amies Linda, KXhaldia, Bouchra, Ahlem, Nardjes qui me

rendivent ma vie agréable et pleine de bons souvenirs.

A tous la promo de microbiologie appliqué 2022/2023.




Liste des symboles et abréviations

D.O

DAI

SA

DA

EA

ORL

pH

MH

S. aureus
P. aeruginosa
ERO
ROS

Miel de Sidr
Miel d’Euphorbe
Miel de Cresson
Densité optique
Diamétre de 1’Auréole d’Inhibition
La combinaison entre le miel de Sidr et I’amidon
La combinaison entre le miel de Cresson et I’lamidon
La combinaison entre le miel d’Euphorbe et I’amidon
Oto-Rhino-Laryngologie
Potentiel d’hydrogene
Muller Hinton
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Espece Réactif de I’Oxygene
Reactif Oxygéne Species




Liste des figures

Figure 1: Régions de la récolte des échantillons de miel. ..........ccccovviveiieii e, 6
Figure 2: Protocol eXperimental............covoieiieiiie i 8
Figure 3: Préparation des DOItes PALIIE. ........cuiiriiiiiiie e 9
Figure 4: la diffusion sur milieu solide avant 1’incubation. ...........cccceeerereninienieninesieees 11
Figure 5: Application des disques des antiDIOtIQUES. .........cccuereereeiieiieeieee e 13
Figure 6: Résultats d’antibiotiques testés ViS-a-VIS S. QUIEUS. .......ccecveerverierieeneerieseeseenenens 16
Figure 7: Les résultats d’antibiotiques testés vis-a-Vis P. aeruginosa. .........c.ccoceeceevrereieneenn 16
Figure 8: Effet de trois échantillons de miel SUr S. QUIEUS. .........ccccoveireieiniie e 17
Figure 9: Effet de trois échantillons de miel sur P. @eruginosa. ...........ccccoeevivereereseesnesnene 18
Figure 10: Effet des échantillons de miel en combinaison avec I’amidon sur S. aureus. ....... 18

Figure 11: Effet des échantillons de miel en combinaison avec 1’amidon sur P. aeruginosa. 19

Figure 12: I’effet inhibiteur des miels sur les biofilms de  S. QUIEUS..........ccccocvviiiiiiiciennn, 20
Figure 13: I’effet inhibiteur des miels sur les biofilms de P. aeruginosa. ............cccccccevvenenne. 20
Figure 14: I’effet inhibiteur de miel+ amidon sur les biofilms de S. aureus. ...........c.cccocu...... 21

Figure 15: I’effet inhibiteur de miel+ amidon sur les biofilms de P. aeruginosa................... 21



Liste des tableaux

Tableau 1: Présentation des échantillons de miel EtUdIS.........cceeeeeeeeee oo 5

Tableau 2: Matériel, solutions et milieux de cultures utilisés pour les activités antibactériennes

BL ANTIDIOTIIM. L.ttt nne s 7
Tableau 3:Présentation des antibiotiques ULHHISES. ..........ccoerriiiieiiiie e 12
Tableau 4: Résultats d’antibiogramme pour S. QUIEUS. ........c.vrerieierierienieriesiesiese s 15
Tableau 5: Résultats d’antibiogramme pour P. @eruginoSa...........ccecveruesieereeriesieeseesieseeseens 15
Tableau 6: Effet inhibitrice de miels et miels + amidon sur les deux isolats...............cccco...... 17

Tableau 7:1’effet inhibiteur des miels et la combinaison miel amidon sur les biofilms de S.

AUIEUS BT P. BBIUGINOSA. ....evvititeitieieeiee ettt bbbttt b e bbbt ne e 20



Listes des annexes

Annexe I : Composition moyenne de miel (Clément H, 2014).

Annexe II : Classification des bactéries étudiées Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa.

Annexe III : Appareillage de laboratoire utilisé.
Annexe IV : Classification de 1’abeille Apis mellifera

Annexe V :. Composition de Muller-Hinton



Liste des symboles et abreVIAtIONS .........ccueiveiiiiieiie et ii

TS G0 (TS T USSR ii

LISTE GBS TADIEAIUX ...ttt ettt e e e et e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e aeeeereeeeens iii

LISTES TS ANNEXES ..veeeeeee e ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e eeeeeeeee e e et eeeeeenaaeenreeeeeeens iv
Sommaire

INEEOTUCTION . 1

I |V - 1 =] ] S SS 5
1.1, ECRANTHIONNAGE. .....ciiiiiiiieieiee et 5

1.2.  Matériel de laboratoires et produits ULIIISES ...........cooeiriiirniiiie e, 6

2. IMELNOGES ...ttt b e ae Rt a ettt neene e e 8
2.1. Protocol eXPErimeENntal ..........ccccueiieiiiie e 8

2.2. Evaluation des activités antibactérienne et antibiofilm ..........c..cccoevvvereesrerecenen, 9
2.3.1. Evaluation de 1’ Activité antibactérienne des échantillons de miels....................... 10
2.3.2. Evaluation de I’ Activité antibiofilm des échantillons de miels............cc.ccoovevennene. 10
2.3.3. ANLIDIOGIAMME. ..ot sre e r e re e beeaesnaeare s 12

Chapitre I : Résultats et discussion

IT. 0 RESUIALS ...ttt bbb b et b e 15
1. Résultats de I’évaluation de activités antibactérienne et antibiofilm de miel ..... 15
1.1. Résultats de ’antibiogramme ............cccovviiiiiiiiiiiiii e 15

1.2. Résultats de I’activité antibacterienne ...........cccocueererriieieeiiieesee e 16

1.3. Résultats de I’activité antibiofilm .........cccooveiiiiiiiiiiiie e 19

II.2.2. Discussion de résultats de I’évaluation de I’activité antibactérienne et antibiofilm

Lo Lol 1 1= TR T TR TR TR TR P PR PP PPPPPRPPRRPRR 22

I1.2.2.1. Evaluation de D’activité antibactérienne de Ml ......oovoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereennn, 22



I .2.2.2. Evaluation de I’ Activité antibiofilm de Miel.........ccooveeeveeeeeeeeeeeeeeeee e

CONCIUSTON. ..

Références bibliographiques
Annexes

Résumé






INTRODUCTION

Introduction

L’utilisation du miel est connue depuis I’antiquité et sans aucun doute, le miel est

considéré comme 1'un des plus anciennes denrées alimentaires connues par 1’homme

(LOUVEAU, 1973).

Le miel a une valeur religieuse importante, il est I’un des aliments bénéfiques pour notre
santé qui est mentionné dans le saint coran (Surat « EI-Nahl », verset 68-69) et la sunna que
le Tout-Puissant nous a accordé. Il est considéré comme un remede pour de nombreux maux et

comporte la guérison.

D’apres Ibn Abbas, le Prophéte (que la paix et les bénédictions de Dieu soient sur lui) a
dit : « La guérison se trouve dans trois choses : I’incision de celui qui fait la hijama, une gorgée
de miel ou une cautérisation par le feu et j’interdis & ma communauté la cautérisation.»

(Rapporté par Boukhari dans son livre n°5681).

Le Prophete (que la paix et les bénédictions de Dieu soient sur lui) a dit : « Le miel est
un remede pour toutes les maladies et le Coran est un reméde pour ’esprit. Par conséquent, je
vous recommande les deux remedes, soit le Coran et le miel. » (Rapporte par I’'imam
Boukhari).

Les anciens pensaient que le miel est venu du ciel. Piline écrit : « le miel tombe des airs,
il est la sueur du ciel, sorte de salive des astres, ou suc des airs qui se purifient » (Marchenay.,
1984).

Le miel est utilisé aussi depuis le 20éme siecle pendant la premiére et la seconde guerre
mondiale pour guérir les blessures des soldats et prévenir les infections et également été utilisé
pour traiter des problemes gastro-intestinaux, des ulcéres et des douleurs chroniques. Cependant
avec ’aveénement de la médecine moderne et des antibiotiques en 1940, 1’utilisation du miel a

diminué (Ali et al., 2011).

Le traitement des infections causées par des agents pathogénes Gram positif et a Gram
négatif est un probléme courant en raison de 1’émergence de souches bactériennes multi
résistantes. Récemment, une grande variété des bactéries ont montré une résistance aux
antibiotiques, notamment Staphylococcus aureus (S. aureus) et Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) (Ahmed et al., 2013).
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Ces dernicres années ont vu le développement d’une branche de la médecine alternative
connue sous le nom d’apithérapie, qui propose 1’utilisation du miel et d’autres produits apicoles

pour traiter une variété de maux (Manisha et Shyampada., 2011).

Le miel est un liquide visqueux sucré et savoureux produit par les abeilles de 1’espéce
Apis mellifera a partir du nectar des fleurs. Il a éte utilisé depuis longtemps comme aliment et

comme traitement des maladies (Alvarez-Suarez et al., 2009).

Le miel a une activité antibactérienne bien connu qui a été signalé pour la premiere fois
en 1892. Et depuis lors on a observé que le miel avait un large spectre d’activité, inhibant a la

fois les organismes Gram positif et Gram négatif (Nolan et al., 2019).

La composition du miel est dépendue de 1’origine botanique des plantes butinés ou des
miellats ingérés par les abeilles. Les glucides sont les principaux constituants et représentent a
eux seuls environ 95% de la matiere seche du miel. Ce dernier contient également de nombreux
autres composants : protéines, enzymes, acides aminés, vitamines, minéraux, polyphénols ...

etc. (Balas, 2015).

Le miel a été largement utilisé dans la médecine traditionnelle en raison de ses propriétés
curatives. Il a été utilisé pour traiter diverses lésions de la peau et des muqueuses, ainsi que pour
aider a guérir des brdlures et des plaies post-opératoires. Le miel a également été utilisé pour
traiter les troubles gastro-intestinaux tels que la diarrhée, et il a méme démontré son efficacité
dans le traitement de certains troubles cardiovasculaires, inflammatoires et néoplasiques. En
outre, le miel a des propriétés apaisantes pour les maux de gorge et la toux (Eteraf et Najafi.,
2013).

Le miel a un effet antibiotique sur les espéces qui ont la capacité de former des biofilms

telles que les S. aureus et P. aeruginosa (Yessad et Balhadi., 2016).

Le miel est utilisé comme remeéde naturel pour traiter les infections cutanées et des
plaies. 1l a la capacité d'inhiber la formation de biofilms bactériens, qui sont des communautés

de bactéries résistantes aux antibiotiques et aux défenses immunitaires (Abbes et al., 2014).

Les activités antibactériennes et antibiofilm de miel est d0 a la présence des composés
antibactériens tels que le méthylglyoxal et peroxyde d'hydrogéne, ainsi que des flavonoides et
des acides organiques qui ont une activité antibiofilm et d’autre composants, méme sur sa

capacité a interférer avec la communication cellulaires des bactéries a inhiber la synthése de
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I’ADN et perturber la matrice extracellulaire qui maintient les bactéries ensemble (Jervis-

Bardy et al., 2011).

Les propriétés antimicrobiennes des miels sont connues depuis longtemps. En effet, ils
ont la capacité de lutter contre les bactéries, les moisissures et les levures grace a des propriétés
uniques qui les rendent bactériostatiques et bactéricides (Ahmed et al., 2011). Plusieurs
facteurs contribuent a cette activité antibactérienne, notamment la viscosité élevée du miel, qui
est principalement dd a sa concentration élevée en sucre et a sa faible teneur en eau. Cette
viscosité élevee permet de fournir une barriére protectrice qui prévient les infections. De plus,
la Iégére acidité et la teneur en peroxyde d'hydrogéne ont également des effets antimicrobiens
évidents (Nadjla, 2019).

Le miel peut étre appliqué directement sur la peau ou utilisé comme pansement. Il peut

également étre consommeée tel quel.

La qualité du miel est variée en fonction de plusieurs facteurs tels que les conditions
biologiques, climatiques et écologiques, ainsi que les méthodes d'extraction (Bogdanov et al.,
2004).

Au cours de ces derniéres années, 1’apiculture en Algérie a connu une croissance
importante. En effet, le taux de production national a notoirement augmenté. Durant cette
période, la production de miel a presque doublé, atteignant 74420 quintaux par an, alors que la
consommation par habitant ne dépasse pas 176 grammes par an (Dagheb, 2020). Les
importations de miel proviennent de Chine, d’Inde et d’Arabie saoudite (150000 tonnes

d’importation en 2011) (Bourkache et Perret., 2014).

Dans ce travail nous présentons une contribution a évaluation de 1’effet antibactérien et

antibiofilm du miel de Sidr, Cresson et d’Euphorbe.
Notre travail est divisé en deux parties ;

> La premiere est consacrée pour le matériel et les méthodes utilisés dans la partie
expérimentale.

» La seconde partie expose les résultats, présentés et discutés ainsi qu’une conclusion.
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Objectif de travail

Notre recherche est portée sur 1’évaluation de 1’activité antibactérienne et antibiofilm
de trois variétés de miels algériens vis-a-vis deux souches a caractére pathogeénes (S. aureus et

P.aeruginosa).
Lieu de travail

Notre étude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie de
I’institut des sciences vétérinaire de ’université IBN-KHALDOUN, Tiaret.

1. Matériel

1.1.Echantillonnage
Notre travail est porté sur trois échantillons de miel, qui provenaient de la récolte 2022 dans la
région du sud algérien (Tindouf et Laghouat), ils sont conservés dans des flacons en verre et

stocké a une température ambiante (20 °C) a I’abri de la lumiére.

Tableau 1: Présentation des échantillons de miel étudiés

Echantillons | Date Région | Origine Nom Aspet | couleur

de de scientifique

récolte | récolte

E 2022 | Laghouat | Euphorbe| Euphorbia | Cristallisé] Ambré
foncée
S 2022 | Laghouat Sidr Zizyphus Liquide | Jaune
Lotus doré
D 2022 Tindouf | Cresson | Eruca Sativg Cristallisé| Ambré
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Figure 1: Régions de la récolte des échantillons de miel.

1.2.Matériel de laboratoires, les produits utilises
» Présentation des bactéries étudiées

Nous avons obtenu deux isolats bactériens pour notre étude a partir du laboratoire de
microbiologie de l'institut des Sciences Veétérinaires de la Wilaya de Tiaret. Ces bactéries ont
été isolée a partir d’une jument souffre de métrite (Maladie inflammatoire de I'utérus). Ces
isolats ont été choisis en raison de leur fréquence élevée de contamination des aliments et de
leur caracteére pathogene. Nous avons donc entrepris d’évaluer la sensibilité de ces souches
envers le miel récolté pour cette étude. Les isolats étudiés sont S. aureus a Gram positif et

P. aeruginosa & Gram négatif.

e Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est 1’un des agents qui provoque les maladies bactériennes le plus

courant et le plus répandu (Gordon et al., 2021).

Staphylococcus aureus est I’espéce la plus pathogeéne du genre Staphylococcus, elle se
représente se forme d’une coque de diametre de 5 - 1 um, gram positive et catalase positive,

non sporulé, immobile, aéro-anaérobie facultatif.
e Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est un agent pathogene associé a un spectre large des infections
aigues et chroniques chez 1’étre humain et dévastatrices chez les personnes qui ont un systéme

immunitaire faible (Thi et al., 2020).

Pseudomonas aeruginosa est une espéce de genre Pseudomonas, de forme batonnet renflé avec
un flagelle polaire, de 2 — 4 um de longueur, de Gram négative non fermentant, de catalase

positive, oxydase positive, mobile, aérobie strict, asporulé.

» Le matériel et les produits utilisés sont résumés dans le tableau si dessous (Tableau 02)
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Tableau 2: Matériel, solutions et milieux de cultures utilisés pour les activités antibactériennes
et antibiofilm.

Appareillage Materiel consommables et Solution et milieux
verreries

e Spectrophotomeétre e Boites de pétrie en plastique | e Eau distillée

e Balance analytique (90mm, 45 mm) e Muller-Hinton

e Etuve (Heraeus) e Ecouvillons stériles

e Bain marie e Tubes & essais en verre

e Micro-onde (WHIRLPOOL) | e Flacons en verre 80 mi
¢ Bec bunsen e Seringues de 5 ml

e Autoclave e Pipettes pasteur

e Papier absorbant

e Spatule

ePissette
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2. Méthodes

2.1. Protocol expérimental

La figure ci-dessous récapitule la procédure expérimentale adoptée durant cette étude :

Evaluation des activités
antibactérien et anti-biofilm

X 1
[ | l l

L'activité

L'activité anti-biofilm Antibiogramme

antibactérien
Test d'inhibiti | : o
Méthode de diffusion en fi?ffusimll ICLO?niflliaeIua Methode de diffusion
\ puits \ ~olide 5 par disques

- Staphylococcus aureus
- Pseudomonas aeruginosa

l

Incubation a 37 °C
pendant24 h

Résultats et discussion

Figure 2: Protocol expérimental
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2.2. Evaluation des activités antibactérienne et antibiofilm

> Repiquage de bactéries étudiées

Les isolats bactériens a tester ont été repiquées par la méthode des stries, puis incubées a I’étuve
a 37 °C pendant 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des colonies isolées. Les colonies

isolées ont servi a préparer I’inoculum (Moroh et al., 2008).
» Preéparation des boites de pétrie

La gélose de Muller-Hinton (MH) est coulée et répartie dans des boites de pétri stériles de 45
mm et 4 boites de pétri de 90 mm de diametre pour 1’antibiogramme et sont séchées a une

température ambiante.

Figure 3: Préparation des boites pétrie.

> Préparation de I’inoculum standard des isolats

A partir d’une culture jeune de 24 h sur milieu d’isolement MH. Prélever a I’aide d’une pipette
pasteur quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Décharger la pipette dans 10
ml d’eau distillée stérile. L’inoculum doit étre ajustés pour correspondre a la turbidité de
I’échelle de 0,5Mc Farland et dilué avec I’eau distillée jusqu’a 1’obtention d’un inoculum de

107 cellules/ ml (Ahmed et al., 2016).

La suspension préparée doit idéalement étre employés dans les 15min qui suivent sa préparation
(Soussy et al., 2010).
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2.3.1. Evaluation de I’Activité antibactérienne
2.3.1.1. Methode de diffusion en puits
> Les extraits
- Lemiel (S,DetE)
- Mélange de miel + amidon (miel de Sidr + amidon (SA), miel de cresson + amidon (DA) et
miel d’Euphorbe + amidon (EA)).
- L’évaluation de ’activité antibactérienne de nos miels a été réalisée par la méthode de

diffusion en puits décrite par (Osho et Bello, 2010).

Apres inoculation par écouvillonnage avec une suspension de 0,5Mc Farland, creusée des puits
de 6mm de diamétres a I’aide de I’extrémité large d’une pipette pasteur flambées dans la flamme
du bec bunsen, afin de produire un seul puit par boite. Puis nous avons rempli les puits par les
trois variétés de miels ; Certains puits sont remplis par le miel seul et d’autre par le mélange de
I’amidon avec les trois variétés de miel. Les boites sont incubées en position plats a 37°C
pendant 24h a I’étuve. L’action du miel se manifeste par la formation d’une auréole d’inhibition
autour du puits.

2.3.1.2. Lecture

Le potentiel antibactérien des composeés testés a été déterminé sur la base du diametre

moyen de la zone d'inhibition autour de puits en mm. Chaque test a été répété deux fois.
Merah et al, (2010) ont considérés que si le diamétre de la zone d’inhibition est :
-Inférieure & 10mm : Souche résistante.

-Egale a 10mm : Souche a sensibilité intermédiaire.

-Supérieure a 10mm : Souche sensible.

2.3.2. Evaluation de Pactivité antibiofilm des échantillons de miels

2.3.2.1. Méthode d’inhibition dans un milieu gélosé
L’¢évaluation de I’activité antibiofilm est determinée par la technique d’inhibition dans un

milieu gélosé décrite par (Ziad et Yahyaoui, 2020).

Aprés que les boites de 45mm doivent étre couler par la gélose MH, un ensemencement est
réalisé avec les deux suspensions bactériennes standardisées a 0,5Mc¢ Farland et d’une DO (0,08
—-0,13).
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Laisser les boites sécher pendant 15min ; Déposer les deux fils de suture chaqu’un de ces fils
est de longueur de 5¢cm dans ; 1’un est stérile et I’autre et imbibée dans le miel. Dans un autre

essai on a déposé un fil imbibé dans un mélange de miel et de I’amidon.

P. aeruginosa P. aeruginosa

S. aureus
S. aureus S. aureus

Figure 4: la diffusion sur milieu solide avant 1’incubation.

T : Fil suture seulement
T+ : - Fil suture imprégné dans le miel
- Fil suture imprégné dans le miel + amidon

Les boites sont mises a incuber et placées d’une position plate dans un étuve réglée a 37°C
pendant 24h.

2.3.2.2. Lecture

L’action de miel et du mélange de miel et amidon se manifeste par la formation d’une auréole
d’inhibition autour du fils. L’activité antibiofilm a été déterminée en mesurant, a I’aide d’une
régle graduait, le diamétre de la zone d’inhibition déterminée par le miel (El-shaer et ghanem,
1966).
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2.3.3. Antibiogramme

L’antibiogramme est un outil de décision thérapeutique : C’est un test qui permet de mesurer la
résistance bactérienne in vitro. Il permet de classer les bactéries en bactéries sensibles (S) ;
intermédiaire (I) ; résistante (R) (Caron, 2012). La sensibilité aux antibiotiques est étudiée par
la technique d’antibiogramme décrite par (Mostefa et al., 2010). L’antibiogramme a été évalué

a I’aide de la méthode de diffusion par disques.
> Les antibiotiques utilisés

Tableau 3:Présentation des antibiotiques utilisés.

Les antibiotiques Charge de disque Abréviations
Novo Biochine 15 ng MY
Spiromycine 100 pg SP
Meétronidazole 5ug MT
Chloramphénicol 30 pg C
Tétracycline 30 ug TE
Kanamycine 30 ug K
Vancomycine 30 ng VA
Gentamicine 10 ug CN
Licomycin 30 ug C30
- 30 ug CF

» Application des disques d’antibiotiques

Les micro-organismes sont ensemencés par la méthode de striées a partir d’une suspension
d’une opacité de 0,5Mc Farland et de 102 cellules/ml sur le milieu MH gélosé dans des boites
de pétries de 90mm. Déposer 5 disques d’antibiotiques par boites a 1’aide d’une pince stérile a
la surface de la gélose avec une Iégere pression sur chaque disque. Les boites sont incubées a
37°C pendant une nuit. Le profil de sensibilité des bactéries aux antibiotiques est déterminé par

la mesure des diameétres des zones d’inhibition autours des disques sur boites.
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~

2

Figure 5: Application des disques des antibiotiques.
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CHAPITRE I RESULTATS FT DISCUSSTON

I .1. Résultats
1. Résultats de I’évaluation de P’activités antibactérienne et antibiofilm de miel

1.1.Résultats de I’antibiogramme
Les antibiotiques sont des substances chimiques produites par des microorganismes, ayant la
capacité de détruire ou d’inhiber la croissance de d’autres microorganismes (Moulai et al.,

2022).

Les résultats de la résistance des isolats étudiés (S. aureus et P. aeruginosa) aux antibiotiques

figurant dans les tableaux suivants :

Tableau 4: Résultats d’antibiogramme pour S. aureus.

Antibiotique | MY | SP MT |C TE K VA |CN Cso CF
Diamétre 34 22 0 30 0 22 11 20 27 11
(mm)

La sensibilité | S S R S R S S S S S

Tableau 5: Résultats d’antibiogramme pour P. aeruginosa.

Antibiotique | MY | SP MT |C TE K VA CN Cso CF

Diamétre 34 24 ND 27 ND 23 18 19 27 16
(mm)
La sensibilité | S S R S R S S S S S

Les résultats indiquent que S. aureus est sensible aux 80% d’antibiotiques (la Novo
Biochine (34 mm), Chloramphénicol (30 mm), Licomycin (27 mm), Spiromycine et Kanamycine
(22 mm), Gentamicine (20 mm), Vancomycine et CF (11 mm)), d’autre part la bactérie présente

une résistance de 20 % aux antibiotiques (Métronidazole et Tétracycline).
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Figure 6: Résultats d’antibiotiques testés vis-a-vis S. aureus.

Par ailleurs révelent que P. aeruginosa est sensible aux antibiotiques testés notamment la
Novo Biochine (34 mm), Chloramphénicol et Licomycin (27mm), Spiromycine (24 mm),
Kanamycine (23 mm), Gentamicine (19 mm), Vancomycine (18mm), ainsi CF (16 mm) et présente

une résistance aux Métronidazole et Tétracycline.

Figure 7: Les résultats d’antibiotiques testés vis-a-vis P. aeruginosa.

1.2.Résultats de I’activité antibactérienne
On utilise couramment Cette technique pour étudier 1’activité antimicrobienne des
substances naturelles. Elle repose sur I’utilisation de puits comme réservoirs contenant la

solution des substances a tester (Krichen et Guetatlia, 2019).
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L’évaluation de I’effet inhibiteur est exprimée par le Diamétre de I’ Auréole d’Inhibition (DAI).
Lors de cette méthode les DAI ont été mesurés a I’aide d’une regle graduait et les résultats sont
présentés dans les Tableaux ci-dessous ;

Tableau 6: Effet inhibitrice de miels et miels + amidon sur les deux isolats.

Isolats étudiees S. aureus P. aeruginosa
Echantillons de miel | S E D S E D
Diamétreen | Miel 9 18 17,5 11 11 10
(mm) Miel + amidon 22 25 9 105 [7 11

A travers les résultats obtenus, nous pouvons constater que les isolats testés ont été

affectées par les types de miel dans les deux cas, seuls ou en combinaison avec 1I’amidon.

La bactérie S. aureus est sensible aux actions des échantillons de miel (E et D) avec
des zones d’inhibition de 18 mm et 17,5 mm respectivement. Cependant la bactérie a montré un

effet résistant aux actions de miel (S) avec une zone d’inhibition de 9mm (fig.08).

Figure 8: Effet de trois echantillons de miel sur S. aureus.

P. aeruginosa est sensible aux actions des échantillons de miel (E et S) avec des
zones d’inhibition de 11 mm. Tandis que pour I’échantillon (D) la bactérie a démontré une

sensibilité intermédiaire avec une zone d’inhibition de 10mm. (fig.09).
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Figure 9: Effet de trois échantillons de miel sur P. aeruginosa.

Toutes les bactéries testées sont sensibles a I'effet inhibiteur du miel utilisés, mais

chacune a des degrés différents en fonction de son type et de la bactérie.

D’aprés les résultats de la combinaison (miel + amidon) nous constatons que tous
les échantillons de miel examiné ont un effet antibactérien sur S. aureus avec des zones
d’inhibition vont de 9 mm a 25 mm, dont I’effet inhibiteur le plus prononcé est obtenu avec
I’échantillon (E) avec 25 mm de diameétre, suivi par le miel (S) avec 22 mm de diamétre, et la
zone d’inhibition la plus faible est présenté par 1’échantillon (D) avec 9 mm de diameétre
(fig.10).

Miel+amidon

Figure 10: Effet des échantillons de miel en combinaison avec 1’amidon sur S. aureus.
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Concernant P. aeruginosa le diameétre des zones d’inhibition varient entre 7 mm et
11 mm, dont la valeur maximale est attribuée avec 1’échantillon (D) avec 11 mm de diametre,
suivi par I’échantillon (S) avec 10.5 mm de diamétre, et la valeur minimale est présentée par

I’échantillon (E) avec un diametre de 7 mm (fig. 11).

Figure 11: Effet des échantillons de miel en combinaison avec 1’amidon sur P. aeruginosa.

Donc nous constatons que S. aureus a montré une sensibilité aux actions des
échantillons (S et E) contrairement pour 1’échantillon (D) ou elle est résistante. Tandis que
pour P. aeruginosa nous avons remarquées une sensibilité aux échantillons (D et S) et une
résistance a 1’échantillon (E).

En se fondant ces résultats, nous avons observé que I’activité antibactérienne de la
combinaison (miel + amidon) sur S. aureus est plus élevée par rapport aux résultats obtenus
avec le miel pur.

Parmi les trois échantillons nous observons que 1’échantillon (E) présente le

meilleur effet antibactérien surtout pour la bactérie S. aureus.

1.3. Résultats de I’activité antibiofilm
Ces études ont été réalisées pour évaluer 1’effet antibiofilm des fils de suture imprégnés dans
les échantillons du miel étudiées et miel + amidon sur différents types de biofilms de
S. aureus et P. aeruginosa.
Le tableau suivant représente les résultats de 1’effet inhibiteur de miels et de miel + amidon sur

les biofilms de S. aureus et P. aeruginosa.
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Tableau 7:’effet inhibiteur des miels et la combinaison miel amidon sur les biofilms de S.
aureus et P. aeruginosa.

Isolats étudiées S. aureus P. aeruginosa

Echantillons de miel | S E D S E D
Diameétre en Miel 18 22 11 21 11 4
(mm)

Miel + amidon 16 12 10 3 0 0

Les résultats obtenus indiquent que tous les échantillons de miel montrent une
activité antibiofilm contre S. aureus avec des zones d’inhibitions oscillent de 11 mm et 22 mm

de diametre (fig. 12).

Figure 12: T’effet inhibiteur des miels sur Ies biofilms de S. aureus.

D’ailleurs, pour P. aeruginosa nos résultats indiquent que les échantillons (S et E)

montrent une activité antibiofilm avec un diamétre des zones d’inhibition arrivant a2 21 mm

(fig.13).

Figure 13: I’effet inhibiteur des miels sur les biofilms de P. aeruginosa.
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La prolifération des S. aureus autour du fil de suture est moins importante para port
aux bactéries P. aeruginosa, ce qui nous laisse a dire que le fil de suture imprégné dans le miel a
un effet inhibiteur sur S. aureus en comparent par P. aeruginosa. Par contre le fil de suture seul

n’a aucun effet.

D’apreés les résultats précédemment cités dans le tableau 7, nous avons remarqueé que
S. aureus est plus sensible a la combinaison miel et amidon de chaque échantillon examiné
contrairement aux biofilms de P. aeruginosa qui montrent une résistance a I’effet de la

combinaison miel et amidon.

Figure 15: I’effet inhibiteur de miel+ amidon sur les biofilms de P. aeruginosa.
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II .2. Discussion
I .2.2. Evaluation de I’activité antibactérienne et antibiofilm de miel

II.2.2.1. Evaluation de I’activité antibactérienne de miel

Le miel est largement reconnu comme l'un des agents antimicrobiens les plus
efficaces. Diverses études ont mise en évidence ses propriétés curatives, qui en font un reméde
naturel aux usages multiples pour des problemes tels que les brdlures, les plaies, les ulceres, les
gastrites, ainsi que pour les maladies affectant le foie et I’estomac, Le miel peut étre utilisé aussi
pour soigner les affections de la bouche, de la gorge et de la toux (Halah, 2018).

D’autre part Najla’a (2011) confirme que le miel obtenu a I'universit¢ de Bagdad

permet aux tissus brulés de guérir rapidement.

Des cultures de plaies infectées ont montré que P. aeruginosa est le pathogene le plus
fréquemment isolé représentant 44% suivis par S. aureus & 30% (Rafa’t, 2011). Une autre étude
par (Najla’a, 2011 ; Chibi, 2015) a montré que S. aureus et P. aeruginosa sont responsables
d’un nombre croissant d’infections nosocomiales ou ils ont les plus répandues dans les plaies
infectées. Ces bactéries peuvent envahir les plaies ouvertes provoguant leur purulent parce
qu’ils ont possédent des facteurs de virulence tels que les entérotoxines et les exotoxines. Ces
pathogénes sont devenues résistantes a de nombreux antibiotiques, rendant leur traitement
difficile (Riazi, 2011). Ces bactéries ont la capacité de causer des infections aigues et
chroniques, largement attribuées a leur capacité d’adhérer aux surfaces biotiques et abiotiques.
Elles sont responsables d’infections cutanées, muqueuses et des septicémies, qui sont

généralement acquises pendant I'hospitalisation (Attar et Lacheheub, 2019).

Les résultats obtenus dans notre étude montrent que tous les échantillons de miels

étudiés possédent une activité antibactérienne contre toutes les bactéries testées.

Les valeurs des zones d’inhibition varient de 9mm a 18mm pour S. aureus et de 10mm

a 11mm pour P. aeruginosa.

Sur ce, nous avons remarqué que les isolats étudiés S. aureus et P. aeruginosa
présentent une sensibilité modérée a I'effet des échantillons de miel examinés. Cette affectation

traduit par les zones d’inhibitions qui sont apparait autour de puits avec des différences d’un
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type a un autre et d’une bactérie a une autre, ou S. aureus est plus sensible aux trois echantillons
de miel que P. aeruginosa qui présente une faible sensibilité avec des zones d’inhibition qui ne
dépasse pas 11 mm. Cela confirme que ces miels ont un large spectre d’action antibactérienne.

Nos résultats obtenus sont inférieurs a lesquels trouvés par Bouacha et al en (2022)
dans leur étude sur I’évaluation de I’effet antibactérien de 14 échantillons de miel algérien, par
rapport au miel de Manuka, par I’utilisation de la méthode de diffusion en puits, ou ils ont
trouvé des valeurs qui variaient de 14 a 38 mm pour les bactéries Gram-positives et de 8 a 28

mm pour les bactéries Gram-négatives.

On observe une différence de sensibilité des bactéries vis-a-vis les miels testés, cette

variation peut étre expliquée par I’origine florale de miel.

Nous constatons que le miel d’Euphorbe de la région de Laghouat présente le meilleur
effet antibactérien, ceci pourrait étre di a leur faible pH (3,38). Selon Bilsel et al., (2002), le
pH du miel & un réle crucial dans la prévention de la croissance de nombreuses bactéries.
D’autre part Haniyeh et al., (2010) ont confirmé a travers leurs études que le miel acide peut
agir comme un facteur important dans leur activité antibactérienne ou le pH bas contribue a
renforcer son potentiel antibactérien contre ces pathogenes spécifiques. Cet échantillon a
donner des diamétres des zones d’inhibition qui varient de 11mm a 18mm contre les deux
bactéries étudiées cela peut étre traduit par 1’origine botanique de la plante elle-méme,
Euphorbia est une végétale trés riche en constituants diterpéniques notamment les esters de
diterpéne qui sont des hydrocarbures isopréniques qui ont des propriétés biologiques

intéressantes telles que 1’activité antimicrobienne (Melissa, 2017).
Le miel de Sidr a montré aussi une activité antibactérienne contre les deux bactéries testées.

Selon Fahim et al. (2014), le miel de Sidr (aussi connu comme le miel de jujubier) a
démontré une activité antibactérienne contre la bactérie Gram positif, S. aureus, ainsi que les
bactéries Gram négatif Escherichia coli (E. Coli) et P. aeruginosa. De plus, Chougar et Kebdi.
(2018) ; Benbareka et al. (2019) ont confirmé que les miels de Sidr (Zizyphus lotus L) ont un
effet antibactérien contre E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25923) et P. aeruginosa
(ATCC 27853).

La sensibilité de la bactérie Gram-positives S. aureus a 1’activité antibactérienne du
miel est plus élevée que celle de la bactérie Gram-négatives P. aeruginosa. En raison de leur

structure de paroi qui comprend une membrane externe, les bactéries Gram-négatives sont
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dotées d’une protection supplémentaire pour leur peptidoglycane, ce qui les rend moins
perméables aux agents antimicrobiens (Feknous et Boumendjel., 2022). Ce constat est
similaire a celui fait par Ghania et al. (2021).

D’apreés 1’étude menée par Abdellah et al. (2020) sur deux échantillons de miel de la
steppe algérienne provenant de différentes sources florales (Euphorbia cheiradenia et Noaea
mucronata) ont montré une capacité inhibitrice de la croissance des bactéries suivantes:
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 33862).

Dans une étude menée par Rafa’t (2011) ; Estelle (2022) sur 1’'usage médical du miel,
ou a-t-ils ont prouvés que l'effet du miel sur les bactéries est lié a trois points généraux

représentés dans :

» La forte concentration de sucre dans le miel et la faible quantité d'eau qu'il
contient créent un effet osmotique.

» Le miel présente un pH acide, avec une plage typique de 3,2 a 5,5 sur I'échelle
de pH.

> Le peroxyde d'hydrogene produit par le glucose oxydase.

D'autre part Nadjla (2019) ; a expliqué a travers une étude sur le Pouvoir antibactérien
du miel que la forte teneur en sucre du miel crée une pression osmotique sur les cellules
bactériennes, entrainant la sortie d'eau des cellules par osmose. Cela conduit a la déshydratation
des cellules, les empéchant de se développer et de se multiplier dans une solution hypertonique
de sucre. Cette concentration élevée de sucre et la faible activité de lI'eau empéchent la

croissance de nombreux micro-organismes, tels que S. aureus.

D’apres Alexandra (2011) le pH acide de miel renforce sa capacité a empécher la
prolifération et la croissance de plusieurs especes de bactéries pathogeénes, parce que la majorité
des micro-organismes ont un pH optimal compris entre 7,2 et 7,4 (Abdi et al., 2019). De ce
fait, il est justifié de dire que cette acidité renforce son activité antibactérienne (Alexandra.,
2011).

Selon Brudzynski (2006) et Manisha (2011) le miel possede des propriétés
antibactériennes grace a la présence de peroxyde d'hydrogéne. Celui-ci agit comme inhibiteur
et empéche la croissance de certaines bactéries. Et a partir de I'étude menée par Estella (2022)
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qui affirme que le peroxyde d'hydrogene est une espéce réactive de I'oxygéne (ERO/ROS) qui

peut causer un stress oxydant et des dommages aux structures cellulaires.

D’autres recherches indiquent aussi qu’il y avait d’autres composants qui peuvent étre
participée dans 1’effet antibactérien du miel comme les enzymes tels que le glucose oxydase
qui transforme le glucose en acide gluconique et en peroxyde d’hydrogéne et I’amylase qui
entraine une augmentation de I'effet osmotique du milieu par l'augmentation de la teneur en
sucre (Kerkvliet, 1996 ; Ahmed et al., 2012).

L’activité antibactérienne du miel peuvent aussi liée a d’autre composants non-
peroxydique tels que les Flavonoides (Boulaaba., 2019). Ces dernieres peut attribuée a
plusieurs mécanismes comme la perturbation de la membrane cytoplasmique ainsi la
dégradation de la paroi cellulaire meme I’inhibition des enzymes extracellulaires et la
séquestration des substrats nécessaires a la croissance bactériennes (Akrab et Mouhadi.,
2019).

Le miel posséde une activité antimicrobienne qui est dd, en partie, a la structure de la
paroi cellulaire des bactéries cibles. En effet, certains types de miel ont une action inhibitrice
sur les bactéries a Gram positif, mais pas sur les bactéries a Gram négatif. En outre, la
composition chimique intrinséque du miel, telle que sa teneur en sucre, en acides organiques et
en antioxydants, est également considérée comme un facteur contribuant a son activité

antimicrobienne (Merah et al., 2010).

Nous avons remarqué que la combinaison entre le miel et ’amidon produit de
meilleurs résultats que les résultats de miel seul. On peut attribuer la raison de I’augmentation
de I’effet antibactérien a I’hypothése avancé par Boukraa et al. (2007) ; Ahmed et al. (2011),
Cette hypothése repose sur le fait que les amylases présentes dans le miel sont responsables de
I’hydrolyse des chaines d’amidon, et entrainent la production aléatoire de dextrine et de maltose
qui augmentent ’effet osmotique de miel et par conséquences augmentent 1’activité
antibactérienne. Leurs résultats confirment également que I’ajout d’amidon dans les milieux
contenant du miel a un effet important sur I’activité antibactérienne.

Par contre, il convient de noter que 1’effet antibactérien sur P. aeruginosa est diminué.

Cette bactérie est distinguéee par sa flexibilité génétique et peut étre entouree par une structure
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protectrice, agissant comme une pseudo-capsule qui la préserve des agressions de

I’environnement (Bouacha et al., 2022).

II .2.2.2. Evaluation de I’Activité antibiofilm de miel

Le miel est connu depuis des milliers d'années pour ses propriétés biologiques
infinies, et parmi ces propriétés, on peut citer I'activité antibiofilm car le miel est connu pour sa
capacité a inhiber et a perturber la formation de biofilms bactériens, dont certains sont poly-
microbiens ou mono-microbiens. Nous définissons les biofilms comme des communautés

bactériennes liées entre elles par la sécrétion d'une matrice protectrice (Abbes et al., 2014).

Les résultats obtenus montrent que 1’activité antibiofilm de miel d’Euphorbe et de
Sidr était la plus remarquable, inhibant les S. aureus avec des zones d’inhibitions de 22 mm de
diameétre et 18 mm de diametre respectivement. Contrairement a P. aeruginosa qui montrent
une sensibilité importante pour le miel de Sidr avec une zone d’inhibition égal a 21mm. Cela
est d0 aux composés antibiofilm présent dans le miel, parmi ces composes, les peptides
antimicrobiens, notamment les defensines d’insectes qui présentent dans tous les types de miel
a des concentrations variables (Martin et al., 2016). Ces composees sont connues par leur
puissance en tant que peptides antibactériens et antibiofilm, car ils ont la capacité de détruire et
de perturber le biofilm bactérien (Dosler et Karaaslan, 2014). La défensine-1, en particulier,
présente dans le miel de maniere réguliere, a été impliquée dans 1’activité antibiofilm du miel.
Des études également démontré que la forme recombinante de la défensine-1, dérivée des
abeilles, réduit efficacement la viabilité des cellules de S. aureus et P. aeruginosa dans des

biofilms poly-microbiennes établis (Deglovic et al., 2022).

Les biofilms de P. aeruginosa a été résistante a I’effet de miel de Cresson avec une

zone d’inhibition qui ne dépasse pas 4mm.

D’apreés les résultats précédemment cités, nous avons remarqué que les biofilms de

S. aureus ont été affectées par la combinaison (miel +amidon) de chaque échantillon examing.

D'apreés les résultats de I'étude en cours, il a été mis en évidence que les miels ayant
une couleur foncee (marqués E et S) sont tres efficaces pour inhiber la croissance et la formation
de biofilms. La couleur du miel est étroitement liée a la présence de pigments tels que des
flavonoides et des composés phénoliques. En conséquence, les miels foncés contiennent des
quantités plus élevées de phénols totaux et ont une composition chimique plus complexe, ce

qui leur confere des propriétés biologiques importantes (Fazia et souhila, 2016).
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CHAPITRE I RESULTATS FT DISCUSSTON

En se référant a Estelle (2022) la pression osmotique affecte la capacité des

bactéries a former des biofilms.

En fin de compte, bien que la capacité du miel a inhiber la formation de biofilms

bactériens varie d'un type de miel a l'autre.

27






CONCLUSTON

Conclusion
Cette étude nous a permet d’évaluer 1’activité antibactérienne et antibiofilm in vitro des
trois variétés de miels testés, ainsi la combinaison entre le miel et I’amidon de la pomme de

terre sur deux isolats (S. aureus et P. aeruginosa).

Sous un autre angle, il convient de noter que tous les types de miel étudié sont dotés
d’un large spectre d’activité inhibitrice sur les isolats testés et les biofilms formé par (P.
aeruginosa et S. aureus). Les bactéries testées ont montré une sensibilité a I'action inhibitrice
des différents types de miels étudiés, ainsi qu'aux combinaisons miel/amidon. Cependant, il est
important de noter que I'efficacité du miel varier selon le type de miel et la bactérie étudié.

En conclusion, ces résultats pourraient étre utilisées pour la mise au point de traitements

pour diverses maladies causées par ces germes pathogenes.

Ces études pratiques permettront de mieux caractériser les propriétés bénéfiques du
miel, pour développer des produits naturels a base de miel, qui pourront étre utilisés dans le

domaine médical, thérapeutique et cosmétique.
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ANNEXZS

Annexes I : Composition moyenne de miel (Clément H, 2014) .

1.50% Composition de miel

30%
1’30%'\ o M Eau
M Fructose
i Glucose
i Saccharose
1 Maltose

1 Trisaccharides

Annexe II : Classification des bactéries étudiées Staphylococcus aureus et Pseudomonas

aeruginosa.
Staphylococcus aureus

Régne Bacteria
Embranchement Procaryota
Division Firmicutes
Classe Bacilli
Ordre Bacillales
Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espéce Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa
Régne Bacteria
Embranchement Procaryota
Division Proteobacteria
Classe Gammaproteobactéria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas
Espece Pseudomonas aeruginosa




ANNEXZS

Annexe IIl : Appareillage de laboratoire utilisé (photos personnel).

Autoclave

Etuve (Heraeus)

Bain marie




ANNEXZS

Annexe IV : Classification de I’abeille Apis mellifera.

Apis mellifera

Classification selon Linnaeus en 1758
Régne Animalia
Embranchement Arthropoda
Classe Insecta
Ordre Hymenoptera
Sous-ordre Apocrita
Super-famille Apoidea
Famille Apidae
Sous-famille Apinae
Tribu Apini
Genre Apis
Espece Apis mellifera

Annexe V : composition de Muller-Hinton.

Gélose de Muller-Hinton
Hydrolysat acide de caséine (peptone) 17,5g/L
Extrait de viande 29/L
Amidon 1,50/L
Calcium 20 a 26mg/L
Magneésium 10a12,5 mg/L
Agar 15g/L
pH 74

Préparation de milieu

Dissoudre 38g de poudre dans 1ml de I’eau distillé. Homogénéisé le mélange et le chauffer pendant
15min. verser dans des bouteilles en verre et fait la stérilisation dans un autoclave a 121,1°C pendant

15min.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Carl_von_Linn%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/1758
https://fr.wikipedia.org/wiki/Arthropoda
https://fr.wikipedia.org/wiki/Insecta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hymenoptera
https://fr.wikipedia.org/wiki/Apocrita
https://fr.wikipedia.org/wiki/Apoidea
https://fr.wikipedia.org/wiki/Apidae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Apinae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Apini
https://fr.wikipedia.org/wiki/Apis_(genre)




RESUMF

Résumé

Récemment, les bactéries sont devenues plus résistantes aux antibiotiques, notamment
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. En plus de cela, les antibiotiques ont des
effets secondaires indésirables, ce qui a conduit & la recherche de nouvelles approches
alternatives naturelles et saines pour traiter les infections bactériennes. Sur ce fondement, cette
étude a été réalisée in vitro pour évaluer I’effet antibactérien de trois variétés de miel algérien
(Euphorbia, Sidr et Cresson) sur deux isolats bactériens Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa, ainsi que leur effet sur l'inhibition de la formation des biofilms et leur action contre

Ceux-Ci.

Cette étude est basée sur 1’évaluation de ’activité antibactérienne et antibiofilm a 1’aide de deux
techniques conventionnelles (la méthode de diffusion en puits et test d’inhibition en milieu

géloseé).

Notre résultat indiqué que le miel présente une activité antibactérienne et antibiofilm, avec
I'apparition des zones d'inhibition atteignant 25 mm, contre Staphylococcus aureus ou cette
derniére est plus sensible que Pseudomonas aeruginosa. En effet, 1’addition de I’amidon aux
échantillons de miels montre une augmentation significative sur Staphylococcus aureus. Par
contre, une diminution remarquable du pouvoir antibactérien et antibiofilm sur variétés sur

Pseudomonas aeruginosa.

Ces résultats révelent que le miel algérien a une efficacité vis-a-vis les isolats testés. Et elles
ouvrent une nouvelle voie de recherche sur I'effet antibactérien et antibiofilm du miel, ainsi que

son utilisation en tant qu'alternative.

Mots clés : Résistantes aux antibiotiques, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, In

vitro, Miel, Euphorbia, Sidr, Cresson, Biofilms, Activité antibactérienne, Activité antibiofilm.
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Abstract

Recently, bacteria have become more resistant to antibiotics, including Staphylococcus aureus
and Pseudomonas aeruginosa. On top of that, antibiotics have undesirable effects, which has led
to the search for new natural alternative approaches and healthy to treat bacterial infections. On
this basis, this study was carried out in vitro to evaluate the antibacterial effect of three varieties
of Algerian honey (Euphorbia, Sidr and Cress) on two bacterial isolates Staphylococcus aureus
and Pseudomonas aeruginosa, as well as their effect on the inhibition of the formation of biofilms
and their action against them.

This study is based on the evaluation of antibacterial and antibiofilm activity using two

conventional techniques (the well diffusion method and inhibition test in agar medium).

our result indicated that honey exhibits antibacterial and antibiofilm activity, with the appearance
of zones of inhibition reaching 25 mm, against Staphylococcus aureus or the latter is more
susceptible than Pseudomonas aeruginosa. Indeed, the addition of starch to samples of honeys
shows a significant increase on Staphylococcus aureus. On the other hand, a decrease remarkable

antibacterial and antibiofilm power on varieties on Pseudomonas aeruginosa.

These results reveal that Algerian honey is effective against the isolates tested. And they open a
new avenue of research on the antibacterial and antibiofilm effect of honey, as well as than its

use as an alternative.
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