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Introduction Générale

La maitrise des infections bactériennes devient complexe du fait que de nombreuses
bactéries ont développé une résistance a la plupart des antibiotiques ce qui a constitué
un probléme de santé important a 1’échelle mondiale.Parmi ces bactéries, on a Escherichia
coli, qui est I’agent le plus fréquent parmi les isolats cliniques provoquant une infection chez
I’homme. Certaines souches d’Escherichia coli se caractérisent par leur résistance a plusieurs
antibiotiques ce qu’on appelle la multi résistance. La situation apparait particulierement
préoccupante en milieu hospitalier(Liazid (2012)), suite a cette préoccupation concernant les
effets indésirables des molécules synthétiques destinées a la lutte contre les infections
bactériennes, il semble donc important de trouver une alternative a l’utilisation des

antibiotiques classiques. Parmi ces produits on a le miel et la caséine .

Les remédes a base demiel constituant une alternative dans les systemes de soin
primaires et donc, une voie prometteuse pour le développement des médicaments
traditionnellement améliorés. Récemment, beaucoup de chercheurs s’intéressent au miel
grace a ses propriétés thérapeutiques et antimicrobiennes, cicatrisantes et antioxydantes,
qui sont utiles pour le traitement des brulures, des blessures, des troubles gastro-
intestinaux, des ulceres et autre (Lobreau-Callen et al., 2000 ; Al-Mamary et al., 2002) Il a
été rapporté que ses propriétés intrinseques affectent la croissance et la survie des

microorganismes par des actions bactéricides ou bactériostatiques (Manzoor et al., 2013).

Et du point de vue nutritionnel, les caséines constituent une source relativement bon marché d’acide
aminées (aa) notamment d’acides aminé essentiels non synthétisés par 1’organisme, de calcium
alimentaire et de phosphore pour les nouveau-né (Holt et Sawyer,1988).Les caséines sont actuellement
recherchées aussi pour leurs propriétés fonctionnelles que pour les activités biologiques de leur
peptide constitutif (Cayot et Lorient , 1998).

C'est dans ce contexte que S'inscrit notre travail,d’évaluer la qualité des deux variétés de
miels et de la caséine sur la base de I'étude des propriétés physico-chimiques des miels et de
déterminer 1’activité antibactérienne de la caséine et de deux variétés de miels sur quelques

souches d’Escherichia coli étant comme antibiorésistante .

Pour se faire, nous avons mis a profit, les méthodes d’analyses physico-chimiques pour les
deux variétés de miel la méthode de diffusion en milieu gélosé par les disques, qui ont permis
de determiner la sensibilité des souches étudiées aux miels et a la caséine a différentes

concentrations.
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Pour cela, nos objectifs sont comme suit :
-Voir la sensibilité d’Escherichia colivis-a-vis les antibiotiques.

-Voir I’effet antibactérien de deux variétés du miel (Forbe et multi floral de la région de Tiaret

et Tissemsilt consécutivement)
-Voir I’effet antibactérien de la caséine vis-a-vis E. coli.

-Voir I’effet antibactérien du mélange entre les deux variétés
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Chapitre I Généralité sur Escherichia coli

Escherichia coli est 'une des espéces bactériennes les plus rencontrées en pathologie
humaine. Récemment, les connaissances sur les mécanismes physiopathologiques des
infections a Escherichia coli tres rapidement progressé mettant en lumiére la trés grand

diversité des facteurs de virulence de cette espece (Dromigny, 2012)

Figure N°01: Escherichia coli vue par microscopie électronique (James et al., 2004).

2. Historique :

TheodorEscherich (1857 ; 1911) est un pédiatre allemand décrivit en 1885 1’espéce
bacterium coli connu, isolé des selles de bébé nourris exclusivement au lait maternel. on sait
aujourd’hui que cette entérobactérie s’installe dans I’intestin des nouveau-nés rapidement
apres la naissance pendant un temps , elle constitue 1’élément dominant de sa flore intestinale

et elle reste présente chez 1’adulte (Ari et Sezonov , 2008).

Dans une démarche original Escherich examina les bactéries trouvées dans les intestins de
nouveau-nés sain aussi bien que malades. Il trouva que le tractus intestinal stérile a la
naissance était rapidement envahi par de nombreuses espéces des bactéries. Plus tard, mais
avant que D’enfant sevré, cette faune disparaissait pour laisser la place a un bacille qu’il
nomma Bactérium coli comune. Escherich observa que celui-ci se trouvait chez tous les
individus, sains et malades, et qu’il était inoffensif. Cependant il fut montré par la suite qu’il
en existait des variantes pathogénes dont 1’une et un agent de la diarrhée. Escherich nota que
Escherichia coli était facile a cultiver au laboratoire. Ou il croissait bien sur des milieux
organiques complexes et sur des milieux inorganiques additionnés d’un sucre (Ari et Sezonov

, 2008)
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3. Taxonomie :

La position phylogénétique est présentée dans le tableau N°1 :

Tableau N°1: Taxonomie d’Escherichia coli (Belouni, 2010)

Domaine Bactéria

Regne Procaryotae

Phylum Proteobacteria

Classe Gammaproteobactériae
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobactériaceae
Genre Escherichia

Espece Escherichia coli

4. Habitat et écologie :

Les E. coli colibacilles sont des hotes normaux de I’intestin : ils représentent prés de 80%

de la flore intestinale aérobie de 1’adulte (flore souks dominante est a 90% anaérobie)

On peut les retrouver également au niveau de diverses muqueuses chez ’homme et chez les
animaux (SINGLETON, 2005). Les colibacilles sont présentés dans les voies biliaires et
amygdales (PILET et al, 1975; AVRIL et al ;2000)

Cette bactérie est connue depuis longtemps comme commensale du tube digestif et

pathogéne pour I’appareil urinaire. (AVRIL et al ,1992).
5. Caracteres morphologiques :

E. coli est une entérobactérie forme bacillaire, anaérobie facultative a gram négatif ou
I’enveloppe consiste en deux membranes concentriques entre elle dans un compartiment

appelé le périplasma , une paroi rigide faite de peptidoglycane (Ari et Sezonov, 2008).

Elle est une taille moyenne de 2 a 6 um de long sue 1 a1,5um de large ; mobile grace a une
ciliature péritriche , il est non sporulé (GUIRAUD,1998).

Le principal composant est 1’eau, elle est représente environ 80% du poids de la bactérie.
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Figure N° 02 : Escherichia coli vue par microscopie photonique apres coloration de Gram.
6. Caractéres biochimiques :

o Les principaux caractéres sont : absence de production d’oxydase, absence d’uréase,
Escherichia coli est caractérisés par la fermentation rapide du lactose (24 a 48 heures), la

fermentation du dulcitol et la salicine. Ces caractéristiques ont plus de corrélation avec le

sérotype qu’avec la virulence des souches APEC (Dho moulin et Fairbrother, 1999).

o Le reste des caracteres est indiqué dans le tableau n°2

. Tableau N°2:

Caractéres

LARPENT- GOURGAUD, 1997).

biochimiques

d’Escherichia coli

(LARPENT et

Caractéres Escherichia Caractéres Escherichia
biochimiques coli biochimiques coli

Lactose + Urease -

Sorbitol + Désaminase oxydative -

ONPG + Phényl-alanine -

désaminase

Indole + Gélatinase -

Gaz + Malonate -

Mannitol + H2S -

Citrate de Simmons - Inositol -
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7. Caracteres culturaux :

Les Escherichia coli se cultivent facilement sur des milieux ordinaires, a une tempeérature de

37C° mais la culture est possible entre 20C° et 40C°.

Leur pH optimum se situe entre 7 et 7,2 mais ils supportent un pH de 5,8 a 8 (voisin de la
neutralité), temps de division varie entre 20 a 40 minutes (BERCHE, 2002)

Sur gelose simple, les colonies atteignant 2-3 mm sont rondes, lisses, brillantes, & bords bien
délimités ou réguliers dans le cas des colonies lisses ou smooths mais il existe aussi des

formes rugueuses qui présentent un contour irrégulier, une surface milieu rugueuse.

Sur le liquide, elles occasionnent un trouble uniforme du bouillon. Les cultures se font en
principe sur des milieux plus sélectifs qui permettent [I’identification et 1’isolement des
Escherichia coli. lls contiennent des produits inhibiteurs vis-a-vis des bactéries Gram
positifs, mais aussi des indicateurs colorés de pH (rouge phénol). Ces milieux facilitent

I’isolement de ces bactéries en vue de I’identification (le Minor et Veron, 1989).

8. Caracteres Antigeniques :

Les entérobactéries possédent toutes des antigénes de paroi (somatique) ou antigene O

Les entérobactéries mobiles possédent en plus des antigenes de flagelle ou antigenes H.

Enfin certains possédent un antigéne d’enveloppe ou antigéne capsulaire « K» (Mainil, 2005)

8.1. Les antigenes somatiques « O »: Les antigenes O sont des endotoxines. Il est composé
de lipopolysaccharidiques (LPS) complexes (antigéne de la paroi) qui contiennent une
fraction protéique qui rend 1’ensemble antigénique. Il existe prés de 160 sérotypes .

Il contient un grand nombre d’unités répétées d’oligosaccharides de 3 a 6 sucres dont la

combinaison détermine la diversité d’antigénes O(Avril et al, 2002).

8. 2. Les antigenes de capsules « K »;

Les antigenes de surface aussi appelés antigenes de capsule ou d’enveloppe sont des
polyosides acides qui ont été initialement divisés en trois types A, B et L.

> L’antigéne L, thermolabile, est le plus fréquent .Le chauffage a 100C°pendant une
demi-heure le détruit et démasque 1’antigéne O le rendant accessible aux techniques de

sérogroupage.
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> L’antigéne A est plus rare et correspond véritablement a un antigéne capsulaire. Le

chauffage a 100C° ne suffit pas a le détruire. Seul un autoclavage a 121C°durant une heure

permet de démasquer 1’antigéne somatique.

> L’antigéne B est toujours présent chez les Escherichia coli entéro pathogénes des
gastro-entérites infantiles .11 a une thermolabilité intermédiaire : aprés % h a 100C°, il
reste toujours de I’antigéne A mais I’antigéne O peut entrer en contact avec le sérum par
trouage de I’enveloppe, la fixation de I’agglutinine est toujours positive mais le pouvoir
antigénique se perd progressivement (en fonction de la durée de chauffage) (mainil,
2004).

> L’antigeéne K qui entoure la paroi de certaines entérobactéries peut masquer 1’antigéne

O (Avril et al ,2002).

8. 3. Antigene H : ou flagellaire, il est de nature protéique présentant chez des formes

mobiles .Cet AgH est constitué de molécule de flagelline (composé en myosine du muscle) ,

il présente la spécificité d’étre thermolabile détruit par ’alcool , mais insensible a 1’action de

formol.(LARPENT et al ,1985). Ces antigénes H causent en présence d’anticorps

correspondant une agglutination floconneuse , facile a dissocier et apparaissent apres

24heures & 37C°. (LEMINOR et al ; 1990).

9. Facteurs pathogenes :
D’aprées NAUCIEL, (2000), les colibacilles pathogénes agissent par 1’association de deux
processus : la multiplication et élaboration des substances pathogenes. On peut considérer

deux types de pathogénicité : la virulence et la toxinogenése.

9.1- Virulence :

La virulence est le pouvoir d’envabhir les tissus, de s’y multiplier et d’y créer les 1ésions grace
aux facteurs spécifiques sont :

9.1.1- Adhésines : de multiples andésines ont été décrites, il existe des adhésines de type I,
type P, et de type M

9.1.2- Hemolysines : appelée aussi colylisine , ¢’est une protéine cytotoxine , responsable de
la destruction des hématies en provoquant des pores .

9.1.3- Bactériocine :ce sont des substances de nature polypeptidique ou protéiques,
généralement complexes ( glucido-lipido-protéique) et activent vis-a-vis de nombreuses

entérobactéries telle que les salmonella et des shigella
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9.2- Toxinogénése :

Elle a le pouvoir d’élabores de toxines, le colibacille élabore une endotoxine qui est commune
aux entirobactéries, découverte par PETTER ; c’est une substance toxique complexe de pois
moléculaires éleves, de nature glucido- lipido — protéique thermostable spéecifique. Elle est
antigénique (Antigéne O) et activé a des doses relativement faibles. (LECLER et al, 1983)
10.  Pouvoir pathogene :

En médecine humaine, Escherichia coli peut étre un banal commensal ou un indiscutable
agent pathogéne il peut donner lieu a divers types d’infection (FLADNROIS ,1997).

10.1. Infection intestinale :

Escherichia coli I’un des causes majeures des diarrhées aigue dans le monde, cette bactérie
entraine encore un mortalité importante dans les pays en voie de développement (BERCHE
et al., 1989)

D’apres Avril et al, 1992 les déférents syndromes cliniques sont dus a différents types
d’Escherichia coli On reconnait aujourd’hui quatre types de souches responsables de
diarrhée :

10.1.1- Escherichia coli entéropathogéne :( ECEP )

Les ECEP sont des souches particuliéres de Escherichia coli responsables de gastro-entérites
infantiles (AYQUEM et al., 1998)

Les infections causes par ces souches atteignent uniquement les nourrissons de moins de deux
ans et entrainent une diarrhée sévere avec vomissement et déshydratation aigue (toxicose)
(GAILLARD et al., 1989)

Cette déshydratation est a 1’origine d’un taux de mortalité qui dans certains cas pourrait
atteindre prés de 50% de la population malade.

10.1.2- Escherichia coli entérotoxinogéne : ( ECET)

Les ECET sont une des souches les plus fréquentes des diarrhées chez 1’adulte comme chez
I’enfant, provoquent un syndrome de type cholériforme. ces souches responsables également
des diarrhées de voyageurs non immunisés, cette diarrhée est appelée « Turista » (AYQUEM
et al, 1998 ; Avril et al., 2000).

10.1.3- Escherichia coli entérohémorragique (ECEH ):
les ECEH sont des souches qui provoquent une diarrhée sanglante et éventuellement un
syndrome d’urémie hémolytique liés a la présence d’une entérocytotoxine : vérotoxine 1 (de

type SLT 1) et vérotoxine 2. (GUIRAUD ,1998)



Chapitre I Généralité sur Escherichia coli

Il est important de noter de ECEH présente le caractére de ne fermenter le sorbitol pendant
les 24 heures(JOFFIN et al 1999)

10.1.4- Escherichia coli entéroinvasifs (ECEI):

Comme les Shigella, les Escherichia coli entéroinvasifs sont des agents de dysenterie
bacillaire (SINGLATON, 1999) .

Toxine LT : entraine la sécrétion d’un liquide riche en électrolyte dans la lumiére de I’intestin,
ce qui se traduit par une diarrhée aqueuse (déetruit a 5C° /30mn).

Toxine ST : stimule les entérocytes en provoquant une sécrétion accrue des ions chlorures,
une inhibition de 1’absorption des ions de sodium et entraine une importante fuit hydrique.
(AVRIL et al ; 2000).

10.2- Infection extra-intestinale :

10.2.1- Infection urinaire :

Infection urinaire a Escherichia coli uro-pathogéne (UPEC). Premiére bactérie responsable
d’infections urinaires communautaires et nosocomiale responsable de cystites voir de
pyelonéphrites aprés peénétration par voie urétrale ascendante grace a leur capacité
d’adhérence a I’arbre urinaire (BIANCHI, 2013).

10.2.2- Septicémies et méningites :

Les Escherichia coli sont isolés dans 20% des septicémies et représentent 45% des
septicémies dues aux bacilles a gram négatif. Les méningites sont rares, elles surviennent
surtout chez les nourrissions mais sont souvent grave. Elle est remarquable que 80% des E.
coli isolés de méningites possedent 1’antigéne K1 ( Flandrois , 1997).

11.La résistance d’Escherichia coli aux antibiotiques :

D’aprés FLANDROIS (1997), Escherichia coli n’est plus le germe uniformément sensible
des débuts de 1’antibiothérapie.

BERCHE et EL.(1989), affirment qu’un certain nombre de souches peuvent acqueérir des
résistances multiples aux antibiotiques, leur fréquence varie en fonction du degré de la

pression de sélection par les antibiotiques.
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1. Définition :

Les antibiotiques sont des substances chimiques produites par des micro-organismes ou par la
synthése chimique, ils empéchent le développement de micro-organismes (bactériostatiques)
ou les détruisent (bactéricides) (JOLLIET et al, 2000).

Le mot antibiotique vient du grec ; c’est un composé du préfixe anti (contre) et biotique
(vital). (SIMON et al, 1970).

2. Le choix des antibiotiques :

D’aprés (PERLEMUTER et al,2000) ;(KATZUNG et al,2000)le choix de I’antibiotique

dépend de 6critéres :

-Bactériologiques :Identification du germe aprés prélevement micro-bio + étude de sa

sensibilité in vitro aux ATB

En I’absence du germe en cause, le choix de I’ATB repose sur le diagnostic clinique en

fonction des germes habituellement responsables de la pathologie préjugée

-Pharmacologiques. L’ATB choisi doit diffuser et etre present sous forme active au
site infecte, a une concentration superieure a sa CMI vis-avis du germe considere
-Individuel (lié au patient).

-Toxicologiques.

Individuel : Le choix d’un ATB doit prendre en compte le terrain : femme enceinte, enfant,
nourrisson, nouveau ne, personne agée, insuffisant rénal ou hépatique, allergique,
immunodéprimé....

Ces situations peuvent entrainer des adaptations de posologies ou des contre-indications
-Economique.

-Les trois premiers criteres (criteres majeures) doivent étre impérativement respectés.
3.Mode d’action des antibiotiques :

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

métaboliques indispensables a la vie des bactéries, (MOHAMMEDI, 2001).

Que se soit I’action des antibiotiques bactéricides ou bactériostatiques, le mécanisme d’action

est complexe.
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> En empéchant les synthéses d’acide nucléiques de la bactérie.

> En désorganisant la membrane cytochimique.

> En perturbant la synthése des protéines bactériennes.

> En agissant sur la perméabilité membranaire (PERRY et al, 2004).

4. Les tests de sensibilité (antibiogramme) :

L’antibiogramme est une méthode de travail microbiologique, utilisant un milieu gélose
spécifique en boite pétri et des disques imprégnés d’antibiotique a des concentrations
déterminées.

Cette méthode permet d’évaluer la sensibilit¢ d’une bactérie pathogeéne vis-a-Vvis
d’antibiotique choisi en fonction des indications cliniques fournies et de la prévalence de la
résistance acquise.

L’antibiogramme a pour but de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) d’une
souche bactérienne vis-a-vis des divers antibiotiques (EUZEBY, 2001).

4.1.Meéthode de puits :

Cette technique prend de boite de pétri mélangés aux cultures de bactéries particulieres. Le
diametre de la zone de I’inhibition bactérienne de croissance est mesuré apres incubation des
boites de pétri . (SCIENTIFIC REPORT, 1998).

5. L’association des antibiotiques :

Selon BOULAHBAL(1994), I’utilisation d’une association d’antibiotiques est justifiée dans
quatre cas :

-Elargir le spectre d’activité dans les cas d’infections a polymicrobiennes

-Traiter en urgence une infection grave non diagnostiquée.

-Prévenir la sélection de mutants résistants lors des traitements de longue durée.

-Obtention d’un effet synergique.

6.L’évaluation de I’activité des antibiotiques :

L’activité antimicrobienne est mesurée en déterminant la concentration de composés
antimicrobiens requise pour empécher la croissance d’un micro-organisme étudié, une valeur
appelée la concentration minimale inhibitrice (CMI) (MADIGAN et MARTINKO, 2007).
6.1. Concentration minimale inhibitrice (CMI):

La CMI est définie comme la plus faible concentration d’antibiotique capable d’inhiber la
croissance du souche (BERZIN et BROGARD, 1999). Une souche est dite sensible lorsque
la CMI est trés inférieure auxtaux sanguins d’antibiotique obtenus avec un traitement a

doseusuelle (BERCHE et al ,1988 ; TOUITOU ; 2000).
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6.2. Minimale bactéricides (CMB) :

La CMB est la plus faible concentration est la plus faible concentration d’antibiotiques ne
laissent survivre qu’un nombre inferieureou égale a 10* bactéries de I’inoculum, aprés
incubation de la culture pendant 18heurs a 37C° (DELARRAS,2007).

7.La résistance des bactéries aux antibiotiques :

La résistance aux antibiotiques apportés par des plasmides a poser un probléme particulier,
car ces plasmides peuvent porter des genes conférent une résistance a  de
nombreuxantibiotiques différents en méme temps (NICKLIN et al, 2000).

D’aprés JEROME el al.,(2004),pour étre efficace. Un antibiotique doit parvenir au contact de
la bactérie, ce qui implique qu’on tienne compte, dans la prescription, des données
pharmacologique telles que la posologie, la voie d’introduction, la diffusion tissulaire et le
métabolisme de la molécule. Si I'une de ces conditions n’est pas remplie, 1’antibiotique méme
correctement administré, se révele inefficace. Ce phénomene appelé résistance est lourd de
consequences et doit étre si possible dépisté au laboratoire.

Les bactéries résistantes aux antibiotiques continuent a étre les principales concernées de
santé dans le monde entier (BASUALDO et al, 2007).
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B-Généralité sur la caséine :

Le lait renferme des molécules a activité biologique : enzymes, vitamines, hormones,
immunoglobulines. 1l est constitué de deux fractions protéiques principales, une fraction
soluble et une fraction colloidale. La fraction soluble se compose des protéines lactosériques
et la fraction colloidale est formée par les caséines et la caséine est la principale composante

protéique du lait et la principale composante du fromage (Mehaia et al. 1995)

Elle existe dans les conditions biologiques sous la forme d’un assemblage supra-moléculaire,
appelé historiquement micelle de caséine. Il existe quatre molécules principales de caséine
(0s1, Os2, P et k). La micelle est composée a 92% de caséines et a 8% de minéraux. Le retrait
du CCP (par dialyse, acidification ou chélation) provoque la dissociation de la micelle en sous

unité plus petites, appelées submicelle. (Maude Panouille., 2004)

Tableau N°05 : Concentration moyenne des protéines du lait de différentes Especes en (mg/l)
(Kappeler et al, 1998).

Protéines Chamelle | Vache femme | principale fonction

a S1 caséine 5000 12000 Trace Nutritive (acides aminés, Ca, P )
o S2 caséine 3000 2200 Trace Nutritive (acides aminés, Ca, P)
B- caséine 15000 10000 4670 Nutritive (acides )

K caséine 800 3500 Trace Coagulation de la

micelle de caséines

o lactalbumine | 3500 1260 3400 Synthése du lactose

p-lactoglobiline | - 3500 - Liaison et transport des acides gras et
du rétinol

Lactophorine 950 300 - Inhibition de la lipolyse

(PP3)

Lactoferrine 9511 140)1 5651 | Anti-inflammatoire,

Lactoperoxydase | - 30 6] Anti-inflammatoire, activité
bactéricide

Lysozyme - ~100]1 | 274] Activite bactéricide,

N-acetylmuramidase
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1. Composition de cas€ine :

La caséine est une substance hétérogene, complexe protéique phosphoré a caractere acide qui
précipite dans le lait a pH 4,6. (Cayot et Lorient, 1998). La caséine est une particule sphérique
d’environ 180 nm, constituée de submicelles de 8 a 20 nm (Lenoir, 1985); elle est trés
hydratée (2 a 4 g d’eau par g de protéine). 7% environ de son extrait sec est compos ¢ de sels
(phosphate, calcium, magnésium, citrate dans ’espace inter submicellaire) (Amiot et al,

2002)

Les submicelles pourraient étre constituées d’environ 10 molécules des 4 caséines. Les
submicelles les plus riches en caséine sont situees en surface de la micelle, ce qui la stabilise.
Les portions « C » terminales de la caséine hérissent la micelle et 1’enveloppent d’une

chevelure périphérique particulierement hydrophile (Cayot, 1998).

sous-micelle

caseinax

pont phosphate
de calcium

caséines :
hydrophobes /

e

phosphate

Figure n°07 : Modele de micelle de caséine avec sous -unités (Amiot et al, 2002)

2. Eléments constitutifs des caséines :

Les micelles de caséine sont constituées de 92% de protéines et de 8% de minéraux
(Tableau 5 et 6) .Les quatre principales protéines contenues dans les micelles sont les caséines
asl, as2, B, et k. Il existe également une caséine y qui provient de I’hydrolyse de la caséine 3

par la plasmine (Ribadeau Dumas., 1991).
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Tableau N°06 : Composition moyenne de la micelle de caséine en g/100g (Ribadeau
Dumas., 1991).

Caséines Composants salins

asl 33 | Calcium 2.9
as2 11 | Magnésium 0.2
B 33 | Phosphate inorganique 4.3
K 11 | Citrate 0.5
r 4 | Totales composants | 8.0
Totales caséines | 92 | salins

3. Caracteres généraux des caséines :

3.1. Caséine as :

Cette caséine, présente en quantité modeste (8 a 11%), posséde 207 acides aminés,
la fraction o s’est révélée hétérogeéne. L’ensemble des fractions as2, as3, os4, as5 et as6 est

maintenant nommé caséine as2. (Férial Aziza Benyahia., 2013)

Elle est fortement sensible au calcium a toute température et est la plus hydrophile de toutes
les caséines vu sa richesse en groupements phosphorylés et en résidus cationiques. (Férial
Aziza Benyahia., 2013)

3.2. Caséine P :

Elle est présente en quantité importante (25-35%), et possede 209 acides aminés. Elle est
sensible au Ca** & température ambiante. A basse température, en dessous de 10°C, elle reste
soluble en présence de calcium. C’est la plus hydrophobe des caséines. La molécule présente
un caractere amphipolaire trés marqué : partie N terminale trés polaire (1/3 de la molécule) et
partie C terminale hydrophobe comprenant les 2/3 restants de la molécule. (Férial Aziza
Benyahia., 2013)
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3.3. Caséine K :

Sa structure primaire comporte 169 résidus d’acide aminés. Lors de I’hydrolyse de la liaison
Phe 105- Met106 par la chymosine, il y a liberation du caséino macropeptide (CMP) ou s’il
est fortement glycosyl¢, glyco macro peptide (GMP) et la para caséine k. La fraction CMP ou
GMP confeére a cette protéine son caractére hydrophile et la para caséine k son caractére tres
hydrophobe. Ceci explique la perte de la solubilité des micelles de caséines. (Férial Aziza
Benyahia., 2013)

3.4. Caséine vy :

La connaissance de la structure de la caséine B permet de montrer que la fraction, y est
constituée de 3 fragments appelés yl (20500 Daltons), y2 (11800 Daltons), y3 (11500
Daltons) qui proviennent de I’hydrolyse de la caséine B par la plasmine, une protéase

endogene alcaline du lait. (Férial Aziza Benyahia., 2013)

Tableau N°07 : caractéristiques de constituants principales de caséines (Boubezari

mohammed tahar ., 2010)

caséine | caséine | caséine | Caséine

a S1 o S2 B k
Proportion % 36 10 34 13
Concentration (g.L™) 9.6 6.7 9 3.5
Masse moléculaire 236000 | 25250 | 24000 | 19000
Nombre de résidus d’acides aminés 199 207 209 169
Phosphore (%) 1.1 1.3 0.56 0.2
Glucide (%) 0 0 0 5
Proline (%) 17 10 35 20
Résidus Cystéine/mol 0 2 0 2
Phi 4.4 - 4.9 3.7
Sensibilité a la chymosine + - + +++
Fixation du calcium ++ +++ + 0
Solubilité en presence du calicium +
Légende : - : insensible, + : peu sensible, ++ : sensible, +++ : trés sensible.
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4. Micelle de caséine :

La micelle de caséine est une particule sphérique d’un diameétre moyen de 50 a 200 nm
formée par 1’association des caséines (osl, as2, B, k)(Figure n° 3),de quelques fragments
peptidiques (caséines y issus de la protéolyse de la caséine B par la plasmine) et de
composants salins dont les deux principaux sont le calcium et le phosphore. Les associant qui
constituent la micelle, sont appelées des submicelles. Les uns accordent a la micelle une
structure globale avec une répartition non uniforme des constituants ; d’autres retiennent

I’idée d’une structure avec sous-unité ou submicelle. (Vierling, 1999).

Les submicelles a faible teneur en caséine k sont localisées a I’intérieur de la micelle ; celles,

riches en caséines k sont présentes a I’extérieur. (Vierling, 1999).

Caséine K dont |a partie polaire formerait une
chevelure stabilisante

Caséine oy et 0

Microgranule de phosphate de calcium &
V'état amorphe formule brute possible:

CaHPO,, H;O
(66 jons Ca*"*, 66 iona P, 132 molécule
d'eaun, ions citrate, Mg?*, Zn")

submicelles

Figure n°08 : Structure d’une micelle de caséine stable (Vierling, 1999).

Molecules de x-caseine

Chaines
saillantes
P

/
Noyau hydrophobe

Figure n°09 : Structure d’une submicelle caséinique (Tetra Pak Processing system, 1995)
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Figure n°10: Micrographe électronique d’une micelle de caséine (Dalgleish et al ; 2004)
5. Comparaison des hydrophobicités des caseines :

Il est a peine nécessaire, devant un auditoire comme celui-ci, de mentionner que la caséine est
une protéine hétérogéne. Il suffit de résumer quelques propriétés caractéristiques de ses
composants (Tableau n°4) Comme on voit, la teneur en phosphate estérifié varie : (T.A.
Payens, 1987)

Tableau N°08 : Propriétés caractéristiques des caséines asl, as2, B, k (Payens et Vreeman,
1982)

Caséine | Pourcentage % | Masse Nombre de résidus | Conecentration limite
moléculaire phosphoséryles de Cat+ (mM)

permettant la solubilité

asl 11 25300 10-13 1
as2 38 23600 8-9 2
B 38 24000 5 9
K 13 19000 1-2 400

6. Propriétés des caséines :

6.1. Phi et charge électrique :

Les groupements acides libres des résidus glutamyl, aspartyl et phosphoryl en nombre
supérieur aux groupements basiques libres NH2™ des lysines et autres acides aminés diamines,
conferent a la casé€ine entiere un phi de 4.65, une charge négative et des propriétés acides

(réaction avec les métaux alcalino-terreux).( Hamidi Mohamed ., 2014)
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6.2. Propriétés associatives des caséines :

A pH = 7, lorsqu’on éléve la température, les caséines o S1 et o S2 donnent des polymeéres
d’une vingtaine a une trentaine d’unités. Les différentes molécules étant unies par des liaisons

hydrophobes. (Hamidi Mohamed ., 2014)
7. Propriétés antibactériennes de caséine :

Les ¢études telles que les travaux de Cayot et lorient 1998.ont également montré 1’efficacité
des films a base de caséinates contenant des agents actifs contre la croissance de micro-
organismes indésirables. Des films a base de caséinate de sodium contenant de la nisine ont
été proposés afin de surmonter les probléemes de contamination de fromages durant le
stockage. Donc ils ont protégés les produits alimentaires par 1’utilisation des techniques de

protection comme 1’emballage antimicrobien. (Cayot P et Lorient D., 1998)

Antoine Vimont., 2007 ont méme introduit dans des films de caséinate de sodium des
bactéries lactiques qui produisent des bactériocines. Ces films ont peut totalement inhiber la
croissance de Listeria innocuapendant une semaine de stockage dans des conditions de

réfrigération. (Antoine Vimont., 2007)

Enfin, Aurélie MATEOQOS., 2008 .ont introduit du carvacrol dans des films a base de
caséinate de calcium et de sodium. Ils ont utilisé avec succés ces films antimicrobiens pour
inhiber la croissance d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus. La casocidine-I est un
peptide cationique issu de la CN-as2bovine. Ce peptide inhibe la croissance d’Escherichia

coli et de Staphylococcus carnosus (Zuchet et al.,1995)
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Tableau N°09 : Ingrédients et produits laitiers commercialisés ayant des effets revendiqués

sur la santé basés sur des peptides bioactifs issus du lait (Korhonen et Pihlanto,2006)

Type de produit Peptides bioactifs Effet revendiqué sur la senté

Lait caillé Caséine 3 Diminution de la pression
sanguine

Boisson au lait fermenté | Caséine 3 Diminution de la pression

enrichi en calcium sanguine

Lactoséum Glycomacropeptide Prevention des caries

dentaires, influence sur la
coagulation du sang.
Protection contre les virus et

les bactéries.

Boisson lactée aromatisée, | Caséine o Diminution des effets liée au

gélules stress

Fromage fermenté Caséine o Aucun effet encore
revendiqué

Hydromysat Caséinophosphopeptide Aide a [D’absorption des
minéraux
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Chapitre IV Matériel et Méthodes

Lieu de I’étude expérimentale :

Notre travail s’est déroulé durant la période de 16 Janvier jusqu’ au 8 Mars 2018

L’¢étude expérimentale a été réalisée au niveau de laboratoire Microbiologie du De I’institut
des Sciences Vétérinaires, Université Ibn Khaldoun de Tiaret et de laboratoire de Biochimie -

Département de science de la nature et de la vie
L’objectif:

Faire une caractéristique de quelques parametres physicochimiques de deux variétés de miels

de la région de Tiaret

Evaluer I’effet antibactérien de caséine et le miel vis-a-vis d’Escherichia coli.
1. Matériel

1.1 Matiere premieres :

1.1.1 Miel :

La présente étude a éte realisée sur deux échantillons de miels, collectés de différentes

régions.

Tableau N°10 : représente les deux variétés de miels utilisés

Echantillon Date de récolte | Région de | Origine florale Mode
récolte Présumée d’extraction
El 2016-2017 MALAAB Multyfloral Mécanique
E2 2016-2017 TIARET Forbe Mécanique
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Figure n°11: Miel de type Forbe Figure n°12: Miel de type Multifloral

1-1-2 : Caséine : Produit chimique sous forme poudre

Figure n°13 : Photo de la Caseine utilisée
Souches bactériennes:

Le choix des bactéries s’est porté sur une bactérie pathogene (Escherichia coli de type : isolat

du tractus urinaire humaine, isolat aviaire etun isolat de lait de vache).

(Laboratoire de microbiologie de I’institut des sciences vétérinaire )

Figure n°14 : Escherichia coli de type Humain, Aviaire et lait de vache
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1-1-3-Antibiotiques : la sensibilitt aux antibiotiques est déterminée par le test

d’antibiogramme selon les recommandations du comité de 1’antibiogramme de la Société

Francaise de microbiologie(AL-WAILI,2003)

Figure n°15 : Antibiotiques utilisés
1.2. Matériel de laboratoire et réactifs :
Le matériel de laboratoire et les produits utilisés sont résumés dans le tableau n°® 12

Tableau n°12 : Matériel utilisé

- Conductimetre

- Balance analytique

- Agitateur magnétique
- pH-métre

- Bain marie
Appareillage - Spectrophotométre

- Vortex

- Autoclave

- Micro-onde
-Pycnometre

-Burettes graduées, boites de pétri, tubes

Verrerie a essai, béchers, fioles jaugées.

Autre matériel -Anse de platine, écouvillons, spatules,
pipette de pasteur

-Solution d'hydroxyde de sodium 0,05
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Produits et réactifs N;(Naoh)-Chlorure de potassium KCL
-Phénol phtaléine

-L’eau physiologique

Milieu de culture -Gélose Mueller Hinton.- Milieu de Mac-

conkey
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2. Méthodes :

2.1. Protocole expérimental :

Notre démarche est adaptée sur ’effet anti bactérien du miel et caséine sur Escherichia

coli repose sur les étapes suivantes :
[ Etude physico chimique;

[ Etude des propriétés antibactériennes du miel

[ Le miel et la caséine ]
Analyses physico-chimiques des Evaluation de I’effet antibactériendes miels et
miels de lacaséine
J
@ ﬁ [ Escherichia Coli
-Densité I
-Conductivité _Acidité ~— \/I
[ Ensemencement sur milieu gélosé (MH) ]
électrique
- pH
NI
[ Antibiogramme Test d’inhibition
Méthode de disques ] [ Méthode de puits

Incubation a 37°C pendant 24h
R J L
- [ La lecture des résultats ]

Figure n° 16: protocole expérimental
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2.2. Méthodes physico-chimiques :
2.2.1.Ladensité :
On remplit le pycnométre par le miel apres le chauffage puis peser.
La densité est déterminée par la méthode AENOR(1984) de la maniére suivante :
D= P2- P1
PO - P1
PO : étant la masse du pycnométre vide.
P1 : étant la masse du pycnométre remplie d’eau distillée.
P2 : étant la masse du pycnométre remplie de miel.
D : la densité citée par MAKHLAUFI (2001).
2.2.2.Détermination du pH :
-Principe

D’aprés Mathieu (1998), le pH d’une solution est le cologarithme de la concentration

molaire de I’ion hydronium. pH =log [H30+]

Le pH d’une solution est mesuré directement a 1’aide d’un pH-métre muni d’une

électrode combinée (Guiraud, 1998).
-Mode opératoire

[0 Etalonner le pH-métre a I’aide de la solution tampon (pH=7,01; pH=4,01),

I’¢lectrode doit étre rincée par de 1’acétone et nettoyée avec du papier absorbant,

(1 Tremper I’électrode du pH-metre dans un volume suffisant de [’échantillon

préalablement chauffé a 20°C,

[1 Lire le pH indiqué sur I’écran d’affichage du pH-métre
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2.2.3. Détermination de la conductivité électrique :
Selon la commission international du miel ; cité par BOGDANOV (2002),

la conductivité électrique a étéeffectuée a I’aide d’une conductimetre selon les étapes

suivantes :
-La détermination de la constante de la cellule :
Si la constante de conductivité n’est pas connue, opérez comme suite :

Transférez la solution de chlorure de potassium (KCI 0,1n) dans un bécher, rincez la cellule
puis la plongez par la méme solution, lisez la conductivité de cette solution a la température

de 20°C, appliquez la formule suivante : 2

K=11,691*1/g

K : la constante de la cellule.
G : la conductivité électrique de la solution KCI.

La masse de miel est pesée de la maniére suivante : M= 5*100

MS
MS : étant la matiere séche du miel (g).
M : étant la masse du miel (g).

Le miel de masse M a été dissous dans quelques ml d’eau distillée, puis complété a 25ml dans
une fiole jaugé, cette solution de miel est versée dans un bécher, porté dans un bain marie
thermostatique apres ¢étalonnage de 1’appareil avec [’eau distillée, ¢€lectrodes de la

conductivité sont plongées dans la solution.

La lecture de la conductance de la solution est faite lorsque la température est 20°C.
Expression des résultats : La conductivité du miel est calculée apres la formule suivante :
CE=K*G
CE : conductivité électrique du miel exprimee (ms. Cm-1)
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K : constante de la cellule

G : conductance de la solution (ms/cm).

2.2.4. Acidité :

-Principe

D’aprés Guiraud(1998), I’acidité peut étre titrée de fagon précise a 1’aide de soude
(N/9). En présence de phénolphtaléine comme indicateur.

-Mode opératoire

[1 Mettre 10ml du miel (1g de miel+9ml d’eau distillée) dans un bécher, le déposer sur

un agitateur magnétique,

1 Puis ajouter deux a trois gouttes de phénolphtaléine,
[1 Remplir la burette graduée par le NaOH (N/9)

] Titrer jusqu’au virage de la couleur vers du rose,

[1 Noter le volume du NaOH vers¢.

-Mode de calcul

L’acidité du miel est donnée par la formule suivante :

A=10(V1/V)

ou:

A : L’acidité titrable de I’échantillon en g/I.
VO : Volume en ml de la prise d’essai.

V1 : Volume de NaOH versé en ml.

2.3. Evaluation de D’effet antibactérien des deux variétés du miel et de la caséine :
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2.3.1. Souches bactériennes :

Les souches bactérienne utilisées dans ’essai antibactérien sont: les bactéries a Gram
négatif, Escherichia coli. Elles proviennent du laboratoire de vétérinaire. Les souches
sont conservées a 4 °C dans des tubes a essais contenant le milieu solide Mueller

Hinton jusqu’a I’utilisation.
2.3. 2. Préparation de ’'inoculum standard des souches :

A partir d’une culture pure de 24 h sur milieu d’isolement Mac.Conkey.racler a 1’aide d’une
anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Décharger 1’anse
dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%. Bien homogénéiser la suspension
bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc Farland ou a une D.O de 0,08
a 0,10 lue a 625nm, équivalent a 1 x 10%ufc/ ml. L’ensemencement doit se faire dans

les 15 mn qui suivent la préparation de I’inoculum (Soussy et al., 2010).
2.4 -L’antibiogramme :

-Méthode de diffusion en milieu gélosé par les disques

[0 Principe

Pour évaluer I’activité antibactérien du miel , nous avons adopté la méthode de diffusion
sur milieu gélose, en utilisant les disques stériles en cellulose, appelée antibiogramme
(Somaie et al., 2013).

-Mode opératoire :

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antibactérien en milieu solide
MH 20ml dans une boite de Pétri, avec création d’un gradient de concentration, aprés un
certain temps de contact entre le produit el le microorganisme cible, I’effet du produit
antibactérien sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, est en fonction
du diametre d’inhibition. La souche sera qualifiée de sensible, trés sensible,

extrémement sensible ou résistante (Somaie et al., 2013).

0 Dépot des disques

-Apres la préparation de I’inoculum standard

29



Chapitre IV Matériel et Méthodes

-Ensemencement
- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

- L’essorer en le pressant ferment (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin

de le décharger au maximum.

- Frotter 1’écouvillon sur la totalit¢ de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en

stries serrées.

-Répéter I’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la

périphérie de la gélose.

-Les disques imprégnés des extraits sont déposés délicatement sur la surface de la

gélose inoculée a I’aide d’une pince stérile (OMS, 2008).
[0 Incubation :

L’incubation se fait pendant 24 heures a 37°C

-Lecture :

Mesurer le diamétre des auréoles (zone d’inhibition de croissance de la souche microbienne).
Il existe trios types interprétation selon le diametre de cercle qui entoure le disque
d’antibiotique, souche bactérienne sensible, Intermédiaire ou Résistance. ((DEARRAS,

2007).
2.3.3 Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) en milieu solide :

la CMI est définie comme étant la concentration la plus faible d'un agent
antimicrobien qui inhibe la croissance visible d'un micro-organisme apres incubation,et la
CMBC comme la plus faible concentration d’antibiotique qui tue 99,9% des micro-
organismes apres sous-culture sur milieu sans antimicrobien[(Cosentino et al.,1999) ;
(Bellerbeck, 2000) ; (Andrews, 2001)].

La détermination de la CMI se fait par deux techniques sur milieu solide : technique
de puits de diffusion et de contact direct sur milieu MH+ 2% glucose et sur milieu liquide

par la méthode de spectrophotométrie : MHB +2% de glucose.

30



Chapitre IV Matériel et Méthodes

-La lecture
La lecture des résultats se fait visuellement par I’observation de la croissance ou de

I’inhibition de la croissance des bactéries a tester par rapport a la croissance sur la

boitetémoin sans miel et caséine.

-La CMI est définie comme étant la plus faible concentration du produit (miel, caséine) pour
laquelle aucune croissance n’est visible a 1’ceil nu. Les valeurs de CMI sont

exprimées en pourcentage (vol/vol) (Noel et Leyvral., 2001).
Préparation des échantillons du miel :

Les échantillons du miel utilisés pour les tests antibactérienne sont soit purs a 100% ou dilués
a 70%, 50%, 40%, 30,20%,15%,10%, 5% (v/v).les séries de dilutions ont été préparé

instantanément dans 1’eau physiologique stérile pour un volume final de 10ml.
2.3.3.1-Methode des puits :

Il s’agit d’un test simple de criblage et de sensibilité, en utilisant une méthode dite de
diffusion avec des puits creusé dans le milieu Mueller Hinton agar + 2% de glucose [(Perez et
al., 1990) ; (Murat et al., 2004)].

Cette technique est répertoriée et décrite dans différentes publications [(Parenteetal., 1995) ;
(Assegid et al., 2004) ; (Melissa et al., 2004) ; (Osho et Bello, 2010)].

-Certains puits sont remplit par le miel seul & des concentrations déférents et d’autre par la
caséine sous forme poudre et certains par le mélange de la caséine par les deux variétés de

miel a des concentrations déférents.
-La Lecture :
L’action du produit se manifeste par la formation d’une auréole d’inhibition autour du puits.

-Un produit est considéré actif, s’il donne un diamétre d’inhibition supérieur a 8§ mm

(EIShaer et Ghanem, 1996).

-La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diamétres des zones

d’inhibitions au tour des disques a 1’aide d’un pied a coulisse.
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Chapitre V

Résultats et Discussions

1. Analyse Physico-chimique :

1.1-Résultats :

Les résultats des parametres étudiés des miels analysés sont donnés dans le tableau 12.

Tableau n°13: Résultats des analyses physico-chimiques pour les deux échantillons de

miels.

Parametres Multyfloral Forbe
Densité 1.413 1.379
PH 4,3 4,3
Acidité 3 3
Conductivité électrique 0.011 0.014

Dans ce tableau ; les parametres de miel multi floral sont comme suit : pour la densité est

1.413; le pH est de 4.3 ; pour ’acidité est de 3 par contre la conductivité électrique est de

0.011

Pour le miel de Forbes : la densité est de 1.379 ; le PH et 1’acidité sont les méme comme le

multi floral par contre la conductivité électrique est de 0.0 14.

1,42 -
1,41 -
1,4 -
1,39 -
1,38 -

1,37 -~

Densité

M Densité

1,36

El

E2

Figure n°17 : Répartition de la densité des miels.

E1 : Miel multi floral ; E2 : Miel du forbe.

Pour I’analyse de la variance ; I’étude de la densité donne une différence significative entre le

miel multi floral que la fourbe.
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L'acidité meq/kg

2,5 -
M L'acidité meq/kg

1,5 -

0,5 A

El E2

Figure n® 18 : Répartition des valeurs d’acidité des miels. (Multifloral et la forbe).

En résulte qu'il y a une différence trés hautement significative entre le miel de Tiaret et de

Tissemsilt

Conductivité électrique ms/cm

0,014 -
0,012 ~
0,01 -
0,008 - B Conductivité électrique
ms/cm

0,006 -
0,004 -

0,002 -~

El E2

Figure N°19 : Distribution de la conductivité électrique des miels

Pour la conductivité électrique, des deux variétés du miel (Multifloral et la forbe) ; il y a une
différence tres hautement significative ce qui influence sur la qualité de chacun.
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2-Détermination de la CMI :
Tableau n°14: Concentration minimale inhibitrice du miel multi floral vis-a-vis les

différentes souches d’Escherichia. Coli d’origine humaine ; aviaire et bovine :

Multyfloral Humain Aviaire Lait de vache
5% - - -

10% - - -

15% - - -

20% - - -

30% - +++ +++

40% - +++ +++

50% +++ +++ +++

70% +++ +++ +++

Figure n°20 : Les concentrations minimales inhibitrices du miel multi floral vis-a-vis les
différentes souches d 'Escherichia coli
La concentration minimale inhibitrice du miel multifloral est variable vis-a-vis les souches
d’E .coli :
Pour la souche humaine ; La CMI est de 50% ; Pour E.coli d’origine aviaire ; La CMI du miel

est de 30% ; par contre la CMI du miel vis-a-vis la souche isolée de lait de vache est de 30%.
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Tableau n°15:La concentration minimale inhibitrice du miel du Forbe vis-a-vis les

différentes souches d’E. Coli des différentes especes humaine ; aviaire et du lait de vache.

Forbe Humain Aviaire Lait de vache
5% - - -

10% - - -

15% - - -

20% - - +++

30% - +++ +++

40% - +++ +++

50% +++ +++ +++

70% +++ +++ +++

- : pas d’inhibition

+++ : Inhibition totale

Figure n°21 :Les concentrations minimales inhibitrices du miel du Forbe vis-a-vis les

différentes souches d’Escherichia coli

La concentration minimale inhibitrice du miel Forbe est variable vis-a-vis les souches

d’E .coli :

Pour la souche humaine ; La CMI est de 50% ; Pour E. coli aviaire ; La CMI du miel est de
30% ; par contre la CMI du miel vis-a-vis la souche isolée de lait de vache est de 20%.

La concentration minimale inhibitrice du miel Forbe est variable vis-a-vis les souches

d’E .coli :
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Tableau n°16: L’effet antibactérien de la caséine seule et mélangée avec les deux types du

miel vis-a-vis les différentes souches d’E. Coli.

Les souches

Caséine

Caseine+ Forbe Caseiene+

multyfloral
Humain + 50% 50%
Aviaire + 20% 20%
Lait de vache + 20% 20%

Figure n°24 : Figure représentatif de mélange de la caseine avec le miel de type Forebe
L’effet antibactérien de la caséine utilisée seule est prouvé contre les différentes souches d’E.
Coli.

Par contre ; pour le mélange avec le miel la CMI du miel est moins par rapport a celui utilisé
seule. Pour la concentration inhibitrice minimale du miel multifloral avec la caséine est de
20% ; et pour la CMI du miel de Forbe avec la caséine est de 20 %
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3-Détermination de

antibiotiques testés par I’ Antibiogramme :

la résistance des souches étudiées vis-a-vis les

Tableau n°17 : Le résultat d’antibiogramme des trois souches étudiées d’E. coli.

» Interprétation des résultats d’antibiogramme :

Diametre inhibitrice (mm)

Antibiotiques Humain Aviaire Lait de vache
ErythromycinE15 16 13 6
KanamycinK30 6 20 13
FosfomycinFo200 30 46 39
VancomycinVA30 8 15 12
TobramycinTOB10 | 14 17 15
FusidicacidFC10 6 13 6
LincomycinL2 6 6 6
OfloxacinOF5 12 9 11
CefoxitinCX30 18 19 18
AmikacinAK30 20 18 16
ChloramphenicolC30 | 6 34 20
GentamycinGEN50 | 26 18 16
SpiramycinSR100 12 13 16

Pour I’effet des antibiotiques est montré sur le tableau ci-dessus avec des zones d’inhibition

de chaque antibiotique. La réponse est variable pour chaque souche.
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-Tableau n°18 :Tableau présentatif de la réponse des souches d’E.colivis-a-vis

antibiotiques

les

Antibiotques Humain Aviaire Lait de vache
Erythromycin E15 I R R
Kanamycin K30 R S R
Fosfomycin F0200 |S S S
Vancomycin VA30 | R ? ?
Tobramycin TOB10 | | S S
Fusidicacid FC10 R ? R
Lincomycin L2 R R

Ofloxacin ~ OF5 R R R
Cefoxitin  CX30 |S S S
Amikacin AK30 |S S I
Chloramphenicol R S S
C30

Gentamycin GEN50 | S S S
Spiramycin  SR100

Figure n°26 : Résultats d’antibiogramme chez la souche E coli d’origine humaine
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Figure n°27 : Résultats d’antibiogramme chez la souche d’E coli d’origine Aviaire

La réponse de la souche d’E.coli vis-a-vis les antibiotiques est comme suit : Elle est résistante
contre  Kanamycine; Vancomycine;  Fusidicacid; Lincomycine;  Ofloxacine;
Chloramphenicol. Par contre ; elle est sensible vis-a-vis Fosfomycine ; Cefoxitineamekacine
et la gentamycine.

Pour la souche aviaire est résistante contre : Erythromycine ; Linomycine ; Oflaxacine ; mais
elle est sensible vis-a-vis la Kanamycine ; Fosfomycine ; Tobramycine; Cefoxitine ;
Amikacine ; Chlaoramphenicol et la Gentamycine.

Pour la souche bovine ; la résistance aux antibiotiques est comme suit : L’Erythromycine ;
Kanamycine ; FusidiacideOfloxacine ; est résistante par contre elle est sensible vis-a-vis
Fostomycine ; TobramycineCefoxitine ; chloranhenicol et la gentamycine. Pour la

spiramycine ; il y a aucune réponse pour les trois souches.

Discussion :

e Ladensité:

Les résultats de la densité des échantillons des miels étudiés sont représentés par la figure
n°17.

La densité des miels étudiés variés de 1.379 g/cm® & 1.413 g/cm® avec une moyenne de
1.396g/cm? & 20°C et cela est identique de ce qui est rapporté par OUCHEMOUKH et al. ,
(2007)

Les travaux de Doukani et al. (2014) sur la caractérisation physico-chimique de

quelques types de miels algériens, montrent que la densité varie de 1,405 a 1,442,
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pour les miels algériens se situe entre 1.4009 et 1.4505 g/cm a 20°C. La différence entre ces
valeurs est due a la teneur en eau du miel : plus la teneur en eau est faible, plus la densité est
grande (CHAUVIN, 1968; PROST,1987).

Ces résultats sont en accords avec les normes, toutes fois une exception est relevée pour le
miel forbe (E) qui représente la faible valeur soit 1.379 g/cm?, ceci peut étre expliqué par sa

teneur en eau élevée.

Selon DARRIGOL (1979), un miel récolté prématurément, moins mdr aura une densité plus
faible.

Les valeurs de la densité d'échantillons de miels varient entre 1.413 g/cm® de Tiaret (E,) et

1.379 g/cm?® (Tissemsilt, E,) avec une moyenne 1.396 g/cm®.
Cette explication est prouvée par I’allure du graphe de la Figure n°17.

Louveaux (1985) et Prost (1987) indiquent que Les variations de la densité de miel
proviennent surtout des variations de la teneur en eau, de la composition chimique du miel et

de la température.

La densité ne varie pas seulement en fonction de la teneur en eau mais également en fonction
de la teneur en sucres, en protéines etc.... (MAKHLOUFI, 2001)

e Détermination de PH :

Comme le montre le tableau n°12, le pH des miels étudiés pour les deux échantillons est 4.3.
Ces résultats confirment le caractére acide des miels qui est due a la présence d’acides
organique, principalement a I’acide gluconique (Nanda et al., 2003 cités par Ouchemoukh et
al., 2007). Cela a été également confirmé par White et al. (1958)cites par Bogdanov; Ruoff
et Persano Oddo (2004) selon lesquels tous les miels sont acides avec un pH généralement

compris entre 3,5 et 5,5.

En principe, tous les miels sont acides. Les miels de nectar tres acide, ont un pH compris 3.3

et 4.5 .tandis que les miels de miellat ont un PH un peu éleve (Pesenti et al., 2008)

Toutefois Schweitzer (2003) signale bien qu'un miel issu de nectar, miel de bourdaine a
un pH éleve, proche de la neutralité (pH=6)
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Selon Gonnet (1982), le pH d'un miel est en fonction de la quantité d'acides ionisables qu'il
renferme ainsi que de sa composition minérale. Plus le taux des mati¢res minérales n’est fort

et plus le pH du miel se rapproche de la neutralité.

Le PH acide du miel dépend de la quantité d’acide gluconique produit par I’enzyme glucose-
oxydase lors de I’oxydation du glucose. d’autre composés comprennent les acides non
aromatiques et aromatiques, respectivement il a été également suggéré que les acides
phénoliques sont présentés en grand quantité dans les miels sombre qui contribuent a leur
acidité (Alvarez, 2010).

Selon Chefrour (2008), la détermination du pH donne des indications tres importantes sur

I’origine florale du miel et de son état.

Le PH du miel est suffisamment bas pour inhibé la croissance de nombreuses espéces de
bactéries (Malika et al., 2005). Les valeurs minimales de développement de quelques
bactéries pathogenes communs sont :E.COLI (4.3), P ; aeruginosa (4.4) , S ; pyogene (4.5) ,
Salmonella spp (4) (O ’Grady et al., 1997).

Selon WHITE et al., (1962), cité par BELAID (1999), le pH du miel varie de 3.42 & 6.10.
Les résultats obtenus répondent a ces recherches. Cette variabilité serait due a la flore
butinée, a la sécrétion salivaire de l'abeille et aux processus enzymatique et fermentatifs

pendant la transformation de la matiére premiere (LOUVEAU, 1968).

-Les résultats des analyses de ’acidité libre de nos échantillons est 3 meq/kg (Tab.12 et
fig.18). Bien qu’il existe de différence d’un échantillon a un autre, les valeurs déterminées

ne dépassent pas la limite d’acidité libre de 50 meq/kg.

Plusieurs recherches ont montré que le traitement thermique et les conditions de stockage ont
des effets significatifs sur I'acidité du miel (RAMIREZ, 2000).

SCHWEIZER (2004), I'acidité naturelle du miel s'accroit lorsque le miel vieillit lorsqu'il est
extrait des rayons avec de la propolis et notamment lorsqu'il s'altére par fermentation.

Nos résultats correspondant aux valeurs cités par les différentes recherches.
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e Conductivité électrique :

La conductivité électrique est 1’'un des meilleurs paramétres pour la distinction entre les miels
de différentes origines florales (Terrab et al., 2004). Elle exprime I’aptitude de la

solution aqueuse a conduire un courant électrique (Gonnet, 1982).

Cette mesure permet de séparer les miels de nectar des miels de miellat. La nouvelle
directive le prend en compte pour certaines appellations (Schweitzer, 2003). En effet
selonBogdanov et al. (1999), le miel de nectar et les mélanges des miels de nectar et de
miellat possedent une conductivité ne dépassant pas 0,8 mS/cm, tandis que celle de miel de

miellat supérieure a 0,8 mS/cm.

Les résultats obtenus présenté a la figuren©19. Les valeurs de la conductivité des miels étudiés

sont faibles par rapport aux recherches algériens, se situés entre 0.014 et 0.011 ms/cm

Les travaux d’Ouchemoukh et al. (2007) sur 11 miels de Bejaia ont montré que les
valeurs de la conductivité électrique varient de 0,70 a 1,61 mS/cm, valeurs élevées a
celles obtenues par Belaid (1999) sur les miels du centre algérien qui sont comprises entre
0,25 et 0,77 mS/cm avec une moyenne de 0,45 mS/cm. Cependant Chefrour (2008) a
trouvé une grande variation de la conductivité électrique des miels de I’Est examings,

allant de 0,21 a 2,72 mS/cm.

Il est a souligner que les conditions climatiques et le sol sont différents en Afrique du Nord
(Terrab et al., 2003).

La conductivité électrique mesure l'ensemble des substances organiques et inorganiques
ionisables (Piazza et al., 1991; Sancho et al., 1991).

Zerrouk et al. (2011); Piazza et al. (1991) signalent que la conductivité électrique du miel
est étroitement liée a la concentration en sels minéraux, en protéines et en acidité

dumiel.

Ces observations concordent avec celles de Piazza et al. (1991) qui affirment que la
conductivité électrique représente un bon critére pour la détermination de 1’origine botanique
du miel et qui dépend de la teneur en minéraux et d’acidité du miel, plus elles sont élevées
plus la conductivité électrique correspondante est élevée et il existe une relation lineaire

entreces paramétres. Cela a été également confirmé par Accorti et al. (1987) cités par
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Bogdanov et al. (2004) selon lesquels la conductivité électrique et les cendres sont corrélés,

néanmoins certains de nos miels n’évoluent pas dans le sens établi par les auteurs.

Les différences dans la conductivité électrique de différents types de miel sont liées a leurs

origines géographiques et botaniques différentes (Piazza et al.,1991).

Les miels de saison seche sont plus concentrés en sels minéraux que ceux de saison de pluies.
En saison seéche la solution du sol semble étre plus concentrée en éeléments solubles

disponibles a la plante (Mbogning et al., 2011).

D’autre part elle est en rapport avec sa couleur (Gonnet, 1984; Kaskoniené et
al.,2010; Louveaux, 1980). Les miels foncés conduisent mieux le courant électrique

que les miels clairs car ils sont plus riches en matiéres minérales (Gonnet, 1982).
2-Effet antibactérien des miels et de la caséine :

Les tableauxn°13 et 14 représentent les valeurs de CMI des miels étudiés vis-a-vis les

souches testées.

D’apres les résultats obtenus (Tab.13 et 14), on constate que les miels étudiés présentent un
effet antibactérien contre toutes les souches testées. Les CMI obtenues étaient situées
entre 50% et 70% pour les souches Humaine pour les deux variétés de miels, et de 30% a
70% vis-a-vis aviaire et lait de vache. Un grand nombre d’études explorant [’activité
antibactérienne du miel sur plus de 70 especes ont été publiées depuis une plusieurs
décennies d’années (Molan, 1992et Cooper et al., 2009). Les résultats de quelques-unes de

ces études sont présentés dans le tableau n°19.

Tableau n°19 : La CMI du miel de quelques recherches vis-a-vis E .coli.

Miel testé CMI Référence

Miel de toute fleur 30% (Al-waili., 2004)
d’Emirat Arabes

Unis

Miel de tualang 22,5% (Tan et al., 2009)
Miel de montagne et | 20% (Alqurashietal.,2013)
ceédre d’Arabie
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Bactérie Saoudite
. Miels tunisiens 3,1% - 12,5% (Ayari et al., 2013
Escherichia
Cing types de miel | 20% - 40% (Bobis et al., 2013)
Coli
de Roumanie

Il est difficile de comparer nos résultats avec ceux obtenus dans ces études car ils
proviennent de nombreux auteurs utilisant des miels d’origines florale et géographique
variées et mettant des tests microbiologiques qui ne sont pas tous basés sur la méme méthode,
mais au vu de I’ensemble des résultats on peut tout de méme conclure que de
nombreux miels possédent un large spectre antibactérien. Les chercheurs ont montré

que c’est 1’action

combinée des propriétés physico-chimiques qui confére aux miels leur activité
antibactérienne. Selon Boukraa et al. (2013)et selon nos résultats, la conductivité

électrique est trop faible pour les variétés du miel teste.

Les résultats obtenus dans notre étude (tab. 13 et 14) montrent que les échantillons E1, E2,
sont moins actif sur la bactérie E. coli (gram négatif) ceci peut étre di a la nature de la paroi
des bactéries Gram négatif qui est formé principalement de lipoprotéine, lipopolysaccharide
et de lipide. Ces composés jouent un role de barriere et limitent la pénétration des agents
antimicrobiens a travers de la paroi bactérienne. Ce constat est similaire a celui fait par
NedjietAyad (2014)qui ont trouvé une forte activité antimicrobienne du miel contre
les bactéries Gram positif que les bactéries Gram négatif

Ces derniers ont démontré que les bactéries Gram négatif semblaient plus sensibles que les
bactéries Gram positif.

L’effet antimicrobien de miel varie selon la concentration du miel et la nature de la

bactérie(Adeleke et al . ,2006 ;Debmandal et Mandal ,2010)

L’activité antimicrobien du miel est due a plusieurs propriétés de ce dernier, d’abord a son
effet osmotique (Molan, 1992 ), a son PH acide (Deb Mandal et Mandal ,2011) non
favorable a la multiplication des germes pathogénes , sa teneur en peroxyde d’hydrogene
(H202) ( Halliwell et cross ,1994 ;Assie ,2004 ) et des substances non peroxyde comme
methylglyoxal (MGO) (Weston RJ ,2000 ; Deb Mandal 2011)
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Ainsi qu’a la présence de composés phénoliques (White et subers, 1963 ; Alvarez —Suarez
et al .; 2010 ) et la présence de substance phytochimiques ( Molan et Russel , 1988 ;Yao
etal ,2003)

Brudzynski et Sjaarda ,( 2015 ) attribuent D’activité antibactérienne du miel & des
glycoprotéines qui ciblent la membrane bactérienne et provoquent par une liaison spécifique
I’agglutination des bactéries ,et aussi une perméabilisation non spécifique de la membrane

,des modifications de la forme bactérienne (apparition des filaments et spheroplasts )

Selon Molan,(1992),le peroxyde d’hydrogeéne est le facteur antimicrobien majeur et la
différence de concentration de ce composant entre les différents miels contribue a la
variabilit¢ de [I’effet antimicrobien du miel .De méme la variation de I’activité

antimicrobienne du miel dépend de son origine géographique ,
L’effet antibactérien de la caséine :

La caséine est connue par son effet antibactérien, nos résultats donne une bonne réponse des
souches vis-a-vis la caséine ; une inhibition de germes est importante par usage directe de la

caseine poudre .

Selon Kappeler et al, 2003,la caséine renferme des lysozymes, lactoferrine et

lactopyroxydase qui ont un effet bactericide et anti-inflammatoire .

Les études telles que les travaux deCayot et lorient 1998.ont également montré 1’efficacité
des films a base de caséinates contenant des agents actifs contre la croissance de micro-

organismes indésirables.

La casocidine-1 est un peptide cationique issu de la CN-as2bovine (caséine bovine). Ce
peptide inhibe la croissance d’Escherichia coli et de Staphylococcus carnosus(Zuchet et
al.,1995).

L’effet antibactérien de la caséine et le miel:

Pour I’essai de mélange entre la caséine et les variétés du miel, on a constaté une réponse
additive pour la souche E .coli humaine par contre synergétique pour les autres souches et

cela pour les deux variétés du miel multiflorale soit la forbe.
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Des études ont montres des réponses antibactériennes suite au mélange de la caséine avec le
carvacolet cela est porté parAurélie MATEQOS., 2008.qui a introduit du carvacol dans des
films & base de caséinate de calcium et de sodium. Ils ont utilisé avec succes ces films

antimicrobiens pour inhiber la croissance d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus.

Cette ¢tude est a titre d’essai, elle sera confirmée par des études ultérieures.
L’antibiogramme :

La resistance bactérienne aux antibiotiques se développe rapidement dans lemonde et devient
un probleme crucial non seulement pour la médecine humaine, mais aussi pour la médecine
vétérinaire. L’émergence de cette résistance chez les animaux et leurs produits a mis en
lumiére I’intérét considérable du transfert potentiel de résistance a la population humaine via

la chaine alimentaire (Vasquez et al., 2017).

Pour la surveillance de la résistance bactérienne aux antibiotiques, tant au niveau humain
qu’animal est important, dans le but de mettre en place une stratégie de prévention et de la

dissémination des bactéries multirésistantesDUIGKEREN et al., 2001

En 1999, aux USA, le premier cas de résistance totale aux 12 grands familles d’antibiotiques
est remarqué. La situation est particulierement grave dans les hopitaux nord-américains, ou,
selon la Food and Drug Administration, 20% des cas d’infections nosocomiales, sont dues a

des bactéries multi résistantes. Barza M, et al., 1999).E .COLI représentent a eux une

En comparent nous résultats a ceux d’un pays Africain (Cameroun), on a trouvé que les
antibiotiques que nous avons trouveés actifs sur E.COLI dans notre étude, 1’étaient sensible a la
CL (89.1%), CZ (89.1%), CTX (85.7%), OFX (73.9%), NA (68.3%). Cependant, les
Escherichia coli sont sensibles a AM (85.8%)AVRIL JL, et al.,1992

D’aprés les chiffres recueillis au canada, Escherichia coli sont, eux naturellement résistants
aux TE et la CXT environ (40%). Barza M, et al., 1999

Parmi les bacilles a gram négatif, E.COLI avaient des taux élevés de résistance a AX(60%),
excluant I'utilisation de cette molécule dans le traitement probabiliste des infections grave a
E.COLI concernant la résistance aux C3, les fréquences trouvés étaient élevées (6 a 3%)
comparativement a de nombreux pays occidentaux (< 1%en France). Ces souches étaient
essentiellement responsables de bactériémies (18%) ce qui est conforme aux données de

certains pays méditerranéens (Maroc, Liban, Turquie et Jordanie respectivement 16%,
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22%,26% et 29%).par ailleurs, la fréquence de résistance aux fluoroquinolones était passée de
8% en 1999 a 14% en 2003. AYQUEM A, et al., 1998

Le taux de la résistance au chloromphénicole, obtenu dans notre étude était de 33%
contrairement aux résultats obtenus par Seck 2005 qui démontré des taux de sensibilité qui

vont seulement de 20% a 25%.

Dans la presente étude, la Gentamycine et la Tobramycine ont montré une bonne activité
avec des taux de sensibilité respectifs de 100% de 66%. ce qui est supérieure a ceux
deSissoko  (2006) ,etAitMiloud Khalid (2011) (Gentamycine (72,2%) et (88,3%),

respectivement)

Nos souches testées présentent une résistance de 100% a 1’ofloxacin qui appartienne de la
famille de quinolone. Ces taux de résistance obtenus sont relativement plus supérieure a ceux
obtenus par certains auteurs comme MAYRHOFER et al., qui ont trouvées en 2004 que 42%
de résistance aux quinolones classiques par contre ces taux sont comparables a ceux obtenue
par YASHPAL et al., 2011 en France

Les résultats sont montrés que nos souches étaient sensibles aux Amikacine et
cefoxitinrespectivement de 66% et 100% .ces résultats concordent avec ceux de I'étude
réalisée par Sissoko (2006) ,et AitMiloud Khalid (2011) ,qui ont trouvées que la
sensibilité¢ a I’ Amikacine est (93%) et (96,4%), et a la Cefoxitine est (80,1%) et (91,8%).

Nos souches développées une résistance concernant la famille des aminoside qui contienne
Vancamycine, Acidefusidique, respectivement de 33% et 66% qui est confirmée par les
résultats de MESKINE et BENABDELKADER (2016) qui ont révélés également une
résistance a ces antibiotiques

Nous souches sont sensible a 100% concernant Fosfomycine contrairement aux travaux de
MESKINE et BENABDELKADER (2016).
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Conclusion

Ce travail de recherche a permis d'étudier certaines propriétés physicochimiques des deux
échantillons du miel, et leur effet antibactérien avec la caséine vis-a-vis quelques souches
d’E. Coli.

L'analyse physico-chimique a porté sur: la détermination de pH, la conductivité électrique,

I'acidité et la densité.

La conductivité électrique, le pH et I'acidité donnent des précieuses informations sur l'origine

botanique du miel (miel de nectar ou de miellat).

Le pH des deux variétés du miel est de 4.3, donc le milieu est acide du probablement a leur

richesse en matiere organique.

La conductivité électrique varie entre 0.011 et 0.014 ms/cm. C'est un critére pour la
détermination de I'origine botanique du miel et elle est désignée lors de contréle de routine de
miel. Ce qui concernant la résistance des souches d’E. Coli testés sont résistante vis-a-vis
Erythromycine, Kanamycine, Acide fusidique, Lincomycine ,Voncamycine, Chlorophénicol
et Ofloxacine. Et sensible contre Fosfomycine ,Cefoxitine, Gentamycine, Tobramycine et

Amikacine

En ce qui concerne [I’activité antibactérienne, Les résultats obtenus indiquent qu’il existe un
potentiel antibactérien du miel et de caséine vis-a-vis les souches d’Escherichia coli on peut constater
que toutes les souches testées sont sensibles a 1’action inhibitrice des miels analysés et au caséine,
avec des différences d’un type a un autre et d’une souche a une autre, ce qui indique son large spectre

d’action antibactérienne.

D’apres les résultats obtenus dans notre étude, nous pouvant dire qu’il y’a une bonne corrélation
entre les analyses physico-chimiques et effet antibactérien dans les deux échantillons des miels
étudiés.

Escherichia coli est présenté une sensibilité au miel et a son effet variable avec la caséine a des degrés

différents comme le cas des antibiotiques, donc on peut le considérés comme un traitement alternatif.

Finalement, il est souhaitable que cette etude serait poursuivie sur tout le territoire national et
complétée par d’autres études plus approfondies dont le but de mieux connaitre les caractéristiques des

miels algériens et de valoriser leur qualité thérapeutique.
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Annexes

Annexe n° 01 :

Normes du Codex Alimentaire de la qualité de miel naturel (Codex Alimentaire; 1998,

Bogdanov et al. 1995; 2003).

Parametre

Norme

Teneur apparente en
Sucre réducteur
(exprimée en sucre

inverti)

Miel de nectar : au minimum 65% Miel de miellat et
mélange de miel de| nectar et de miellat au minimum

60%(UE) et 40%(CODEX)

Teneur en eau

AU maximum 21% . exception miel de bryére et de tréfle

maximum 23%

Teneur en Au maximum 5% ; exception miel de miellat : mélange
saccharose de miel de miellat et de nectar, de robinier, de lavande,
d'agrumes, de luzerne, d'eucalyptus (10% au maximum)
Ph | Nectar : 3.5-4.5
Miellat: 4.5-5.5
Acidité libre Au maximum 40meq d'acide/kg
Acidité total | 10 a meq d'acide/kg
Indice diastasique | minimum 3
Teneur en H.M.F | Au maximum 80 mg/kg: 60 mg/kg (CODEX)

40 kg/kg (UE)

Densité

1,39 21,44 :max. 1,52

Conductibilité"

électrique

Nectar<0,8 a I'exception de mélange : miel demiellat>0,8

a I'exception miel de chataigner

Teneur en protéines

0,26 a 0,83%

Teneur en matiére

minérale (cendre)

Au maximum 0,6% exceptionnelle miel de miella ou
mélange de miel de miella et de nectar. miel de

chataigner au maximum 1,2%
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Annexe n°2 :

Normes des composants physico-chimiques (Programme) Mixte FAO/OMS sur les normes

alimentaires; 2006).

Caractéristiques mesurées

Normes

Teneur réel en eau (humidité)

<21%

teneur en sucre totaux

= 6<2o

Ph

De 3.9124.80

Acidité

<50meq /kg

Teneur en matiere minérale (cendre)

Au max . 06% miel naturel

<1.2% pour les autre miel

Densité

1.12 2 1.52 miels fins

>1.59% miel cristallisé

Indice de réfraction

Conductivi.é électrique

< 0.8 ms/cm
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Annexe n°03

-Les disques d’antibiotiques

Dénomination commune | La charge
international (DCI)

Erythromycin E15
Kanamycin K30
Fosfomycin Fo0200
Vancomycin VA30
Tobramycin Tob 10
Fusidicacid Fc 10
Lincomycin L2
Ofloxacin OF5
Cefoxitin Cx 30
Amikacin AK30
Chloramphenicol C30
Gentamycin GEN50
Spiramycin SR100

-Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition et peut étre
symbolisé par des signes d’aprés la sensibilité des souches vis-a-vis des extraits (Ponce et
al., 2003).

[1 Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm.

1 Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.

[1 Trés sensible (++) : diametre compris entre 15 a 19 mm.

[ Extrémement sensible (+++) : diametre > 20mm
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Annexe n°04 :Matériel du laboratoire utilisé dans notre étude.

PH métre La balance

Bain marie Agitateur magnétique
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Résumé

Résumé

L’émergence de la résistance bactérienne d’'Escherichia coli aux antibiotiques constitue un
enjeu de santé publique. L’épidémiologie variable de cette résistance bactérienne aux
antibiotiques impose la mise en place d’une surveillance continue et régulicre de I’écologie
microbienne et des BMR isolées en milieu hospitalier. A cette raison la profession médicale a
redécouvert le miel comme alternative grace a son action antibactérienne contre un large
éventail de bactéries. Cette action est due principalement a ses propriétés médicinales,

préventives, curatives, antiseptiques qui ont été longtemps utilisées empiriquement.

Nos souches ont déeveloppé une résistance vis-a-vis de I’Erythromycine,Kanamycin, Acide
fusidique, et Lincomycin avec pourcentage de 66%, et a Vancomycin et chloramphénicol a
33% et sont résistance a 100% contre Ofloxacin. Comme ils ont développé une sensibilité
contre Fosfomycin, Cefoxitin et Gentamycin a 100%, et a Tobramycin et Amikacin avec un

pourcentage de 66%.

Le présent travail est une contribution a 1’évaluation de 1’effet antibactérien de la caséine et
de deux échantillons du miel récoltés du territoire Algérien.Les échantillons des miels
sont de différentes sources florale et géographiques il s ‘agit de : Tiaret : Multyfloral; de
Tissemsilt: Forbe. La caséine et les deux échantillons sont testés sur trois souches

d’Escherichia coli a caractére pathogéne d’origine : Bovine, Aviaire et humaine.

Notre travail est basé sur 1’évaluation de 1’effet antibactérien de la caséine et de deux variétés
du miels purs et dilués, seul ou mélangés a des concentrations différentes (70%, 50%, 40%,
30%, 20%,15%, 10%, 5%) par la technique de puits de diffusion, La CMI du multi floral pour
la souche aviaire est de 30%, bovine est de 30%, humaine de 50%.

Pour la CMI de la forbe sont les méme pour tout les souches bactériennes.

LLes mots clés: Escherichia coli, Résistance, Miel multifloral, forbe, Caséine, CMI.



Résumé

Abstract

The emergence of bacterial resistance of Escherichia coli to antibiotics is a public health
issue. The variable epidemiology of this bacterial resistance to antibiotics requires the
implementation of continuous and regular monitoring of microbial ecology and isolated
BMRs in hospitals. For this reason the medical profession has rediscovered honey as an
alternative to its antibacterial action against a wide range of bacteria. This action is mainly
due to its medicinal, preventive, curative, antiseptic properties which have long been used

empirically.

Our strains are developed a resistance to Erythromycin, Kanamycin, Fusidic Acid, and
Lincomycin with percentage of 66%, and to Vancomycin and chloramphenicol at 33% and
are 100% resistance to Ofloxacin. As they are developed a sensitivity againstFosfomycin,
Cefoxitin and Gentamycin to 100%, and to Tobramycin and Amikacin with a percentage of
66%.

The present work is a contribution to the evaluation of the antibacterial effect of casein and
two samples of honey harvested from the Algerian territory. The samples of honey are from
different floral and geographical sources: Tiaret: Multyfloral; Tissemsilt: Forbe. The casein
and the two samples are tested on three pathogenic stais of Escherichia coli strains: (Bovine,

Avian and human).

Our work is based on the evaluation of the antibacterial effect of casein and two pure and
diluted dumiel varieties, alone or mixed at different concentrations (70%, 50%, 40%, 30%,
20%, 15%, 10%, 5%) by the diffusion well technique, The CMI of multifloral for the avian
strain is 30%, bovine is 30% And human is 50%.

For the minimal inhibitory concentration of forbe are the same for all bacterial strains.

Keywords: Escherichia coli, Resistance, Miel multifloral, forbe, Casein, CMI.



Résumé

gailall

Lrad o dggaall Ololaedd daSede 8l LpSopd¥ g o i Il dog Liall Hegh
cielsxdl dsall

cLis] Aol ofslaed ) duypaiSodl degliall oded Buaaialdl olaSlagll by s
ol ddifuwel 3 dlgiaedl BMR 5 dygSoall s d] debailbey byetiws d430

Lo LoyoiSad ) slaadl Leldae Juadsy JodwsS Jusldl abll dige a@dSS) o ool | ded
Lo it o 8 S de oo

Al Baghally daedadly daSLisdly daahll aaSlas Il Lwlel 1Y i a2

Dby oo 0aSiaty ¢ douweddl pae> ¢ Gowa ol LS ¢ ooyl dog i LiSYw

coowluSel 8y /4 100 doglies 7 33 dswi Chloramphenicol 4 (uwsosSLs « 7 66
s ¢ / Gentamycin 100 4 Cefoxitin <(Fosfomycin Lo Lwlu> gk aly LaS
.7 66 iLiwiy Amikacin 4 Tobramycin

O Ooidias g 0o LU Lopasisodd sbaad! o ST aan @S 3 das lwe gon Il Joas )
Lodl yioy doya) yolan g Jusdl oloey ¢ doySiixdl Lol Y1 o 53 gaxaldl Jux]l
Oy LSl S LGS sl Lot tadowawn s G Tiaret: Multyfloral e iz
SLYT et Lidaed! ol g fSedeidl LaSopdY ! g olinb O35 e gaibaedl
SoLwiY g o Il

glool oo oSl o)L Logd<add slaedl 3L ads e Lidbae daday
7250 ¢ 770) diGie of oS5l dhliie o) Weogden « didnedly Laldladl Yl ol

L 3Y I g MIC 5 ¢ ot 58S dawl ey (A5 ¢ 4 10 « %15 ¢ /20 « %30 « 740
50 glusyty A 30 sl ¢ A 30 sa yeahdl Il 5o asSall
Ao So Tl oYl gaax ) Lgwids o MIC of the forb _J 4iui)
cdond I Sl Yl susde Juwe ¢ doglio Lot il aSoyay s Dt o lads

P S R R | S S i



