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INTRODUCTION

INTRODUCTION

La découverte des antibiotiques a fait naitre I'espoir qu'il serait un jour possible de juguler
I'ensemble des maladies infectieuses. Le phénomeéne de résistance bactérienne aux
antibiotiques a mis fin a cette "fatale illusion”. L'utilisation tous azimuts d'antibiotiques
génere I'émergence de souches bactériennes résistantes aux médicaments existants
(MANGIN, 2016). Parmi ces bactéries Pseudomonas aeruginosa, s’est imposé comme un
pathogene hospitalier trés important du fait du nombre et de la gravité des pathologies
causées(ELMESKINI, 2011).

Cette souche peut provoquer des infections sévéeres chez les sujets aux défenses diminuées
comme les malades atteints de mucoviscidose, les brllés, les cancéreux ayant recu de la
chimiothérapie cytotoxique et les malades intubés en reanimation(ANDREMONT et
RUIMY, 2004) , ces infections nosocomiales ont été rapportées partout dans le monde,
avecune émergence rapide et croissante de souches multi résistantes, la plupart du tempsdans
des unités de soins intensifs ,de ce fait elle était classé comme le deuxieme germe responsable
de pneumonies nosocomiales et le troisiéme germe responsable d’infections urinaires

nosocomiales(GAYNES ET EDWARDS, 2005 ; ELMESKINI, 2011).

Avec l'augmentation de la prévalence des bactéries résistantes aux antibiotiques, le miel
est de plus en plus apprécié pour son activité antibactérienne. (DAS et al., 2015).L’effet
bactériostatique du miel est qualifi¢ "d’effet inhibiteur". Différentes raisons expliquent cette

propriété antimicrobienne du miel(YAHYA et OKTAR, 2012).

Il est considéré comme une partie importante de la médecine traditionnelle (BOGDANOV et
al., 2008), car les médecins employaient le miel en applications locales pour ses propriétés
cicatrisantes et antiseptiques avant 1’apparition des antibiotiques (GOUT,2008). Plusieurs
vertus sont attribuées au miel gréce a leur propriétés thérapeutique et antimicrobienne,
cicatrisantes et antioxydantes, qui sont utiles pour le traitement des brulures, des blessures,
des troubles gastro-intestinaux, des ulcéres et autres (LOBREAU-CALLEN et al., 2000 ;
AL-MAMARY et al., 2002). Il a été rapporté que leur propriété intrinséque affecte la
croissance et la survie des microorganismes par des actions bactéricides ou bactériostatiques
(MANZOOR et al., 2013) .
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Cependant, certains chercheurs indiquent que le peroxyde d’hydrogéne produit par
I'action de la glucose-oxydase est le premier aspect lié a I'activité antimicrobienne des miels
(El -BANNA et al., 2014).

De la diversité de la flore mellifique, il y a différents miels qui se distinguent par leur
composition, directement dépendante de I’origine du nectar et du miellat, le climat, les
conditions environnementales et la compétence des apiculteurs [(GHELDOF et
ENGESTH ,2002) ;(KUCUK etal., 2007)].

En raison de sa forte concentration en sucre et de son pH acide, le miel est indéniablement un

milieu hyperosmotique inhibant la croissance d'agents pathogenes (KONE, 2016).

De ce fait, le potentiel thérapeutique du miel, a fait I'objet durant ces dernieres décennies de
plusieurs recherches (CUSHNIE et LAMB, 2005).Aujourd’hui, I'effet antibiotique du miel
est exploitépour résoudre les problémes de la sur utilisation des antibiotiques, vis a vis des

bactéries qui deviennent progressivement résistantes (HALIMI, 2018).

Pour une meilleure connaissance des activités biologiques, notre travail est mené en vue
d'étudier la qualité physico-chimique et les activités antibactériennes de trois échantillons de

miels Algériens (Euphorbe, Multi florale, Thym) de provenances différentes.
Pour cela, nos objectifs sont comme suit :

% Estimer I’effet antimicrobien des trois variétés de miels sans et avec I’antibiotique vis-

a-vis de Pseudomonas aeruginosa.

0,

% Evaluer quelques parametres physico-chimiques de trois variétés du miel Algérien.

R/

% Déterminer I’effet additif entre miels et antibiotiques.
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Chapitre I

Généralité sur Pseudomonas
aeruginosa
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I.1 Présentation de Pseudomonas aeruginosa

Selon ELMESKINI (2011), Pseudomonas aeruginosa fut découverte par GESSARD
(1850-1925) mais en 1882 il a réussi I'isolement de cette derniére. Il est autrement connu sous
le nom de bacille pyocyanique est une bactérie ubiquiste & Gram négative. (CAMILLE,
2007). Cette bactérie est largement répandue dans la nature. (KAYSER et al., 2008).

Figure 1: Pseudomonas aeruginosa (BARAKAT, 2012)

1.1.1 Nomenclature

La nomenclature de bacilles pyocyaniques vient du grec puoi =pus et kuanos = bleu foncé

qui est désigné sous le nom de Pseudomonas aeruginosa du latin aeruginosus =couvert de

rouille. (AVRIL et al ., 1992)

I.2Taxonomie

Il s’agit d’une bactérie qu’on peut la classifiée de facon conventionnelle comme indiquer

dans le tableau 1

Tableau 1 : taxonomie de Pseudomonas aeruginosa (BENABID, 2009).

Regne Bacteria
Embranchement Prokaryota
Division Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
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Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas
Espéce Aeruginosa

1.3 Caractéristique

Pseudomonas aeruginosa se montre sous la forme de batonnets droits, mesure 1 a 3 um de
long et de 0,5 a 1 um de large. Il s’agit d’un bacille Gram négatif, non sporulé et rendu mobile
grace a la présence d’un flagelle polaire généralement unique ; il dégage une odeur
aromatique caractéristique de seringa  qui est cause par la production d’ortho-
aminoacétophénoie (AVRIL et al ., 1992). La présence de nombreux plasmides gouvernant
des divers caracteres phénotypiques tell que la résistance aux antibiotiques, aux antiseptiques,
modification du taux de croissance et acquisition d’activités cataboliques sur certains substrats

qui peut compliquer la reconnaissance de cette bactérie (FLANDROIS, 1997).

Ce bacille est mésophile, il est capable de se développer dans des températures optimales qui
se situent entre 30 et 37°C. Il est considere comme une bactérie acrobie strict et qu’il présente
un métabolisme oxydatif. Il utilise I’oxygene comme accepteur d’électrons mais en cas de

I’absence de ce dernier, il peut employer les nitrates comme accepteur d’électrons
(CHAKER, 2012).

1.4 Culture

Selon KAYSER et al (2008), Dans un bouillon de culture, le germe pousse grace a la
présence d’O; libre & la surface qui forme une pellicule; 1l forme des pigments

hydrosolubles colorés en jaune-vert (pyoverdine), en bleu-vert (pyocyanine).
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Production de pigments

C’est I'une des caractéristiques de Pseudomonas aeruginosa, cette propriété n’a pas de
liaison avec la virulence, ni avec la protection dans la production de ces principaux pigments

(pyoverdine et pyocyanine) (AVRIL et al ., 1992).

Ce dernier peut contribuer a la caractérisation de certaines espéces en particulier
Pseudomonas aeruginosa qui est le seul capable de produire ces deux pigments comme

indiquer dans le tableau 2

Tableau?2 : pigments de Pseudomonas aeruginosa (CAMILLE, 2007)

Nom et couleur Pyocyanine Pyoverdine
des pigments Bleu-vert Jaune-vert fluorescent
Non diffusible Diffusible
Propriétés
des pigments Soluble eau et chloroforme Soluble eau
Pas de fluorescence sous Fluorescence sous lumiére
lumiere ultraviolette ultraviolette

1.5 Habitat et distribution environnementale

Pseudomonas aeruginosa est énormément étendu dans 1’environnement. C’est une
bactérie qui vit a I’état saprophyte dans la nature : I’eau, le sol, les végétaux, les solutions

antiseptiques et sur des surfaces inorganiques (CHAKER, 2012).

En outre, ce bacille est souvent omniprésent dans le milieu hospitalier avec un taux plus
moins élevés (50% a 60%) tandis que chez les sujets en bonne santé, P.aeruginosa est peu
présente, avec seulement 2 a 10 % de porteurs ; mais il peut é&tre commensales dans le tube
digestive de 1’homme et des animaux et le plus souvent pathogéne opportunistes pour les
personnes immunodéprimées et il est responsable de nombreuses infections nosocomiales
(11%). (CAMILLE, 2007). Selon son environnement naturel, elle vit sous forme
planctonique, mobile ou a I’état sessile dans un biofilm, fixée a une surface inerte ou une

source de substrat (CHAKER, 2012).
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1.6 Produits biologiquement actifs

Pseudomonas aeruginosa colonise le tissu localement avec une réaction inflammatoire
limitée, apres intronisation accidentelle dans un organe ou la contamination de la peau ou des
muqueuses, Si les défenses locales sont déficientes, un stade d’invasion apparait avec
toxémie. L’exotoxine A est 1’un des facteurs de pathogénicité le plus important qui diffuse
dans tous les organes. Ce dernier présente un mécanisme d’action commun a celui de la
toxine diphtérique (FLANDROIS, 2000).

Par ailleurs, ce bacille est parfois entouré d’un pseudo capsule polysaccharidique qui joue un

réle trés important dans la pathogeénicité de la bactérie (FLANDROIS, 1997).
1.7 Pathogénicité

1.7.1 infections par Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est 1’une des bactéries les plus difficiles a traiter cliniquement

donc c’est une bactérie pathogéne et opportuniste (MAVRODI et al., 2001).

Les catégories les plus touchés par ce bacille : les nourrissons, les personnes agées ; les

diabétiques mais surtout hématologique ou cancéreuse (AVRIL et al ., 1992).
1.7.2 Formes clinique

Les infections causées par ce germe peuvent atteindre n’importe quelle partie du corps :

0 L’appareil respiratoire en conduisant des pneumonies.

0 Le cceur avec des endocardites.

0 Le systeme nerveux central en provoquant des méningites.

0 Les oreilles par des otites.

0 Les yeux au niveau de la cornée par des kératites, des conjonctivites pouvant amener

jusqu’a I’exploitation compléte de 1’ceil.
O Les infections de I’appareil urinaire sont le plus souvent causées par 1’instrumentation

Dans le milieu hospitalier (BESSE et al ., 2004)
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Selon les infections causées par cette bactérie, il existe des populations plus a risques comme
précisés ci- dessous (tableau 3) (ELMESKINI ,2011)

Tableau 3: les pathologies causées par Pseudomonas aeruginosa et populations a risques
associées (ELMESKINI ,2011)

Pathologies Population a risques
Endocardites Utilisateurs d’intraveineuses
Personnes a affections respiratoires ou du
Infections respiratoires systéme immunitaire, cancéreux
Septicémies Immunodéprimés, diabétiques, brllés séveres
Infections auditives Fréquentation de piscine
Infections oculaires Néonatal, opérations ophtalmologiques
Infections urinaires Hospitalisation (cathéter, ...)
Infections gastro-intestinales Immunodéprimés
Infections de la peau et des tissus Bralés, trauma, dermatites, neutropénies

1.8 Facteur de virulence

Ce pathogene opportuniste responsable a des nombreuses infections nosocomiales.

L’expression des génes de virulence au site de I’infection a un réle important dans la

physiopathologie de ces infections (ELMESKINI ,2011).

Tableau 4 : certains capitaux facteurs de virulence de Pseudomonas aeruginosa avec leurs
modes d’action et leurs conséquences cliniques (BEN HAJ KHALIFA et al ., 2011)

Facteurs de Effet pathogene
virulence Meécanisme de virulence induit
Lipopolysaccharide -Stimulation de la production
(LPS) de cytokines -Choc
Pili -Adhésion aux cellules épithéliales
respiratoires -Pathogenicité respiratoire
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Flagelle -Adhésion aux mucines
-Mobilité : role dans I’internalisation -Diffusion bactérienne
Exotoxine A -inhibition des synthéses protéiques -Mort cellulaire : nécrose
des cellules cibles tissulaire
-Rdle important dans la
virulence
Pyocyanine + -Action bactéricide sue les autres -Favorise I’émergence du
pyoverdine bactéries bacille pyocyanique
-Augmentation de la libération -Diminution de la clairance
d’¢élastase des bacilles
-Inhibition des battements des cilles | -Le role dans la survenue de
Captage du fer vascularité d’artéres
-Induisent la synthése de radicaux pulmonaires
libres

1.9 Traitement

Pseudomonas aeruginosa est redouté pour sa multi résistance. Les pourcentages de
résistances varient fortement d’un hopital et d’un service a I’autre et donc le traitement de

I’infection causée par ce bacille est difficile pour les cliniciens car elle est antibioresistante

(FLANDROIS, 1997).
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1.1 Présentation du miel

L’origine du mot « miel » vient du latin mel, mellis qui indique « miel » et « douceur »
apparenté au grec meli, melitos ainsi qu’au gothique milith. Le miel est aussi intimement lié a
la notion de douceur, autant dans la littérature que dans I’esprit du consommateur (LEQUET,
2010).

11.2 Origine du miel

Le miel est la substance naturelle sucrée fabriqué par les abeilles domestiques (Apis
mellifera; Famille: Apidae) a partir du nectar de plantes (fleurs) ou de certaines sécrétions
provenant de parties vivantes de plantes ou se trouvant sur elles par les insectes butineurs
(CODEX, 2001), que les abeilles butinent, transforment en les combinant avec des substances
specifiques qu'elles sécretent elles-mémes, emmagasinent et laissent affiner et murir dans les

rayons de la ruche , cette denrée peut étre fluide, épaisse ou cristallisée (AMRI, 2010).
11.2.1 Nectar

Le nectar est un liquide sucré, plus ou moins doux, parfumé et mielleux, il est produit par
des organes propres aux Vvégétaux supérieurs appelés nectaires, qui sont des structures
glandulaires de petite dimension localisé au niveau des différents positionnements (HOYET,
2005).Les différents degrés de densité de cette substance douce varie en fonction de I’espéce
végétale et de climat. Il contient environ de 80% d’eau et de 18 a 19 % de sucre (BIRI

,1986).
On peut désigner trois catégories de nectar :

% Les nectaires floraux qui se situent sur les feuilles

%+ Des nectaires extra floraux qui se localisent au niveau des feuilles, les tiges ou
les autres parties de la plante).

% Le nectar qui reste accumulé sur le nectaire ou qui passe dans un organe

spécialise.
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Figure 2 : composition du nectar et du miel (CLEMENT, 2014)

11.2.2 Miellat

Le miellat est un liquide sucré qui recouvre les feuilles de certains arbres tell que pin,
sapin. Il est produit par certain insecte piqueur suceur principalement les pucerons qui se

nourrissent de la séve des arbres (EON ,2011).

D’une maniére générale, les miels de miellats sont moins sucré, riche en acides aminés, en
oligo-éléments et en vitamines, aussi ces derniers sont plus foncés que les miels de nectar
(DARRIGOL, 1996).

11.3 Principales différences entre miels de nectar et de miellat

Selon ROSSANT(2010), Les miels de miellat ont une couleur plus sombre et un gout plus
prononcé que du miel de nectar. Il contient également des sucres plus complexes tel que : le
mélézitose ou 1’éclose, il est encore plus riche en azote, acide organique et en minéraux.
Cette déférence entre le miel de miellat et celui de nectar sont représentées dans le tableau ci-

dessous (tableau 5).
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Tableau 5: Les principales différences entre le miel de miellat et le de nectar (ROSSANT,
2010)

Parametres miel de miellat miel de nectar
pH 4,5 3,9

Minéraux (cendres) 0,58% 0,26%
Fructose +glucose 61,6% 74%

Autre sucres exprimés en % des sucres totaux

Mélézitose 8,6% 0,2%
Raffinose 0,84% 0,03%
Maltose + isomaltose 9,6% 7,8%

I1.4Méthode de fabrication

La production de miel se fait par les abeilles butineuses qui aspirent le nectar des fleurs ou

le miellat, qu’elles accumulent dans leurs jabots pendant le retour a la ruche (BALAS, 2015).

Donc la transformation du nectar commence dans le systeme digestif de I'abeille, il est mis un
rapport avec plusieurs enzymes différentes dont l'invertase qui permet I'hydrolyse du
saccharose en glucose et fructose. Par la suite le role de I'abeille butineuse dans la ruche est
de remettre le nectar a une autre abeille qui, elle-méme, 1’écartera puis le ré-avalera pour le

mélanger a de la salive et des sucs gastriques (CUVILLIER, 2015).

par la suite le miel est stocké dans des alvéoles ou il est déshydraté par brassage a ’aide de
leurs piéces buccales et grace ventilation avec les ailes des ouvrieres ventileuses, qui
causent un courant d'air permettant I'évaporation de I’eau . L’évaporation est amendée par
I’étalement du liquide en couches treés fines dans des cellules formées de cire. Elle se
fait sous la double influence de la chaleur de la ruche et de la ventilation assurée par le travail
des ventileuses (BALAS, 2015).
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Tant que la teneur en eau atteint un seuil inférieur a 18%, en conséquence le miel

est emmagasiné dans d’autres alvéoles, dés que le remplissage de ces derniéres , seront

operculées. Le miel est par la suite stocké comme réserve de nourriture (BALAS, 2015).
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Figure 3: Stockage du miel dans les alvéoles (CUVILLIER, 2015)

11.5 Les type de miel

La composition des miels varie d’une ruche a 1’autre du fais de la grand variété de plantes

pouvant étre récoltées par les butineuses (CHANAUD, 2011) .

11.5.1 Les miels mono floraux

Les abeilles fabriquent les miels mono floraux a partir de nectar ou du miellat d’une espéce

végétale unique ou trés largement majoritaire (plus de 75 %) (CHANAUD, 2011)

Ils sont assez difficiles a produire car il faut identifier précisément une variété de fleur ou de
plante. En théorie, ils sont nombreux car on peut produire autant de sortes miels qu’il y a de

fleurs. lls sont également appelés les miels de crus (EON ,2011).
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Tableau 6 : Caractéristiques de quelques miels mono floraux (EON ,2011)

Miels Caractéristiques
-couleur jaune trés pale, presque blanche a grise une fois
cristallisé.

Romarin -go(t discret, doux et neutre, saveur et odeur aromatique.
-granulation assez prononcée, consistance onctueuse, assez
pateuse.

-couleur brun tres foncé, irisée de vert a plus noir, miel peu
sucre.

Sapin -arbme prononcé, boisé, avec une note de résine, odeur
aromatique forte.

-cristallisation trés lente, consistance visqueuse et épaisse mais
liquide.
-couleur assez foncée, brune, ambrée, presque orange.

Thym -odeur aromatique et saveur forte, ardbme puissant, long en
bouche.

-consistance épaisse, cristallisation moyenne.

11.5.2 Les miels polyfloraux

Fabriqués par les abeilles a partir de divers nectars et miellats provenant de plusieurs

especes végetales (CHANAUD, 2011). Les miels polyfloraux sont trés répandus.

L’identification de ces miels est difficile car elle revient a préciser l'origine exacte de toutes

les composantes du miel.Le pollen est le seul qui donne 1’origine de tel ou tel miel donc Il

faudra faire des analyses plus précises pour en savoir plus sur la composition de ce dernier

(EON ,2011).

11.6 Composition du miel

Le miel est une substance biologique d’une grande complexité dont la fabrication brigue

plusieurs étapes qui influent sur sa composition chimique finale (ROSSANT, 2011).
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En outre, sa composition est connue depuis longtemps dans ses grandes lignes (CHAUVIN,
1968), est assujetti a des multi-facteurs trés variables qui sont impossible de Controlés tels
que : la race des abeilles, 1’état physiologique de la colonie. (ROSSANT, 2011), aussi
elle dépend de la nature des plantes ou des miellats ingérés par les abeilles (CHAUVIN,
1968).

divers
3,5%
autres sucres
1,5%
maltose
7,3%

saccharose
1,3%

Figure 4: la Composition moyenne du miel (ROSSANT, 2011).
11.6.1 L’eau

Le miel contient une quantité d’eau qui se situe autour de 17%, étant donné que c’est un
produit biologique. Ce pourcentage peut changer (HOYET, 2005) ; selon ROSSANT(2011),

la teneur en eau peut variée entre 14 et 25%.
11.6.2 Les hydrates de carbone

Les hydrates de carbone constituent la partie la plus importante du miel. Il s'agit de
fructose et de glucose qui sont les plus abondants .ces deux sucres sont des monosaccharides,
viennent ensuite les disaccharides comme le maltose et le saccharose et derniérement les
sucres supérieurs, composés de plus de deux sucres simples ou autrement dit les
polysaccharides qui représentent 1,5 a 8%, on peut mentionner parmi eux [I’erlose et
mélézintose (BALAS, 2015).
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Tableau 7: Les proportions des différents sucres du miel (ROSSANT, 2011).

Sucres Proportions
Le glucose 31%

Le fructose 38%

Le maltose 7,3%

Le saccharose 1,3%

Les polysaccharides 1,5a8%

11.6.3 Acides

Toutes les variétés du miel ont une réaction acide. 1ls sont composés des acides organiques,
dont certains volatils, et des lactones qui proviennent du nectar ou du miellat, mais leur
origine principale est dans les secrétions salivaires de 1’abeille et dans les processus
enzymatiques et fermentatifs (CHAUVIN, 1968).

D’aprés HUCHET et al (1996), I'acide gluconique est le plus important de ces acides, qui &
un réle trés important lors de la maturation du miel. La glucodase transforme le glucose en

acide gluconique.
11.6.4 Protides

Les miels sont pauvres en protéines. lls sont présents en faible quantité seulement de 0,3%
de la matiére séche, englobe les acides aminés et les protéines (albumines, peptones,
globulines et nucléoprotéines) qui sont apportés par la plante (nectars, grains de pollen) ou par
des sécrétions de I’abeille (LAURENT, 2014).

Tous les miels contiennent la proline, hydroxyproline, la glycine et la leucine qui
proviennent de la salive de I'abeille, mais le miel ne contient jamais de tryptophane ou et

présent en quantité négligeables (LAURENT, 2014).
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11.6.5 Lipides

Ils sont présenté en faibles quantités, on trouve principalement de stérols sous forme de
cholestérol libre, des esters de cholestérol, on retrouve encore des triglycérides et des acides
gras libres (LAURENT, 2014).

11.6.6 Les vitamines

Le miel est pauvre en vitamines liposolubles (vitamines A et D), par contre on trouve des
vitamines du groupe B (B1, B2, B3, B5, B6, B9) et on retrouve également de la vitamine C
avec une petite quantité (CUVILLIER, 2015).

11.6.7 Sels minéraux

Les sels de potassium représentent la moitié de la matiére minérale. Le miel trés foncés et

de presse, trés riche en pollen atteignent des taux plus éleves (LOUVEAUX, 1985).

En dehors du potassium il excites des éléments tel que : le chlore le soufre, le calcium, le

sodium, le phosphore, le magnésium, le silicium et le fer (LOUVEAUX, 1985).

En plus de ces éléments majeurs, on trouver ainsi un nombre trés important d’oligo-
éléments (LOUVEAUX, 1985).

11.6.8 Enzymes

Les enzymes de miel ont une origine double : une partie d’entre eux provient du nectar et
I’autre des sécrétions salivaires des abeilles. Les plus connus sont I’invertase et 1’amylase.
Cependant le miel contient d’autres enzymes, spécialement une catalase, une phosphatase et
une gluco-oxydase qui transforme le glucose en acide gluconique (LOUVEAUX, 1985).

11.6.9 Pigment

Les pigments sont responsables de la couleur du miel. Donc on peut citer principalement
les caroténoides et les flavonoides (LOUVEAUX, 1985).
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11.7 Les caracteristiques physico — chimiques

11.7.1 Densité

La densité du miel a 20°C est comprise entre 1,410 a 1,435 (AMRI, 2010). Les variations
de densité du miel émanent surtout des variations de la teneur en eau, de ce fait on peut
distinguer que ce caractere est un moyen pour connaitre la teneur en eau de ce produit
biologique. Pour cela, quand un miel est dense donc il est pauvre en eau (LOUVEAUX,
1985).

11.7.2 Viscosité

Le terme de viscosité s’explique comme la résistance a I’écoulement d’une substance
(ROSSANT, 2011) , elle est déterminé avec trois facteurs principaux qui sont la teneur en
eau, la composition chimique du miel et la température (CHAUVIN, 1968). D’aprés
PIERRE et LE CONTE (2005)., La viscosité d’un miel est diminué quand la température
s’éleve jusqu’a 30°C.

11.7.3 Chaleur spécifique

D'aprés les nouvelles normes relatives aux unités de mesure, il faut convertir les données

dont on dispose en unités du systeme international. Cette pratique n’est pas essentiel sil’on

veut bien ce souvenir que la chaleur massique du miel est égale a 0,54 de celle de 1’eau a

20°C lorsque le miel 17 % d’eau (LOUVEAUX, 1985).

Pour le réchauffement du miel, il demande deux fois moins de calories que le méme poids
d’eau, néanmoins il transmet trés mal la chaleur qu’il recoit de sorte qu’il peut étre réchauffé

rapidement en un point qu’il conserve tout a coté (PIERRE et LE CONTE ,2005).
11.7.4 pH

En général la valeur du pH est varié entre 3,5 et 5,5 ; effectivement c'est grace a la présence
des acides organiques (BOGDANOV et al., 2004).

Les miels de nectar sont tres acides, avec un pH de 3,5 a 4,5.Mais concernant les miels de
miellats, moins acides, ont un pH supérieur a 4,5 (SCHWEITZER ,2005).
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11.7.5 Coloration

Les miels ont une coloration tres variable car les plus claires sont presque incolores alors
que les plus foncés sont pratiquement noirs. Entre ces deux extrémes, se trouve une gamme
des jaunes et des roux (LOUVEAUX, 1985).

Tableau 8 : Les différentes couleurs des miels en fonction de leur origine florale

(HOYET, 2005).

Origine florale Couleur
Acacia Incolore
Tournesol, Pissenlit Jaune
Chataignier, Bruyere Brun
Saule, Sapin Treés foncée avec des reflets verts

11.7.6 Conductibilité électrique

La conductivité électrique est un bon critere pour déterminer 1’origine botanique du miel
(AMRI, 2010), elle a une relation avec la teneur du miel en matiere minérale et varie avec de
forte proportion de 1 &4 15 (PIERRE et LE CONTE ,2005).

Elle est importante, puisqu’elle permet de différencier facilement les miels de miellats
des miels de nectar (ROSSANT, 2011).

En général les miels de fleurs ont une conductivité plus ou moins que celle du miel de miellat
car il est pauvre en minéraux (AMRI, 2010), de ce fait la conductivité est plus élevée pour

les miels qui sont plus riche en substance ionisables (LOUVEAUX, 1985).
11.7.7 Acidité

Le phénomeéne de 1"acidité est un critére de qualité intéressante tous les miels ont une
réaction acide (AMRI, 2010). il est due a la présence d’acides dans le miel (PIERRE et LE
CONTE ,2005), certains entre eux proviennent du nectar et les autres de miellat, mais
I’origine principale de ces acides est recherchée du coté des sécrétions salivaires de I'abeille et
dans les processus enzymatiques et fermentatifs (AMRI,2010) et spécialement I’acide
gluconique qui dérive du glucose(PIERRE et LE CONTE ,2005).
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11.8 Les propriétés thérapeutiques du miel

Le miel est un produit sucré et naturel, ses propriétés thérapeutiques sont sous la
dépendance de son origine et de son conditionnement. En effet, les miels ont une forte
concentration en sucre, pH acide donc assurément un milieu hyper-osmotique inhibant la
croissance des agents pathogenes (SALOMON et al ., 2010).

11.8.1 Activité antimicrobienne

Le miel a un effet antimicrobien et peut partiellement étre expliqué par sa teneur importante
en enzyme, ce dernier reste actif depuis la transformation du nectar en miel. (MERAH et al.,
2010), donc le miel inhibe la croissance des agents pathogénes (les micro-organismes et les

champignons).Cette activité principalement sur les bacilles gram positifs (BALAS, 2015).

D’aprées BALAS (2015), les composants antibactériennes du miel tous n'ont pas été bien

déterminés néanmoins quatre facteurs sont largement mis en avant :

% L'effet osmotique : Sa concentration est tres élevee en sucres, en fait une solution
hypertonique, cet effet va provoquer la lyse des membranes bactériennes et inhibent
leur croissances et les détruire (LAURENT, 2014).

*

% Le pH: grace a I’action du systéme gluconolactone/acide gluconique, le pH du miel
est acide et il est actif contre les germes Escherichia coli, Salmonella, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus pyogenes, Corynebacterium diphtheriae, Bacillus cereu
(BLANC, 2010).

% Le peroxyde d’hydrogeéne: ce facteur antimicrobien est tres actif contre les bactéries
et provient du systéeme glucose oxydase/catalase (BLANC, 2010).

% Les facteurs non peroxydiques : dans ce facteur le miel est comme certains acides

ou composés volatiles aussi des flavonoides et acides phénoliques transmis par la

plante (BLANC, 2010).

11.8.2 Activité antioxydant

Le miel a une activité antioxydant qui due par la presence de divers composants parmi
lesquels on retrouve les flavonoides, les acides phénoliques. Il a été mis en évidence qu’une
forte action existait entre I’activité antioxydant et la teneur en acides phénoliques (ORYAN

et al. 2016).
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Selon IDIR(2012), L’activité antioxydant du miel est variable d’un miel a un autre. Il
dépend de la source florale, de la source botanique, de la saison de récolte, des facteurs

environnementaux et les nombreux facteurs que subit le miel.
11.8.3 Propriétés anti-inflammatoires

Les Propriétés anti-inflammatoires sont en concentration suffisamment importante
(CUVILLIER, 2015). Selon RIGAL(2012), Les flavonoides sont parmi les composants du
miel qui ayant des propriétés anti-inflammatoires. Ces flavonoides réduiraient 1’état
inflammatoire et permettraient ainsi de soulager les patients souffrant de brilures par

exemple.

Elle Crée par son activité antioxydant et a lI'aide de neutralisation des radicaux libres par les
antioxydants cités précédemment (LAURENT, 2014).

11.8.4 Propriétés anti-cicatrisantes

Le miel est un remede efficace pour le traitement des brulures, des blessures chirurgicales
infectées et aussi pour les ulcéres de décubitus (AMRI, 2010).

Le miel crée un milieu humide dans le but d’évitée la croissance des bactéries a cause de son
activité antibactérienne (ROSSANT, 2011). Cet environnement humide a également un autre
avantage dans la permission du bon fonctionnement des enzymes protéolytiques et dans
I’élimination des croutes, du pu et les tissus morts. Tous ces derniers mécanismes mettent de

facon tres favorable le phénoméne de cicatrisation (ROSSANT, 2011).
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Il .9 Usage du miel

Le miel est un aliment simple édulcorant naturel, mais il est incomplet ; il manque de
protides et de lipides, également c'est un produit diététique et méme un medicament.
(PIERRE et LE CONTE ,2005)

C’est un médicament parce qu’il a des propriétés préventives et parfois curatives a 1’égard
des maladies humains et animales et aussi car il la capacité entretenir, restaurer, corriger et
modifie, certaines fonction organique (PIERRE et LE CONTE ,2005).

Il a aussi des propriétés antibiotiques est trés largement utilisé pour soigner les plaies et les
bralures (PATERSON, 2008).

11.9.1 Vertus thérapeutiques

D’aprées KONE (2016), les vertus du miel sont bien connues dés I'antiquité, a cause de son
pH acide. Selon OUDJET(2012), le miel est opulent en sucre simple (fructose, glucose), alors
il a un pouvoir sucrant plus important que du sucre raffiné (saccharose) avec un apport

calorique énormément moins important (25% calories en moins).

Ce produit biologique a un effet thérapeutique car il est incontestablement un milieu
hyperosmotique qui inhibe la croissance d’agents pathogénes (KONE, 2016). Sa qualité
thérapeutique, ne sont plus a démontrer, car il existe une multitude de publication sur
I’apithérapie offrent en détail les spécificités de chacun de ces divins produits. Cependant et
tres globalement, toutes les variétés du miel ont de propriétés comme indiquer dans le
tableau9 (CHANAUD, 2011).

Tableau 9 : les différentes propriétés du miel et ses définitions (CHANAUD, 2011).

Propriétés du miel Définitions

Antianémiques Qui combat I’anémie

Antiseptiques Qui détruit les microbes et empéche leur développement
Apéritives Qui stimule ’appétit

Béchiques Qui calme la toux

Digestives Qui aide a la digestion

Diurétiques Qui augmente la sécrétion de 1’urine

Dynamogeniques Qui provogue ou augmente la force, 1’énergie
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Emollientes Qui relache, détend, amollit
Fébrifuges Qui combat la fievre

Laxatives Qui facilite I’évacuation des selles
Sédatives Qui calme

Vicariante Qui supplée a la déficience

11.10 Le vieillissement du miel

Le miel est fréquemment présenté comme une denrée non périssable, de sa conservation

qui est pratiquement indéfinie, commercialisable sans précautions d’une année sur I’autre. Il

s’agit 1a de notions fausses. Cette substance sucrée doit étre 1’objet de soins attentifs si 1’on

veut qu’il conserve sa fraicheur et toutes ses qualités gustatives et autres (LOUVEAUX,

1985).

11.10.1 Cristallisation du miel

Dans les conditions naturelles, tous les miels finissent par cristalliser dans un laps de temps

plus ou moins court, du fait de leur sursaturation en sucres. La cristallisation dépend de la

composition du miel, et par conséquent de son origine florale (LEQUET, 2010).

La cristallisation du miel dépend a défirent facteurs :

1)

2)

Teneur en sucre

La teneur en sucres car un miel riche en fructose ne cristallise pas, a I’'inverse d’un
miel riche en glucose (Teneur> 28%) qui cristallise trés rapidement (OUDJET,
2012).

Température

La température optimale pour la cristallisation du miel se situe entre 10 et 18°C. Une
température constante de 14°C est ideale.

A basse température, la cristallisation est lente. Dans le congélateur par exemple, le
miel reste plus longtemps liquide. Les miels a cristallisation rapide, tels les miels de
colza, se figent sous la forme de cristaux tres fins.

A température élevée (plus de 25°C), la cristallisation est également lente, mais le
miel se fige en cristaux grossiers (BOGDANOV, 1999).
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3) Teneur en eau

Les miels avec une teneur en eau de 15 a 18% ont une bonne cristallisation. Ceux
dont la teneur est inférieure ou supérieur se cristallisent plus lentement. Les miels les mieux
tartinables ont une teneur en eau de 17a 18%, ceux au contenu hydrique faible deviennent
durs, alors que ceux avec plus de 18% d’eau restent mous (BOGDANOV, 1999).

11.10.2 Fermentation

Tous les miels naturels, contiennent des levures qui sont responsable de sa fermentation. Si
la teneur en eau du miel est suffisamment élevée ces levures peuvent se multiplier et une
forte concentration en sucre ne les tue pas mais inhibe leur développement. (LOUVEAUX,
1985).

D’aprés KAST (2014), les paramétres mis en cause dans la fermentation du miel :

* Teneur en eau.

« Température de stockage.

* Durée de stockage.

* Nombre et type de levures.

* Type de miel.

En général, lorsqu’on ouvre le pot de miel fermenter on distingue les caractéristiques
suivantes : échappement d’un air et de petites bulles se trouvent a la surface du miel ;

celui-ci diffuse alors une odeur .donc ce miel ne peut plus étre commercialise (KAST, 2014).

»
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Figure 6:Miel fermenté (KAST, 2014).
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11.11 Le miel toxique

Il existe quelques miels toxiques a cause de leurs origines botaniques, le nectar de ses
plantes, sans invoquer une toxicité pour les abeilles, peut porter atteinte a la santé humaine
(MARCHENAY, 1984). et il est souvent contaminé par divers micro-organismes lors de la
récolte et de I’emballage (MAHANEEM et al ., 2010).

Selon OUDJET(2012), I’ Hydroxy-methyl-furfural (HMF) est un trés bon indice de la
qualité du miel et sa dégradation car des valeurs d’HMF supérieures a 40 mg/kg sont
révélatrices d’une perte de qualité ; en effet, plus la teneur en HMF est faible, plus la qualité

de miel s’affirme.
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I11.1 Présentation de I’antibiotique

Les antibiotiques sont définis comme des molécules qui sont capable d’inhiber la
croissance bactérienne ou méme de tuer les bactéries, sans détruire ou affecter 1’h6te (cellules
humaines dans notre propos) (HNICH, 2017). Ils sont des agents dont la toxicité sélectiveétre
issu d’un mode d’action spécifique (MANGIN, 2016).

Ces molécules sont produites par des champignons, des bactéries ou par synthése capable
d’inhiber la réplication d’une bactérie (antibiotique bactériostatique) ou de tues cette bactérie
(antibiotique bactéricide) (LAI, 2013). lls sont utilisés en médecine mais sont souvent
modifier chimiquement a I’effet qu’ils soient plus efficace et parmi eux sont entierement

synthétisés par voie chimique (BILL, 2003).

I11.2 Le spectre antibactérien

Le spectre antibactérien illustre I'ensemble des bactéries sur lesquelles I'antibiotique est
actif et permet de présager son potentiel aussi que ses limites (MANGIN, 2016).

Selon MANGIN (2016), on peut distinguer les différents spectres d’antibiotique :

0,

% Les antibiotiques a spectre large

IIs ont une efficacité sur un grand nombre de types d’agent pathogeénes, et méme,
I’antibiotique sera actif sur une grande catégorie de toutes les cocci et tous les bacilles. Ils
sont utilisés dans le cas ou la bactérie n’est pas identifiée et méme quand la pathologie peut

étre due a différents types d’agents pathogenes.

D’aprés MARTIN(2012), Dans le cas de I’identification rapide d’un agent pathogene, il est
possible de penser a employer un antibiotique a spectre large pour traiter la maladie dans le

but de gagner un temps précieux.

R/

% Les antibiotiques a spectre étroit

Dans ce cas les antibiotique ont une efficacité sur un nombre limité d'agents infectieux qui
leur permettant de cibler une pathologie en particulier.
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Tableau 10 : spectre d’action de quelques antibiotiques et d’autres médicaments
antimicrobiens (MARTIN, 2012)

Mycobactéries Bactérie Bactérie a Mycetes Protozoaires | Helminthes
Gram(-) Gram (+)
Streptomycine | Streptomycine | Pénicilline | Kétoconazole | Méfloquine | Niclosamide | Acyclovir
G (paludisme) | (cestodes)
Isoniazide Tétracycline Praziquantel
(trématodes)

111.3 Mode d’action des antibiotiques

Selon NDELI (2009), Le mode d’action des antibiotiques se résume a bouleverser le

développement bactérien ; et selon BOUGUESSA et al (2009), cette perturbation se fait au

niveau de :

e La paroi bactérienne.
e La membrane cytoplasmique.

e Le synthé des protéines.

e Le synthé des acides nucléiques.
e Et par inhibition compétitive.

Pénicillines

Figure 7 : les différents sites d’action des antibiotiques (BOUGUESSA et al., 2009).

Amino-glvcosides

Rifampine

Polymyxine B

Macrolides
chloramphénicol
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Tableau 11 : Les différents sites d’action de quelques groupes d’ATB (SHERWOOD et

al ., 2013)
Groupe Mécanisme d’action Membres Spectre
d’ATB
Inhibition de la synthése de la paroi
Inhibent les enzymes de Pénicilline G, Etroit (Gram +)
transpeptidation impliquées | Pénicilline V
dans le pontage des chaines
polysaccharidiques du
Pénicillines pept[d_c)glycane _de la paroi Amp|IC|_II|_n(_a, Large (Gram +,
bactérienne. activent les Carbénicilline
. . quelques Gram-)
enzymes lytiques de la paroi
Inhibition de la synthese protéique
Se fixent & la sous-unité Néomycine Large (Gram-)
30Sdu ribosome pour inhiber
Amino- directement la synthese
glycosides | protéique et provoquer des Stréptomycine Etroit (Gram -)
erreurs de lecture de
I’ARNm
Inhibition de la synthése de I’acide nucléique
Inhibe I’ARN polymérase Rifacilline, Infections dues a
Rifampine ADN dépendante Rifamycine mycobacteriumet
quelques Gram -
Inhibition de la membrane cytoplasmique
_ Se fixe a la membrane _ Etroit, infections dues
Polymyxine | cytoplasmique et perturbe sa | Polymyxine B a une mycobactérie
B

structure et sa perméabilité
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111.4 Classification des antibiotiques

D’apres BOUGUESSA et al (2009), 1l existe de nombreuses modalités de classification
des ATB d’utilités variables :

e Le mode d’action
e Le spectre d’activité.
e [’origine de la molécule : naturelle, synthétique ou semi synthétique.

e La structure chimique actuellement retenue pour classer les antibiotiques en familles.

Quand les antibiotiques ont une structure chimique identique, donc ils ont le méme
mécanisme d’action de ce fait ils sont classés dans la méme famille (NDELI, 2009).

Selon NDELI (2009),0n peut distinguer seize familles distinctes :

Les béta lactamines Les aminosides

Les macrolides Les quinolones

Les tétracyclines Les sulfamides

Les lincosanides Les dérivent imidazoles
Les phénicolés Les glycopeptides

Les streptogramines Les rifamycines

Les nitrofuranes Les polymyxines

Les fosfomycines L’acide fusidique

111.5 L’antibiorésistance

111.5.1 Notion de la résistance bactérienne

L’antibiorésistance n’a ni frontieres, ni barrieres d’especes en tant que bactériennes ou

animales (CHRISTIAN, 2016).

Selon LAGHA (2015), Quand la concentration d’un antibiotique n’est pas suffisamment
¢levée au niveau du site de I’infection pour inhiber la multiplication d’une bactérie ou de la

tuer, dans ce cas cette bactérie est considérée comme résistance a cet antibiotique

Il existe plusieurs causes pour lesquelles les bactéries peuvent devenir résistantes aux
antibiotiques, dont le mauvais usage cela s’explique par 1’utilisation de cet molécule pendant

une mauvaise période ou pour une mauvaises raisons ,ce qui résulte par la favorisation de la
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croissance de cette bactérie supplémentaire qui se traduit par la résistance a I’antibiotique

(WALKLEY, 1999).

% On distingue deux types de résistance bactérienne. La résistance naturelle et la

résistance acquise :
111.5.1.1 La résistance bactérienne naturelle

La résistance intrinséque est un aspect qui touche toutes les bactéries de 1’espece
considérée. Elle est stable et transmise a la descendance néanmoins elle n'est pas ou peu
souvent transmissible sur un mode horizontal (d’une bactérie a 1’autre au sein d’une méme

espece ou entre especes différentes). (HNICH, 2017).

Si ces molécules naturelles, sont synthétisées par la plupart des micro-organismes pour
remplacer d’autres micro-organismes dans un environnement donné, donc les antibiotiques
peuvent ne pas étre actives sur tous les micro-organismes. Dans ce cas on dira que ces micro-
organismes ont une résistance naturelle vis-a-vis de cette molécule. La résistance naturelle ou
intrinseque a un antibiotique donné est un caractere présent chez toutes les souches de la
méme espece (MOROH, 2013).

111.5.1.2 La résistance bactérienne acquise

A cOté de la résistance naturelle existe également des résistances acquises ; est
l'exposition secondaire d’antibiotique qui exerce une pression de Sélection. La résistance
acquise est présente chez quelque souche de la méme espéce ou du méme genre.
(COURVALIN, 2007). Le chromosome ou le plasmide de la bactérie sont les génes muté de
cette résistance. (MORELIERE, 2014).

% La résistance chromosomique

C’est un épiphénoméne rare qui résulte par mutation ; elle est due au hasard. Il n’est pas
provoqué par I’existence de 1’antibiotique. Mais la substance d’antibiotique révele la mutation
en sélectionnant les bactéries mutantes résistantes .grace a l'association d’antibiotiques On
peut la combattre facilement (DURANDD, 2014) .

% Larésistance plasmatique

L’élaboration d'enzyme plasmique est le principal mécanisme de résistance des bactéries

aux B-lactamines et aux aminosides. (NDELLI, 2009) .
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I11.6 Détermination de la sensibilité d’une bactérie a un antibiotique

Selon MUYLAERT (2012), Les antibiotiques ont une résistance, qui devenus un probléme
tres complexe nécessitant une particularité de grande précaution, de ce fait on peut distinguer

une bactérie sensible a un antibiotique par :
I11 .6.1 La concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est habituellement utilise pour évaluer I’effet d’un antibiotique. Elle peut inhiber la
croissance visible d’un germe en 24H a la plus petite concentration de la molécule
d’antibiotique dans le cas ou les bactéries ont une multiplication rapide(absence de
I’augmentation du nombre de bactéries).donc 1’effet bactériostatique est exploré par le la
CMI(HNICH, 2017).

Tableau 12 : les différents niveaux de sensibilité et leurs concentration minimale inhibitrice

(PILLY, 2018)

Souche sensible

Souche intermédiaire

Souche résistante

Dans le cas ou la CMI est
inférieure aux concentrations
de [I’antibiotique obtenues
dans 1’organisme avec des

posologies usuelles.

Lorsque la CMI voisine des
de

I’antibiotique obtenues dans

concentrations

I’organisme avec des

posologies usuelles.

Si la CMI est supérieure aux
de

’antibiotique obtenues dans

concentrations

I’organisme avec des

posologies usuelles.

111.6.2 Concentration minimale bactéricide

La CMB est capable de tuer 99,99% des bactéries d'un inoculum prédefini dans un milieu
de croissance spécifique et en conditions de culture standardisées a la plus faible
concentration. Les bactéries aérobies et aéro-anaérobies ont des conditions de culture qui
sont : une incubation de 18 a 20 heures, a pression atmosphérique et a une température qui se

situe entre 35 et 37°C (MUYLAERT ,2012).
111.7 Mécanisme de résistance

Les bactéries ont la capacité de forment des mécanismes dans le but de d’empécher I'une
ou l'autre de ces étapes, elle permettre aussi 1’émergence de résistances aux antibiotiques. .

(ZIAI, 2014).
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Ces mécanismes de résistance sont multiples, parmi ceux-ci sont forts complexes, qui ne sont

que le reflet de 1’évolution et de acclimatation du monde microbien envers les agresseurs que

sont les antibiotiques (WIESS, 2002) .
1) Diminution de Perméabilité

A l'opposé aux bactéries gram positives, dont la structure enveloppante est suffisamment
simple, ¢laborée d’une paroi externe épaisse de peptidoglycanes que les antibiotiques
traversent par simple diffusion, les bactéries gram négatives jouissent quant a elles d’une

enveloppe plus complexe et tres malaisément franchissable (MUYLAERT et al ., 2012).
2) Mécanisme d’efflux

Parmi les systémes de transport (probléme tous dépendant d’énergie)ont la capacité de
pomper vers I’extérieur, via la membrane cytoplasmique ou 1’enveloppe cellulaire, des

antibiotiques particuliers (SINGLETON, 2012).
3) Reésistance par modification de la cible

La modification de la cible d’un antibiotique se fait par plusieurs différents
mécanismes. Tout d’abord, une perte d’affinité dans le complexe cible-antibiotique qui est
entériné par une modification structurelle de la cible, donc I’antibiotique ne peut pas se

fixer correctement a sa cible qui conduit a une action limitée (BATTRAUD, 2017).
4) Résistance par dégradation antibiotique :

Un enzyme qui synthétiser par la bactérie va modifier I’antibiotique le rendant
inefficace. Fréquemment il s’agit de modification entrainant une altération de
conformation du médicament qui ne reconnait plus ou ne peut alors plus se fixer sur son
site d’action. (BATTRAUD, 2017).

111.8  Corrélation entre concentration d’antibiotiques et résistance

bactériennes

L'usage intensif des antibiotiques conduit a I'évolution de souche bactériennes résistantes
aux antibiotiques (BILL, 2003) .
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Selon MULLER (2017), Plusieurs études ont révélé que la corrélation entre niveau de
résistance et consommation antibiotique, la résistance bactérienne a un antibiotique

grandissant avec la consommation de celui- ci.

Il excite plusieurs conséquences de la résistance aux antibiotiques :

e Une durée d’hospitalisation prolongée.

e Une hausse de la mortalité.

e Une augmentation des dépenses en santé.

e Un risque accru d’effets indésirables li¢é au recours a plusieurs et/ou anciens

antibiotiques.

e Des impasses thérapeutiques (KORPELA et al ., 2016).

I11.9 Intérét de I’étude de la résistance aux antibiotiques

D’apres BOUGUESSA et al (2009), L’intérét de 1’étude de la résistance aux ATB est

multiple comme sont expliquer dans le tableau ci- dessous :

Tableau 13 : Etude des différents types de résistances et leurs intéréts (BOUGUESSA et

al., 2009)

Types de résistance étudiée

Intéréts

Clinique

Cette étude permet d’éviter les échecs au

traitement

Microbiologique

Elle a un intérét dans la connaissance des
mécanismes de résistance aux antibiotiques
guide vers un meilleur choix afin d’éviter de

sélectionner des résistances.

Epidémiologique

Dans ce cas elle Permet de disposer les
données statistiques sur les résistances, ce
qui permettra d’adapter le traitement
antibiotiqgue a la bactérie responsable de

I’infection.
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111.10 Antibiogramme

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

déterminées (EUZEBY, 2001).

L’antibiogramme permet de déterminer la sensibilité et la résistance aux antibiotiques d’une

bactérie isolée dans un prélévement, et supposée étre a I’origine d’un processus infectieux.

Ce test de sensibilité a pour but de prédire la sensibilit¢é d’un germe a un ou plusieurs
antibiotiques dans une optique essentiellement thérapeutique. (HNICH, 2017). Et de
déterminer la concentration minimale inhibitrice d’une souche bactérienne vis-a-vis des divers

antibiotiques (EUZEBY, 2001).
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1. Lieu et durée du travail

Notre expérimentation s’est déroulée du 18 février au 11 avril dans les laboratoires de
microbiologie a I’institut des sciences Veétérinaires et au laboratoire de biochimie de la faculté

des sciences de la nature et de la vie.
2. Objectifs de travail

%+ Estimer ’effet antimicrobien des trois variétés de miels sans et avec 1’antibiotique

vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa.
% Evaluer quelques parametres physico-chimiques de trois variétés du miel Algérien.
¢+ Déterminer I’effet additif entre miels et antibiotiques.

3. Techniques et méthodes expérimentales

3.1 Le matériel biologique utilisé

3.1.1 Le Miel

Pour réaliser ce travail, nous avons testé ’effet de trois variétés de miels, provenant de
différentes origines florales et collectés de différentes régions d’Algérie, cela est illustré dans

le tableau 14

Tableau 14 : Renseignement général sur les trois substances testées.

Type des Date de récolte | Origine géographique Origine florales
miels

Euphorbe 2018 El Bayadh Mono floral

Multi floral 2018 Tiaret Multi floral
Thym 2018 Tissemsilt Mono floral
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Figure 8 : Miel d"Euphorbe ﬁéure 9 : Miel de Muiti floral | figure 10 : Mie! du Thym
d’Elbayadh de Tiaret de Tissemsilt

3.1.2 La souche bactérienne

La souche utilisée dans ce travail est Pseudomonas aeruginosa isolat d’origine humaine isolat
(urinaire) identifiée et isolée au niveau du laboratoire de microbiologie des sciences

vétérinaires de l'université d'lbn khaldoun a Tiaret.

Figurell : 1solat Humain de Pseudomonas aeruginosa.
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3.1.2.1 Identification de la bactérie

a. Prélévement

1-La souche a été isolée et identifiée au niveau du laboratoire de microbiologie de I’institut

vétérinaire de Tiaret. L isolat & partir d’une infection urinaire chez I’étre humain.

2-La souche de la chauve-souris a été isolée a partir de la matiére fécale dans la zone de

Tlemcen. Identifiée au laboratoire de microbiologie de Tiaret.
b. Repiquage

Le repiquage de Pseudomonas aeruginasa a été fait sur les milieux de culture King A et la

gélose ordinaire.
c. ldentification macroscopique

Sur le milieu de culture King A, Pseudomonas aeruginasa se caractérise par la production
d’un pigment de couleur bleu vert (pyocyanique), I’odeur aromatique, les colonies sont tres

réduites avec un reflet métallique.

Sur le milieu de culture gélose nutritive les colonies sont caractéristiques par rapport au King
A.

3.1.3 Les antibiotiques
La sensibilité des souches a été testé sur cing antibiotiques humains qui sont :

e Amoxicilline-Acide clavulanique (1g/125mg)(Augmentin).

e BenzathineBenzylpeénicilline 1.2M.Ul(Molécule/unité internationale) (Extencine).
e Amoxicilline 1g(Amoxypen).

e Cefezoline 1g(Cefazal).

e Ampicilline 1g (Ampiline).
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Figure 12 : Les différents antibiotiques utilisés

4. Matériel utilisés

Le matériel et les produits de laboratoire de notre expérience sont indiqués dans le tableau

15.

Tableau 15 : Les déférents matériels utilisés pour la réalisation du travail.

Appareillage

Conductimetre
Balance analytique, électronique
Agitateur magnétique
PH-metre
Pycnométre

Bain marie
Spectrophotometre
Vortex

Micro-onde
Autoclave
Thermometre

Plaque chauffante
Dessiccateur

Etuve

Bec bunsen,
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Verrerie

Burettes graduées
Boites de pétri
Tubes a essai
Bechers

Fioles jaugées
Eprouvette graduelle
Creusets

Cuves

Autre matériel

Ecouvillons
Spatule

Pipette de pasteur
Seringue

Pince

Produits et réactifs

L’eau distillée

L’eau physiologie
Phénolphtaléine

Chlorure de potassium (KCL)
Hydroxyde de sodium (NaOH)

Milieu de culture

Gélose Muller Hinton
Milieu King A

5. Méthode

5.1Protocole expérimental

Notre protocole expérimental repose sur les étapes suivantes :

¢ Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

¢ Etude physico-chimique

Le présenté dans le diagramme suivant :
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‘ Détermination de la CMI ﬂ

De trois variétés Des ATB Comblnalson
miels miel + ATB
v \4
\ 4 Y
Y Différentes
Les différentes Différentes .
i concentrations concentrations
concentr_atlons TATR & ATB et micls
de miels
Solution |
homogéne |
Préparation de la suspension
— bactérienne dans un milieu Nl
v liquide
Standardisations
aTOetaT1 apres
24H d’incubation Repiquages ]

Préparation de la suspension bactérienne dans
un milieu solide

A 4
Mise en culture de Pseudomonas.aeruginosa

\ 4

Méthode de puits

A 4

Incubation pendant 24H/37°C

mmétres physico-chimiques du miels 1

A 4 A 4 \ 4 \ 4 A 4

Densité PH C(,)ndut?tlwte Teneur en Acidité
électrique eau

Figure 13 : protocole expérimental
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5.2 Meéthodes physico-chimiques

5.2.1 Détermination de la densite

La densité est déterminée selon la méthode suivante : Un pycnometre de 10 ml est pesé vide
et aprés avoir été rempli de miel jusqu’au trait de jauge, ainsi que pour 1’eau distillée La
densité est obtenue en divisant la masse volumique du miel a celle de I’eau distillée dans les

mémes conditions (BOGDANOV et al., 1995).

Elle est calculée selon la formule ci-dessous :

Densité = [(M1-MO0) / V] / [(M2-MO0) / V]

ou:

M2: masse de pycnométre rempli d’eau distillée (g).
M1: masse de pycnomeétre rempli de miel (g).
MO: masse de pycnomeétre vide (Q).

V : volume de pycnometre (ml).

Tableau 16 : Tableau des paramétres du dosage de la densité de trois variétés du miel.

TYPES DE
MIELS MO (g) ML (g) M2 (g) v (m)
Euphorbe 26,2537 61,2696 51,5509
Multi florale 26,2537 62,8200 51,5509 25
Thym 26,2537 62,4072 51,5509
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5.2.2 Détermination de pH
Le pH est mesuré a 20 °C sur une solution a 10 % (p/v) dans de I’eau distillée a 1’aide d’un

pH- métre (BOGDANOV, 2002).

L'électrode a été calibrée en utilisant des solutions tampon de pH 7 et 4(Gomes et al., 2010).
Mode opératoire
D’aprés HALIMI (2018), la mesure a été réalisée selon les étapes suivantes :

> Le miel est mis en solution a 10% dans 1’cau distillée.
» Par la suite, la pointe de I’¢électrode est plongée dans le liquide et la valeur du pH
s’affiche au potentiométre, au centieme d’unité.

> Le pH metre doit étre étalonné avant son utilisation avec des solutions tampons.
5.2.3 Détermination de la Conductivité électrique

D’apres LEO et al (2011), la Conductivité électrique a été déterminé a 20°C en utilisant un

conductimeétre selon les étapes suivantes :
e 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 (KCL 0.1N) dans un bécher, rincez la cellule
puis la prolongez par la méme solution, lisez la conductivité a la température de 20°C ,

appliquez la formule suivante :

EK=11,691 =1/g

K : la constante de la cellule

g : la Conductivité électrique de la solution KCL
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e La masse de miel est pesée de la maniere suivante

5=100
M=

NS

MS: étant la matiere séche du miel (g)

M : étant la masse du miel (g)

Tableau 17 : Les différentes masses de la matiére séche (MS) de trois variétés du miel.

Types de miels MS ()
Euphorbe 4,4621
Multi florale 4,3461
Thym 4,4473

Le miel de masse (M) a été dissous dans quelques ml d’eau distillé, 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 I’eau distillée, électrodes 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 par la formule suivante :

CE= K=

CE : conductivité électrique du miel exprimée (ms.Cm-1)
K : constante de la cellule

G : conductance de la cellule (ms/cm)
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5.2.4 Détermination de la teneur en eau
a. Principe

La teneur en eau est mesurés en déterminant la perte de poids de I’échantillon aprés leur
séchage dans 1’étuve (WROLSTAD et al., 2005).

b. Mode opératoire

Dans des creusets préalablement pesés et taré ; 5g du produit frais ont été ajoutés puis ces
creusets ont été placés dans 1’étuve a 105C° .Aprées 3heures de séchage, les creusets ont été
retirés, placés dans un dessiccateur et pesés apres refroidissement. L’opération a été répété

plusieurs fois jusqu’a I’obtention d’un poids constant (AOAC, 2000).

Tableau 18 : Les parameétres du calcul de la teneur en eau de trois variétés du miel.

Types de miels PO (9) P1 (g) P2 (9)
Euphorbe 96,9219 50,692
Multi florale 5 137,2069 70,7765
Thym 137,4487 70,9480

c. expression des resultats

La teneur en eau est calculée par la formule donnée par (AOAC, 2000)

TE= [P1-P2 /P0] x 100

Dont :
TE : teneur en eau (%)
PO : poids de la pris d’essai (g)

P1: poids du creuset plus I’échantillon avant 1’étuvage (g)
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P2 : poids du creuset plus 1’échantillon aprés 1’étuvage (g)

5.2.5 Détermination de L’acidité

a. Principe

D’aprées GUIRAUD(1998), I’acidité peut étre titrée de fagon précise a 1’aide de soude

(N/9).En présence de phénolphtaléine comme indicateur.

b. Mode opératoire

>

Y V V V

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

Puis ajouter deux a trois gouttes de phénolphtaléine,

Remplir la burette graduée par le NaOH (N/9)

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

Noter le volume du NaOH versé.

Tableau 19 : Les différents volumes de NaOH versé.

Types de miels V1 (ml)
Euphorbe 0,3
Multi florale 0,3
Thym 0,25

¢. Mode de calcul

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

Ou:

A=10(v1 /v0)

A : Pacidité titrable de 1’échantillon en g/I.

VO : volume en ml de la prise d’essai.

V1 : volume de NaOH versé en mi
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5.3 Effet antibactérien de miels.
5.3.1 Les dilution du miel

Pour connaitre Ieffet antibactérien de miels, nous avons préparé des différentes
concentrations pour les trois variétés du miel, dans le but d’évaluer I’inhibition de chaque
concentration de chaque miel sur la croissance de Pseudomonas aeruginosa. .Ces séries de

dilutions ont été préparé instantanément dans 1’eau distillé.

Tableau 20 : Les différentes concentrations de chaque variété de miel.

Types de miels Concentrations (%)
Euphorbe
Multi florale 20 40 60 80 90 pure
Thym

5.3.2 Préparation de I'inoculum standard des souches

A partir d'une culture pure de 24h sur milieux d'isolement King A .Racler a l'aide d'une anse
de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Décharger lI'anse dans
5310 ml d'eau physiologique stérile a 0,9%, bien homogénéiser la suspension bactérienne,
opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc Farland ou a une densité optique de 0,08a 0,13 lue a
625 nm. L'ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de
I'inoculum (SOUSSY et al., 2010).

5.3.3 Méthode des puits de diffusion
a. Principe

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 [(PEREZ et al., 1990) ;
(PARENTE et al., 1995)].

On outre, elle consiste a découper un tronc circulaire vertical dans la gélose et d'y verser une
solution, cette derniére ce diffuse de facon radiale en donnant une zone d'inhibition claire et
facilement (MEDA et al., 2005).
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b. Mode opératoire

Des puits eéquidistants sont creusés a I’aide d’une pipette pasteur flambée et refroidie, pour les
remplir par les solutions a testés et I'un des puits est considéré comme témoin car il est rempli

par I’eau distillé .
c. La lecture

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

(ELSHAER et GHANEN, 1996).
La lecture a été faite par la mesure des diametres de la zone d’inhibitions autour des puits

Les résultats peuvent étre symbolisés par des signes d’aprés la sensibilité de la souche vis-a-
vis des extraits (PONCE et al., 2003).

> Non sensible (-) ou résistante : diametres < 8 mm
» Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm
> Trés sensible (++) : diametre compris entre 15a 19 mm

» Entraiment sensible (+++) : diamétre >20 mm
5 .3.4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est le parametre le plus souvent utilisé pour
¢valuer I’effet d’un antibiotique. Elle correspond a la plus petite concentration d’antibiotique
qui inhibe la croissance visible du germe en 24H pour les bactéries a multiplication rapide
(absence de 1’augmentation du nombre de bactéries). La CMI explore donc [’effet
bactériostatique seulement, ce qui n’est pas limitatif sachant qu’en bactériologie clinique, le
but le plus souvent recherché est 1’inhibition de la prolifération bactérienne, dans la mesure ou
I’organisme, via son systeme inflammatoire et immunitaire, est capable de se défendre contre

les bactéries (HNICH, 2017).
La détermination de la CMI se fait par deux techniques
e Sur un milieu solide

Dans des boite de pétrie coulé par Muller Hinton (MH) et ensemencée avec un inoculum de la

souche, on met des puits a l'aide d'une pipette pasteur ; ces derniers sont remplis par des
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dilutions du miel seul ou additionnées aux antibiotique. Apres incubation de 24h a 37 °C on

mesurer la CMI.

Sur un milieu liquide

dilution des antibiotiques dans les tubes
Préparation de I'inoculum dans un flacon de 25 ml de bouillon MH

Ensemencement de chaque tube (solution homogene)

YV V V VY

Par I’appareil de spectrophotométrie réglée a 625 on met un cuve de MH seul dans la
chambre, éliminé la valeur, aprés on met chaque solution homogene et marqué ses
valeurs (TO)

» Les mémes techniques a suivre apres Incubation de 24h (T1).

La lecture

La lecture des résultats se fait visuellement par 1’observation de la croissance ou de

I’inhibition de la croissance des bactéries.
6. Evaluation de I’effet antibactérien entre miel /antibiotiques

La méthode utilisée pour évaluer I’activité antibactérienne de 1’association miel/ATB
est celle de diffusion sur milieu solide préconisee par (HALAWANI ,(2009) ; MANDAL ET
AL., (2010) ; TOROGLU ,(2011).

Mode opératoire

> Préparation des différentes dilutions de miel (Euphorbe, Thym) et d’ATB qui sont
amenée par la détermination de la CMI.

» La préparation de I’inoculum de P.aeruginosa.

» La mise en culture de I’inoculum dans les boites de pétries coulé par le MH.

» L’association des différentes dilutions de miels avec les concentrations des

antibiotiques (AMOX, AMP, AXT, AUG, CEF).

e Dans le cas de miel d’euphorbe on a les trois concentrations : 20%,10% et 5%, on
explique cette association d’Euphorbe avec un seul antibiotique qui est AMOX,
présenté dans la figurel5. On applique la méme technique pour les restes
concentration d’ATB (AMP, AUG, EXT, CEF).
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e Dans le cas de miel de Thym on a obtenu ces trois concentrations : 30%,15%,
7,5%.0n applique la méme technique d’association pour les différentes

concentrations des cing antibiotiques

Les différentes concentrations du Miel
de I’euphorbe

/
10% 59,

et AMOX tn)

i

/b AR

[oos | [0 |[oor | [oos ][00z ] [oor | [004] 002 | [o0r |
[ Mise en culture }

0.04 0.02 0.01

Figure 14 : protocole de combinaison entre miel/antibiotique
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1. Résultats

Le miel a usage médical doit évidemment répondre aux normes de qualité physico- chimiques

mais aussi a des normes de qualités bactériologiques.
1.1 Analyses physico-chimiques

Nous présentons dans le tableau suivant les résultatsd’analyses physico-chimiques pour les

trois variétés de miels :

Tableau 21 : Résultats des analyses physico-chimiques pour les trois échantillons du miel.

Parameétres Euphorbe Multi florale Thym
Densité (g/cm®) 1,38 1,44 1,42
pH 3,57 3,55 3,50
Conductivité électrique (mS/cm) 0,047 0,0752 0,0282
Teneur en eau (%) 10,76 13,08 11,05
Acidité (meq /kg) 3 3 2,5

Dans ce tableau, la densité du miel Euphorbe est la plus faible 1,38 ; le Multi floral a la plus

grande valeur 1,44 suivi par le miel du thym avec une valeur de 1,42

Le pH des trois variétés sont presque identique pour Euphorbe, Multi floral et le Thym 3,57 ;

3,55 ; 3,50 consécutivement.

La Conductivité électrique du miel d’Euphorbe est 0,047 ; le Multi floral est 0,0752 qui
représentent la plus grande valeur et par contre la plus faible est montrée par le miel de

Thym qui égale 0,0282.

La teneur en eau du miel d’Euphorbe est la plus faible 10,76 ; le Multi floral a la plus grande

valeur 13,08 et concernant le miel du Thym a une valeur de 11,05.

L’acidité du miel d’Euphorbe et Multi floral sont identiques avec une valeur de 3 par contre le

miel de Thym a une valeur inferieur a celle des deux miels qui égale a 2,5
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+«» Les résultats des parametres physico-chimiques des trois variétés de miels analysées
sont regroupés dans les figures suivantes :

1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Densité (g/cm?)

Densite
THYM
MULTI FLORALE
B EUPHORBE
M1 M2 M3
Echantillons de miels

Figure 15 : Répartitionde la densité des miels Euphorbe, Multi floral et Thym

0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

conductivité électrique (mS/cm)

Conductivité électrique

THYM

MULTI FLORALE

B EUPHORBE

M1

M2 M3
Echantillons de miels

Figure 16 : Distribution de la conductivité électrique des mielsEuphorbe, Multi

floral et Thym
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Figure 17 : Répartition de la teneur en eau des mielsEuphorbe, Multi floral et Thym

3,5

2,5

1,5

Acidité (meg/kg)

0,5

Acidité

B THYM

MULTI FLORALE

m EUPHORBE

M1

M2 M3

Echantillons de miels

Figure 18 : Distribution des valeurs de I’acidité des mielsEuphorbe, Multi floral et

Thym
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1.2 ldentification de la souche

a. ldentification macroscopique

Pseudomonas aeruginosa, se caractérise par 1’apparition de colonies tres réduites sur milieu
de King A, colorés en bleu, dégagent une odeur aromatique.

b. Identification microscopique

» Frottis frais :
Peudomonas aeruginosa est mobile ce qui implique une bactérie pourvue de flagelles .
» Coloration de Gram :

Pseudomonas aeruginasa bacille a Gram négatif, apparait sous microscope, colorés en
rose, cette coloration est due a la fuschine, c'est-a-dire que le bacille n’a pas retenu le
cristal violet.

Figure 19 : Coloration de Gram de Pseudomonas aeruginosa(TODAR, 2004)
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1.3 Détermination deconcentration minimale inhibitrice

CMI correspond a la concentration en agent antimicrobien pour laquelle on n’observe pas de
croissance visible (PERRY et al., 2004) .

1.3.1 Détermination de la CMI du miel seul

Tableau22 : Concentration minimale inhibitrice du miel Euphorbe vis-a-vis Pseudomonas
aeruginosa isolat Humain et chauve-souris

Euphorbe
Concentrations (%) P.a Humain P.a chauve-souris
20 8mm N.D
40 9mm N.D
60 10mm N.D
80 11mm N.D

(N.D) : non déterminé

Y vt

P. aeruginosa P. aeruginosa
Humain chauve-souris

Figure 20 : Concentration minimale inhibitrice du miel euphorbe vis-a-vis aux deux

Souches de Pseudomonas aeruginosa isolat Humain et chauve-souris
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La concentration minimale inhibitrice du miel Euphorbe est variable vis-a-vis des souches de

Pseudomonas aeruginosa :
» Pour la souche humaine : le miel donne une activité dans les quatre concentrations ;

20% = 8mm ; 40% = 9mm ; 60%=10mm ; 80%=11mm.

Dans ce cas la CMI est de 40%.

» Pour la souche chauve-souris : ce miel est inactif, ne donne aucune zone

d’inhibition.

Tableau23 : Concentration minimale inhibitrice du miel Multi floral en Muller Hinton

vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa.

Multi floral
Concentrations (%) P.a Humain P.a chauve-souris
20 N.D N.D
40 N.D N.D
60 N.D N.D
80 N.D N.D

(N.D) : non déterminé

P. aeruginosa
Humain

Figure 21 : Concentration minimale inhibitrice du miel Multi floral vis-a-vis aux deux

P. aeruginosa chauve-
souris

souches de Pseudomonas aeruginosa isolat Humain et chauve-souris
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» Ce miel est inactif, ne donne aucune zone d’inhibition envers nos souches testées.

Tableur 24 : Concentration minimale inhibitrice du miel Thym en Muller Hinton vis-a-

vis de Pseudomonas aeruginosa.

Thym
Concentrations (%) P.a Humain P.a chauve-souris
20 N.D N.D
40 7mm N.D
60 14mm N.D
80 16mm N.D

(N.D) : non déterminé

P.a chauve-souris

Figure 22 : Concentration minimale inhibitrice du miel Thym vis-a-vis aux deux souches

de Pseudomonas aeruginosa isolat Humain et chauve-souris

> Pour la souche humaine : le miel donne une activité dans les trois concentrations ;

40% = 7mm ; 60%=14mm ; 80%=16mm.

Dans ce cas la CMI est de 60%.

» Pour la souche chauve-souris : ce miel est inactif, ne donne aucune zone

d’inhibition.
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Tableau 25 : Concentration minimale inhibitrice de trois variétés de miel vis-a-vis de

Pseudomonas aeruginosa.

Type de miels P.a Humain P.a chauve-souris
90% 100% 90% 100%
Euphorbe 15mm 17 mm 12mm 16mm
Multi floral N.D 11 mm N.D N.D
Thym 14mm 17mm 13mm 14mm

(N.D) : non déterminé

P.a Humain P.a chauve-souris P.a chauve-souris

P.a Humain

Figure 23 : Concentration minimale inhibitrice de trois variétés de miel pure et dilués a

90% vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa isolat Humain et chauve-souris
1.3.2 Détermination de la CMI d’antibiotique

> Evaluation de la croissance de la souche Humaine dans le bouillon nutritif Muller-
Hinton par la standardisation avec une lecture :
TO : lecture instantanément.

T1: lecture apreés 24h d’incubation.

Tableau 26 : Standardisation Pseudomonas aeruginosa en bouillon Muller -

Hinton.
Standardisation TO T1
P.aeruginosa en bouillon 0.10 1.38
MH isolat Humain
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» Les résultats obtenus dans le tableau 27 permettent de déterminer 1’aptitude des
différentes concentrations d’antibiotiques pour inhiber la croissance de Pseudomonas

aeruginosa d’isolat Humain dans bouillon Muller- Hinton.

Tableau 27 : La densité optique des cing antibiotiques.

P. aeruginosa Humain

ATB T0 T1
AMOX : 0.169 0.12 0.10
0.08g 0.13 0.12
0.04g 0.14 0.90
AMP :0.02¢g 0.08 0.18
0.04g 0.08 0.73
0.08g 0.09 0.97
0.16g 0.09 1.17
EXT :0.029 1.88 2.00
0.04g 1.04 1.65
0.08g 0.25 1.45
0.16g 0.14 1.37
CEF : 0.169 0.13 0.12
0.08g 0.14 0.57
0.04g 0.14 0.82
AUG : 0.169 2.03 2.02
0.08g 2.00 1.96
0.04g 1.80 1.35

Les mesures de la densité optique nous permettons de calculé CMI de chague antibiotiques :

La concentration minimale inhibitrice d’Amoxicilline 1g et Augmantin 1g : (Amoxicilline-

Acide clavulanique) est de 0.08 g/I

e La concentration minimale inhibitrice d’Ampicillinelg,Extencinel.2M.UI
(BenzathineBenzylpénicilline) est de 0.02 g/l

e La concentration minimale inhibitrice de Cefazoline 1g est de 0.16 g/l
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1..3 Détermination de la CMI du miel additionné aux antibiotiques

Tableau 28 : L’effet antibactérien des déférentes concentrations de miel d’Euphorbe
combiné avec des concentrations d’antibiotique.

Euphorbe
CMIJd’ATB CMI de miel
20% 10% 5%
0.04 16mm 22mm 11mm
0.02 12mm 11mm 9 mm
AUG 0.01 N.D N.D 13 mm
0.01 N.D N.D N.D
AMP 0.005 N.D N.D N.D
0.0025 N.D N.D N.D
0.01 N.D N.D N.D
EXT 0.005 N.D N.D N.D
0.0025 N.D N.D N.D
0.08 N.D N.D N.D
CEF 0.04 N.D N.D N.D
0.02 N.D N.D N.D
0.04 N.D N.D N.D
AMOX 0.02 N.D N.D N.D
0.01 N.D N.D N.D

Figure 24 : Concentration minimale inhibitricedes déférentes concentrations du miel
d’euphorbe combinée avec des concentrations d’AUG.
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Tableau 29 : L effet antibactérien des déférentes concentrations du miel de Thym combiné
avec des concentrations d’antibiotique.

Thym
CMIJd’ATB CMI de miel
30% 15% 7.5%
0.04 14mm 14mm 16mm
0.02 N.D N.D N.D
AUG 0.01 N.D N.D N.D
0.01 N.D 19mm N.D
AMP 0.005 N.D N.D N.D
0.0025 N.D N.D N.D
0.04 18mm 21mm N.D
AMOX 0.02 15mm 17mm N.D
0.01 16mm 15mm N.D
0.08 N.D N.D N.D
CEF 0.04 N.D N.D N.D
0.02 N.D N.D N.D
0.01 N.D N.D N.D
EXT 0.005 N.D N.D N.D
0.0025 N.D N.D N.D

: ./_

/4 \
@ @

Figure 25 : Concentration minimale inhibitrice des déférentes concentrations de thym
combinée avec des concentrations d’AMOX.
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Figure 26 : Concentration minimale inhibitrice des déférentes concentrations de thym
combinée avec des concentrations d’AMP et AUG.

Le FIC index est calculé selon cette formule:
FIC du miel= MIC du miel encombinaison/MIC du miel seul.
FIC d’antibiotique = MIC d’antibiotique encombinaison/ MIC d’antibiotique seul.

FIC index = FIC du miel+ FIC d’antibiotique. Quand la valeur FIC index est inférieur a 0,5
indique une synergie, 0,5-0,75 indique une synergie partielle, 0,76-1 indique un effet additif,
et >2 indique un antagonisme. (WHITE et al ., 1996;AL-ANI et al ., 2015).

FIC index (Augmantin/miel Euphorbe)= 0,25.
FIC index (Augmantin/miel du thym)=0,25.
FIC index (Ampicilline /miel du Thym)=0,525.
FIC index (Amoxicilline/Miel du thym)=0,15.

Nous remarquons que le FIC index des combinaison suivantes (Augmentin/miel Euphorbe)
(Augmantin/miel du thym)(amoxicilline/miel du thym) est de 0,25 ; 0,25 ;0,15 respectivement

sont inférieur & ,.5 ; On dit que cette combinaison est une synergie.

Alors que, Le FIC index(Ampicilline/miel du thym) est de 0,525 ; On dit que c’est une

synergie partielle.
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2. Discussion
2.1 analyse physico-chimique

2.1.1 Détermination de la densité

Les résultats de la densité des échantillons de miel analysés varient entre 1,38 a 1,44

g/cmavec une moyenne de 1,41 g/cm®a20°C.

Nos résultats sont en accords avec les normes de codex alimentarius (annexe 1),qui montrent
que la densité varie de 1,39 a 1,44 ; une exception est révélée pour le miel Euphorbe qui
représente la faible valeur (1,38 g/cm®), ceci peut étre expliqué par sa faible teneur en eau.

Egalement nos résultats sont identiques avec les travaux de DOUKANI et al (2014) sur la
caractérisation physico-chimique de quelque types de miels algériens, montrent que la densité

varie de 1.405 & 1.442 g/cm? sauf le cas du miel Euphorbe.

Aussi D’aprés (OUCHEMOUKH, 2003; JEAN-PROST et LE CONTE, 2005), la densité
du miel est comprise entre 1,14 et 1,435 g/cm® & 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 grandes
(CHAUVIN, 1968 ; PROSTE, 1987).

Selon PIERRE et LE CONTE (2005),Le poids spécifique est en fonction principalement de
la teneur en eau. Un miel récolté trop t6t extrait dans un local humide ou abandonné

longtemps dans un maturateur contient trop d’eau
Un miel récolté prématurément, moins mur aura une densité plus faible(DARRIGOL,1979).

LOUVAUX(1985) et PROST(1987), indiquent que la variation de la densité du miel
provient 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 (MAKHLOUFI, 2001).
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2.1.2 Deétermination du pH

Le pH ou le potentiel d’hydrogene est la mesure du coefficient caractérisant 1’aciditéd’un
milieu, il représente la concentration des ions H+d une solution (NAIR, 2014). Un
pHextréme révele une dégradation biochimique du miel, suite & de mauvaises conditions de sa
récolte ou de conservation (YAICHEetal., 2014).

Dans nos résultats, le pH des trois variétés de miels a été entre 3,5et 3,57 avec une moyenne
de 3.535 a 20°C. Donc tous les miels analysés se sont avérés acide, en raison a la présence
d'acides organiques qui contribuent a sa saveur et sa stabilité contre la détérioration
microbienne (IBRAHIM et al ., 2012) .

MBOGNING et al(2011) ,ont montré queL’acidité du miel est due a un grand nombre
d’acides organiques qu’il contient, tels que les acides gluconiques, pyruviques, maliques et

citriques, et en éléments minéraux (CAVI1Aetal., 2007).

Ces valeurs ont été confirmé par (AZEREDO et al., 2003 ; SAXENA et al.,2010)qui ont
signaléquetous les miels Algériens étaient de nature acide, avec un pH généralement compris
entre 3.5 et 5.5 (BOGDANOV et al ., 2004 ;ACHOURI et al ., 2015)

Par contre le résultat du pH de miels étudiés est en désaccord avec les résultats de
DOUKANI et al (2014),qui expriment que le pH du miel algérien varie entre3, 7 et 4,05 ;

ceci peut étre expliqué par la zone géographique, le mode de récolte et le stockage.

D’autre part, ces résultats peuvent nous donnes une idée sur 1’origine floral de ces

échantillons, du fait que la norme indique que :

% Le pH du miel de nectar varie entre 3.5a4.5
% Le pH du miel de miellat varie entre 5 a 5.5 (BOGDANOV et al., 2001)

Le pH du miel suffisamment bas pour inhiberla croissance de nombreuses especes de
bactéries (MALIKA et al., 2005)

De nombreuses étudesont mis en évidence la relation entre ’activité de la gluco-oxydase
et le pH du miel ; plus la gluco-oxydase est opérationnelle (miel dilué) plus le pH du miel
est faible (acide)(HOYET, 2005). L’effet antimicrobien du miel peut étre dd a son
acidité. Ce milieu acide est défavorable au développement decertaines bactéries

pathogeénes telles que Pseudomonas aeruginosa (KOECHLER, 2015).
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2.1.3 Détermination de la Teneur en eau

Les valeurs de la Teneur en eau de miels dans notre expérimentation varies entre 10.76 a
13.08 ; qui sont inférieures aux résultats de étude menée par (MANIKIS et
THRASIVOULOU, 2001).

La teneur en eau est un facteur hautement important car il permet 1’estimation du degré de
maturité des miels et peut renseigner sur la stabilité contre la fermentation et la cristallisation
au cours de stockage; donc elle conditionne la conservation du produit (DE RODRIGUEZ et
al., 2004;KUCUKGet al., 2007).

La variation de I'humidité du miel peut s'expliquer par la composition, l'origine florale, la
force des colonies d’abeille, la méthode de récolte, ainsi que les conditions hygrométriques
de la ruche (OUCHEMOUKH, 2012 ; DOUKANIetal., 2014).Elledépend aussi de la saison
de récolte et les facteurs climatiques (ZERROUK et al., 2011).

Selon CHOUIA (2014),explique que le miel est une solution saturé de sucre avec une faible
activité de I'eau, ce qui empéche la croissance des bactéries et les levures.

Selon (GUO et al., 2010 ;AMRI 2010), Les risques de fermentation d’un miel sont trés
élevés dans le cas ou sa teneur en eau est supérieure a19%, la fermentation devient rare dans

les miels ayant une teneur en eau inférieur a 19%c’est le cas de tous nos échantillons.
2.1.4 Détermination de la conductivité électrique

les valeurs de nos résultat sur la conductivité électrique sont comprises entre 0.0282 et 0.0752
mS / cm avec une moyenne de 0.0517 mS / cm .Qui sont faibles par rapport aux recherches

algériennes suivantes :

Dans le travail de HALIMI (2018)qui est menésur 62 miels Algériens réparties sur les cing
Wilayas : Béchar, Biskra, Ghardaia, Laghouat et Nadma a montré que les valeurs de la
conductivité électrique varient de 0.25 et 0.597 mS/cm. Par contre, REBIAI et al (2015)ont
trouvésur les cing miels du sud algérien des valeurs entre 0.281 et 0.972 mS/cm. Cependant
CHEFROUR (2008) a trouvé une grande variation de la conductivité électrique des miels
I’Est examinés de 0.021 a 2.72 mS/cm.

Cette différence a été soulignée aussi par TERRAB et al (2003), qui peut étre expliquer par le

changement des conditions climatiques et le sol en Afrique du Nord.
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La conductivité électrique représente un bon critére pour ladéterminationdel’origine botanique
du miel.Ce parametre et tres utilisé dans la classification des miels mono floraux. En général,
les miels de nectar présentent des valeurs inférieures a 0,8 mS/cm. Des valeurs plus élevées
sont généralement associées aux miels de miellat ou auxmélanges de nectar et de miellat
(MEKIOUS et al., 2015) ;elle permet de mesurer ’ensemble des substances organiques et
inorganiques ionisables [(PIZZA et al .,1991) ;(SANCHO et al .,1991)].

Cette mesure dépend de la teneuren minéraux du miel; plus elleestélevée, plus la conductivité
électriquecorrespondante est élevée et il existe une relation linéaire entre ces grandeurs de
mesures (ACQUARONE et al., 2007).

La teneur en matiéres minérales (cendres) est en général faible. On y trouve dans I'ordre
d'importance, du potassium, du calcium, du sodium, du magnésium, du cuivre, du manganése,
du chlore, du phosphore, du soufre et du silicium, ainsi que plus de trente oligo-éléments
(BONTE et DESMOULIERE, 2013).

La Conductivité électrique exprime 1’aptitude de la solution aqueuse a conduire un courant
électrique (AMELLAL, 2008)

Les miels de saisons seches sont plus concentrés en sel minéraux que ceux de saison de
Pluies. En saison séche la solution du sol semble étre plus concentré(MBOGNING et al.,
2011).

D’autre part elle est en rapport avec sa couleur (KASKONIENE et al., 2010) . Les miels
foncés conduisent mieux le courant électrique que les miels clairs car ils sont plus riches en
matiéres minérales (GONNET, 1982).

2.1.5 Détermination de ’acidité

Nos échantillons ont une acidité libre qui varie entre 2,5 et 3 meq /kg.Bien qu’il existe des
déférences d’un échantillon a un autre, les valeurs déterminées ne dépassent pas la limite
d’acidité libre de 50 meq /kg .

En analysant les résultats expérimentaux obtenus, on peut remarquer des différences entre les
échantillons. Ces différences sont déterminées tant que par la région géographique, que par
I'origine florale (TERRAB et al., 2002).

L’acidité est un critere de qualité important durant 1’extraction et le stockage, en raison de son

influence sur la texture et la stabilité du miel. Cette acidité est due a un grand nombre
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d’acides organiques qu’il contient. L’acideprincipal est I’acide gluconique qui provient du
nectar ou de miellat mais leur origine principale provient des sécrétions salivaires de I’abeille
pendantl’élaboration du miel (GOMES et al., 2010;Bogdanov et al., 2004 ;MBOGNING et
al., 2011).

SelonOUCHEMOUKH (2012), elle est due également a quelques ions inorganiques comme
les

Phosphates et les sulfates.

L’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. (SCHWEITZER, 2004)
La fermentation du miel provoque une augmentation de I'acidité dans lemiel, bien qu'il existe
une fluctuation naturelle considérable. L'ancienne norme prescrit une valeur maximale de 40
milliequivalents/kg. Dans le projet duCodex Alimentaire, elle a été augmentée a 50
milliéquivalents/kg, étant donnéqu'il existe quelques sortesde miels qui ont une teneur
naturelle en acide plusélevée (CAVIA et al., 2007).

Selon AJLOUNI et SUJIRAPINYOKUL(2010), une acidité libre élevée peut étre un indice
de fermentation par des levures. En effets, au cours de la fermentation, le glucose et le
fructose sont convertis en alcool, ce dernier est & son tour hydrolisé¢ en présence d’oxygene et
converti en acide acétique, ce qui contribue a 1’augmentation de 1’acidité libre.

2.2 Evaluation de I’activité antibactérienne

La méthode de puits de diffusion fournit des résultats qualitatifs interprétables, et la
quantification de I’inhibition de la croissance microbienne a été déterminée en mesurant le
diamétre des zones d’inhibition (DORMAN et DEANS, 2000 ; JASON et al., 2004).

Cette technique est intensivement employée pour étudier 1’activité antibactérienne des
substances naturelles. Elle est basée sur 1’utilisation des puitscomme réservoirs contenant la

solution des substances a examiner (GULCIN et al., 2004).
2.2.1 L’effet antibactérien du miel

L’effet antibactérien du miel varie selon son origine géographique, sa concentration et la
nature de la bactérie (ADELEKEgetal . ,2006). (LAURINO et GELLI (1991), qui ont
montré que le miel présente une activité antibactérienne variable selon sa concentration. La

plus faible concentration de miel qui a produit une zone d’inhibition de la croissance de



Chapitre 11 Résultats et discussion

I’organisme d’essai est considérée comme concentration minimale inhibitrice (AMINU,

2015).

D’aprés AL-HABSI ET NIRANJAN (2012), I’effet antibactérien du miel peut étre expliqué
par le contenu important en enzymes et les propriétés physiques du miel. De méme
KERKLIET (1996), qui rapporte que I’effet antibactérien du miel peut étre interprété par son
contenu important en enzyme glucose oxydase qui active la transformation du glucose en

acide gluconique et en peroxyde d’hydrogene.
» L’effet du miel vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa

L’effet du miel Multi florale dilué,par la technique des puits révele une absence totale des
zones d’inhibition indique que notre souche Humain est fortement résistante a I’action de ce

miel. En revanche il présente une zone d’inhibition au cas du miel pur.

Par ailleurs, les miels mono floraux (Euphorbe, Thym) développent une bonne présence ;

sauf dans le cas du miel du Thym a une réponse a une concentration de 20%.

La souche de la chauve-souris montre une résistance vis-a-vis les différentes dilutions et variété du
miel & ’exception dans le cas du miel d’Euphorbe et Thym, il y a une réponse a une dilution

de 90% et au miel utilisé pur.

Concernant les travaux portant sur des échantillons de miels algériens MERAH et al., 2010
trouvent des zones d’inhibition allant de 11 a 30mm il y’a une activité moyenne de (11 a
15mm) et élevée (>15mm) ;AHMED et al (2012),a une concentration de 50% ,les zones
d’inhibitions sont de 28 a 33mm ce qui traduit une excellente activité et pour le miel pur a

100% I’inhibition est de 16 a 20mm correspondant une activité élevée .

BOURABAH et al(2014),a trouvé une bonne réponse vis a vis le miel multi

floral.Contrairement de ce qui est porté dans nos résultats.
2 .2.2 Effet antibactérien d’ATB

Pseudomonas aeruginosa s’est révélée insensible a tous les antibiotiques. Cette souche est
naturellement résistante a de nombreux antibiotiques, elle est capable de s’adapter a des
environnements trés divers en raison de sa trés grande plasticité génétique (MESAROS etal.,
2007).
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AL-NAHARI et al., 2015 a testé la sensibilité et la résistance de Pseudomonas aeruginosasur
milieu solide et liquide et déclare que la souche est résistante aux antibiotiques et que 1’effet

antibactérien s’il existe est bactériostatique.

La méthode de spectrophotométrie est une technique de diffusion en milieu liquide trés
sensible, simple, rapide et plus favorable a 1’analyse statistique ;elle permet la détermination
du pourcentage de CMI (LAKHDAR, 2015) .Qui peut étre amenée par la simple mesure de la
densité optique (PARENTE et al., 1995),Cette technique présente plusieurs avantages :
réduire la manipulation et faciliter I’automatisation (THOMAS et al., 2005).

D’apres les résultats obtenus sur le bouillon nutritif MH présenté dans le tableau 27 il est

apparu que la CMI varie en fonction de la nature et les concertations d’antibiotiques.

Au bout de 24h on a distingué une augmentation de la D.O dans les déférentes
concentrationsantibiotiques suivantes : AMP, EXT, a I’exception d’AMOX a 0.04g et CEF a

0.08g, 0.04g ; montrent une croissance de la bactérie.

La diminution de la D.O dans le cas d’AUG et également d’AMOX a 0.16g, 0.08g et CEF
0.169 explique une inhibition de la croissance bactérienne.

2.2.3 L’effet du test de combinaison miel /antibiotique

L’effet synergique est une interaction positive créée quand I’association des deux agents,
provoquent un effet inhibiteur supérieur a la somme de leurs effets individuels (AIYEGORO
et OKOH, 2009).

D’apréesWAGNER et ULRICH-MERZENICH 2009, ’effet synergique est produit quand
les constituants du meélange agissent sur des cibles différentes, alors que I’effet antagoniste et
additif est observé quand les constituants exercent leurs effets sur la méme cible. Dans nos

résultats ’effet synergétique entre miel /antibiotique est trés apparent.
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CONCLUSION

La présente étude a été menée dans le cadre de I’évaluation de la qualité de 3
échantillons

de miels récoltés en 2018 dans différentes wilayas d’Algérie (Euphorbe d’El-Bayad
,Multi florale de Tiaret, Thym deTissemsilt) en analysant quelques parametres physico-
chimiques,

ainsi que leur activité antibactérienne seule et en combinaison avec les antibiotiques vis

—a vis Pseudomonas aeruginosa .

Les principaux parameétres physico chimiques étudiés sont : la Teneur en eau, pH, la

conductivité électrique, la densité, et ’acidité. 1l est ressorti ce qui suit :

La densité des différentes variétés étudiées allaient del,38 & 1,44 g/ cm® ,qui détermine
un moyen pour connaitresa teneur en eau qui varie de 10,76 a 13,08 %, avec un pH
compris entre 3,50 a 3,57. Donc le miel est acide du probablement a leur richesse en

matiere organique.

Elles ont une conductivité électrique de 0,0282 a 0,0752 mS/cm et I’acidité varie entre, .5
a 3meq/kg, qui sont des bons critéres pour déterminer I’origine botanique du miel (miel

de nectar ou de miellat.

En ce qui concerne I’évaluation de 1’activité antibactérienne de trois échantillons de miel
contre une souche pathogene clinique Pseudomonas aeruginosa ; nous pouvons dire que

chaque miel présente une certaine inhibition pour cette souche ou on peut constater que :
La souche Humaine est sensible a I’action inhibitrice des deux miels analysés :

Le miel de Thym qui présente une faible efficacité par rapport au miel d’Euphorbe qui a une
efficacité remarquable. Par contre dans le cas du miel Multi floral qui n’a pas une efficacité

sur cette souche.

La souche de chauve-souris,n’a aucune sensibilité vis a vis les trois miels choisis sauf dans le

cas de miel d’Euphorbe et Thym soit pur ou peu dilué (90%).

A partir de FIC index, les effets de la combinaison des échantillons de miel avec les
antibiotiques (AMOX, AMP, EXT, CEF et AUG) sontvariésentre synergique dans les
cas :
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AUG / miel Euphorbe, AMP / miel du Thym et AMOX / miel du Thym est de 0.25, 0.25 ;
0.15 respectivement.

Tandis que, Le FIC index (AMP / miel du Thym) est de 0.525; qui représente une
synergie partielle.
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Annexe

Annexe 1 : norme du codex alimentaire de la qualité de miel naturel [(codex alimentaire,
1998) ;(BOGGANOQV et al., 2003)].

Parametre

Norme

Teneur apparent en sucre réducteur
(exprimée en sucre inverti)

Miel de nectar : au minimum 65% miel de miellat
et mélange de miel nectar et de miellat au
minimum 60% (UE) et 40% (CODEX)

Teneur en eau

Au maximum 21%. exception miel de bryére et de
trefle maximum 23%

Teneur en saccharose

Au maximum 5% ; exception miel de miellat :
mélange 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 40 meq d’acide /kg
Acidité total 10 a meq d’acide / kg
Indice diastasique Minimum 3
La teneur en HMF Au maximum 80 mg / kg : 60 mg/kg (CODEX)

40 kg /kg (UE)

Densité

1.39a1.44 ; max. 1.52

Conductibilité électrique

Nectar <0.8 a I’exception de mélange : miel de
miellat > 0.8 D’exception miel de chataigner

Teneur en protéines

0.26 2 0.83%

Teneur en matiére minérale (cendre)

Au maximum 0.6 % exceptionnel miel de miellat
ou mélange de miel de miellat et de nectar. miel de
chataigner au maximum 1.2 %

Annexe 2

Composition de milieu de culture

Milieu de King A

Le milieu de King A (ou P) est destiné pour la mise en évidence de la pyocyanine, pigment
spécifique a Pseudomonas aeruginosa, sa production est favorisée par la présence de certains

acides aminés et d’ions inorganiques.

Composition

Sa formule (en gramme par litre d’eau distillée) est la suivante :




Annexe

Milieu de King A, recherche de la pyocyanine
Peptone de gélatine 209
Glycérol 109
Sulfate de potassium anhydre 10g
Chlorure de magnésium anhydre 1,49
Agar 159
Eau distillée 1000 ml

pH 7,2

Préparation du milieu

» Faire chauffer doucement en agitant fréquemment. Laisser bouillir pendant 1 a2
minutes.

» Repartir et stériliser a ’autoclave a 120°C pendant 15 minutes.

> Laisser refroidir de maniere a obtenir une pente et un petit culot.

Gélose de Muller — Hinton

La gélose Mueller-Hinton est une gélose riche.
Composition :

— Infusion de viande de beeuf : 300,0 ml

— Peptone de caséine : 17,5 g

- Amidondemais:15¢g

- Agar:17,09

- pH=74
Préparation du milieu
38 g par litre. Stérilisation a l'autoclave. Pour préparer ce milieu il faut peser 38g de poudre et
la mélanger dans 1L d’eau. Il faut homogénéiser puis chauffer en agitant. Il faut porter a

¢bullition pendant environ une minute. Ensuite il faut stériliser la gélose a 1’autoclave durant

15 minutes a 121,1°C.

Mueller-Hinton bouillon

Composition (g) pouvant étre modifiée pour 1 litre de milieu :
Extrait de viande : 2,0.

Hydrolysat acide de caséine : 17,5.

Amidon soluble : 1,5.

PH du milieu prét a I'emploi a 25°C : 7,3 £ 0,2.



Annexe

Annexe 3 : les dilutions du miel.




Annexe

Annexe 4 : quelques dilutions des miels combinées avec quelques antibiotiques.




Annexe

Annexe 5 : les résultats de 1’association du miel de Thym avec les quatre antibiotiques.

AUG

AMP

CEF

EXT




Annexe

Annexe 6 : les résultats de 1’association du miel d’Euphorbe avec les quatre antibiotiques.

AMP

EXT

CEF




Annexe

Annexe 7 : quelques appareillages du laboratoire utilisé pour la réalisation de notre étude.

Conductimeétre Vortex Balance

Spectrophotométrie Bain marie Incubateur



Micro-onde Autoclave pH metre



Résumé

L’objectif principal de cette étude a été déterminer les caractéristiques physico-
chimiques ainsi que Dactivité antibactérienne du miel seul pur et dilué (Euphorbe ,
Multi florale , Thym )(20%0,40%6,60% 80 %,90% ) , en suite I’ associationsdes différents
concentrations aux antibiotiques suivants (AMOXicilline , AMPicilline, AUGmantin,
CEFalexine et EXTancilline ),avec trois variétés de miels sur une souches de

Pseudomonas aeruginosa issu d’isolats humains et de chauve-souris .

Les tests de I’activité antibactérienne des miels ont montré que la souche Humaine est
sensible miels utilisés seules (I’Euphorbe avec une efficacité remarquable et le Multi floral

avec une faible efficacité) et ou en association avec des antibiotiques.

Par contre I’isolat de chauve-souris n’a aucun sensibilité vis a vis les concentrations basses

du miel sauf a 90% et100% Euphorbe et Thym consécutivement.

Mots clés : Pseudomonas aeruginosa, Antibioréesistance, Miel Multi floral, Euphorbe, Thym,
Antibiotiques, CMI.
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