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Introduction

INTRODUCTION

Selon I’organisation mondiale de la santé (OMS, 2002), pres de 80% des populations
dépendent de la médecine traditionnelle pour des soins de santé primaire. Le développement

de cette médecine et 'utilisation des produits naturels générent des avantages économiques

considérables (MUTHU et al., 1999).

La prise répétée et massive des antibiotiques a engendré leur perte d’efficacité
thérapeutique, et elle a augmenté le phénomene de la résistance des bactéries (EL
KALAMOUNI et al.,, 2010). Parmi ces bactéries, le célebre pathogéne hospitalier,
Pseudomonas aeruginosa (EL MESKINI, 2011), qui provoque des infections séveres chez
les sujets dont le systeme immunitaire est altéré ou affaibli, notamment les malades atteints de
mucoviscidose, les bralés, les cancéreux (suite a une chimiothérapie cytotoxique) et les
malades de réanimation (ANDERMONT et al., 2004).

A cause de I’évolution des phénoménes de ’antibio-résistance dans le monde, I’'impact
des maladies infectieuses ne cesse pas de croitre. Pour cette raison, les chercheurs
scientifiques s’intéressent aux vertus thérapeutiques de certains produits naturels, car ces

derniers ne présentent pas généralement des effets secondaires (JEAN-MARIE, 1999).

Le recours a des produits naturels, tels que le miel et 1’armoise possédant de nombreux
sources thérapeutiques aux maladies microbiennes, peut parfois s’aveére un avantage pour
guérir plusieurs affections médicales, et ¢a en raison de leurs propriétés inhibitrices et
thérapeutiques et leur richesse en plusieurs éléments bénéfiques, comme les polyphénols et les
caroténoides qui peuvent réduire le risque de certaines maladies et contribuent comme un

effet inhibiteur contre la croissance microbienne (ROUBA et aL, 2019).

L’armoise est une plante médicinale qui est utilisée depuis I’antiquité dans la médecine
populaire, pour soulager et guérir les maladies humaines. Plusieurs études ont rapporté de
nombreuses activités pharmacologiques de [’armoise incluant des effets antioxydants,
antibacteriens et antifongiques (MOUFID et al., 2012). Ces effets sont dus a la présence de
certains composés naturels bioactifs dont les métabolites secondaires accumulés dans les
cellules spécialisées de la plante (KHEDDOUM, 2018).

Cette plante est largement utilisée pour traiter les troubles digestives, les ulcéres, les
brdlures, la diarrhée...ctc. (DE PASCUAL, 1984).



Introduction

Le miel est un produit naturel qui est utilisé en médecine humaine depuis 1’antiquité,
Il est utilisé pour traiter de nombreuses maladies parmi lesquelles : les brilures, les troubles
gastro-intestinaux, 1’asthme, des plaies infectées et des ulcéres cutanés...etc. (KUCUK et al.,

2007).

Le miel a une activité antimicrobienne multifactorielle, il peut inhiber donc la croissance
d’un large spectre de bactéries, champignons, protozoaires et de virus, sans que ces derniers

ne puissent développer de résistance (DELPHINE, 2010).

Toutefois, 1’évaluation des propriétés thérapeutiques des produits naturels comme
antibactériennes demeure une tache trés intéressante et utile.
Pour cela, le présent travail s’inscrit dans le cadre de I’évaluation de 1’effet de 1’armoise
comme additif sur 1’activité antibactérienne du miel vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa, et

I’étude de quelques parametres physico-chimiques du miel seul et additionné avec 1’armoise.

Nos objectifs sont comme suit :

- Estimer I’effet antimicrobien du miel, armoise vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa.
- Déterminer I’effet additif de I’armoise au miel vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa.
- Voir I’effet du temps sur le mélange.

- Evaluer quelques parameétres physico-chimiques du miel seul ainsi que du mélange

(miel+ armoise).
Dans le but de poursuivre cette étude, notre travail est réparti en deux parties :

-La premiére partic concerne 1’étude bibliographique du miel, I’armoise, phénol et du
Pseudomonas aeruginosa.

-La deuxiéme partie représente la partie expérimentale.
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CHAPITRE | : Généralité sur Pseudomonas aeruginosa
I.1 Présentation de Pseudomonas aeruginosa

C’est une bactérie qui est isolée la premiere fois en 1882 par Carle Gessard a partir du pus
bleu d’infections cutanées post-chirurgicales, pathogéne opportuniste, elle est responsable des
infections nosocomiales et communautaires (PATRICK, 1996). Ces infections sont fatales

chez les sujets dont le systeme immunitaire est affaibli ou immature (KERR et al., 2009).
1.2 Taxonomie
La classification de Pseudomonas aeruginosa est la suivante (BENABID, 2009) :

Régne : Bacteria

Embranchement : Prokaryota

Division : Proteobacteria

Classe : Gammaproteobacteria

Ordre : Pseudomonadales

Famille : Pseudomonadaceae

Genre : Pseudomonas

Espéce : aeruginosa
L.3 Caractéristiques

Les espéces Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, elles sont de 1.5 a
3 um de long et 0.5 a 0.8 um de large, elles possédent des cils de type polaire monotriche
donc elles sont mobiles. Elles sont asporulées et sans sphéroplastes (RICHARD et al., 1995).

C’est une bactérie qui peut se développer dans une température comprise entre 30 a 37° C,
donc elle est mésophile. Ce bacille présente un métabolisme oxydatif et il est considéré
comme une bactérie aérobie stricte (CHAKER, 2012).

Elle utilise le nitrate comme accepteur d’électrons en cas d’absence d’oxygene qui est le
premier accepteur d’électrons (CHAKER, 2012).
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1.4 Culture

Le germe pousse dans un bouillon de culture (king B) grace a la présence d’oxygene libre
a la surface qui forme une pellicule; il forme des pigments hydrosolubles : pyoverdine
(colorés en jaune-vert), pyocyanine (colorés en bleu-vert) caractéristiques de Pseudomonas
aeruginosa (KAYSER et al., 2010).

1.5 Pathogénicité

Elle est responsable de 10 % de 1’ensemble des infections nosocomiales, occupant le 3
eéme rang apres Escherichia coli et Staphylococcus aureus, mais le 1 er rang pour les
infections pulmonaires basses et le 3 eme rang pour les infections urinaires (PATRICK,
1996), elles sont rarement observées chez les personnes saines ; il s’agit alors d’infestations
massives ou d’inoculations traumatiques directe dans un tissu ou une cavit¢ (méningite)

(PATRICK, 1996).

Les infections a Pseudomonas aeruginosa sont traitées difficilement a cause de la
résistance intrinseque de la bactérie vis-a-vis de nombreux antibiotiques et a son pouvoir
d’acquisition de nouveaux mécanismes de résistances au faible nombre d’agents actifs

disponibles (MEREN et al., 2011).
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CHAPITRE Il : Généralite sur le miel
11 .1 Définition

Le mot « miel » est issu du latin mel, qui veut dire « miel » et « douceur » apparenté
au grec meli, et I’abeille dénommé Melissa. Le miel est ainsi étroitement lié a la notion de
douceur, autant dans la littérature que dans I’esprit du consommateur d'étre pratiqués
(LOUVEAUX, 1968).

La médecine populaire utilise le miel depuis des millénaires déja dans de nombreux
domaines et Aristote le recommandait pour soulager divers maux. Aujourd’hui une chose est
sre : le miel freine la croissance de nombreux champignons et bactéries (FEDDAQOUI et al.,
2013).

Le miel est un produit naturel, sa nature et son conditionnement assurent ses propriétés
thérapeutiques. Grace a sa forte concentration en sucre et a son pH acide, le miel est un milieu

hyper-osmotique inhibant la croissance d’agents pathogenes (BOGDNOV et al., 2008).
Il .2 Paramétres physico-chimiques du miel

11 .2.1 Densité

La densité du miel est comprise entre 1,410 et 1,435 g/cm3 (AMARI, 2010). La densité
du miel est inversement proportionnelle a la teneur en eau, de ce fait quand un miel est dense
il est pauvre en eau (LOUVEAUX, 1985).

Il .2.2 Viscosité

La résistance d’écoulement du miel c’est la viscosité de ce dernier (ROSSANT, 2011),
qui peut étre déterminé par la teneur en eau, la température et la composition chimique du

miel. Lorsque la température du miel augmente jusqu’a 30° C, la viscosité est diminuée

(PIERRE et al., 2005).t96988
11.2.3 pH

Grace a la présence des acides organiques, la valeur du pH varie entre 3,5 a 5,5
(BOGDANOV et al., 2004).
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Il .2.4 Coloration

Il y’a plusieurs colorations du miel. Sa coloration varie entre les plus claires qui sont
presque incolores jusqu’aux les plus foncés qui sont pratiquement noires, entre eux se trouve

une gamme des jaunes et des roux (LOUVEAUX, 1985).
I1.2.5 La conductivité électrique

La conductivité électriqgue comprise entre 1 a 15 ms/cm (PIERRE et al., 2005), elle

permet de déterminer 1’origine botanique du miel (AMARI, 2010).

La conductivité augmente dans les miels qui sont plus riches en minéraux notamment les
miels de fleurs qui ont une conductivité plus au moins supérieure a celle des miels de miellat
qui sont pauvres en minéraux (LOUVEAUX, 1985).

I1.2.6 Acidité

Tous les miels ont une réaction acide (AMARI, 2010) qui est due a la présence d’acide
dans ce dernier (PIERRE et al., 2005), I’origine principale de cette acidité est due a des
sécrétions salivaires de 1’abeille (AMARI, 2010) et 1’acide gluconique qui dérive du glucose

(PIERRE et al., 2005) mais aussi du nectar et du miellat (AMARI, 2010).
I1 .3 Valeur alimentaire et diététique

Le miel est un aliment glucidique, il a un pouvoir énergétique haut (320 calories par 100 g

ou 13400 joules / kg) il est composé essentiellement d*un couple d*hexoses :

- un glucide a assimilation immédiate qui le glucose.
- un glucide a assimilation plus au moins retardée aprés une légére transformation qui le
fructose (GONNET, 1982).

Le miel contient un avantage par rapport au sucre, il contient des sels minéraux ainsi que
des substances aromatiques qui rendent sa consommation plus agréable. Le miel est un
aliment trés favorable a la croissance des jeunes enfants (GONNET, 1982).

Le miel est riche en vitamine hydrosolubles notamment des vitamines de groupe B (B1,
B2, B3, B5, B6, B9) et une petite quantité de la vitamine C, par contre il est pauvre de
vitamines liposolubles tels que la vitamine A et D (CUVILLIER, 2015).
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Il .4 Valeur thérapeutique

L'action antibactérienne du miel est due certainement a I'origine de quelques une des
propriétés médicinales qui lui sont conférées notamment les inhibines (JEAN-MARIE,
1999).

Dans la médecine, il a été signalé I’activité bénéfique du miel dans certains cas de
maladies de I'estomac, de I'intestin, des reins ou des voies respiratoires (GONNET, 1982). En
plus il a un pouvoir antiseptique pour traiter les plaies depuis I'antiquité (PROST, 1987).

I1 .5 La découverte de I’activité antimicrobienne du miel

Depuis 1892, Van Ketel avait fait pour la premicre fois de 1’activité antibactérienne du
miel, les différents aspects des propriétés antibactériennes du miel ont été abondamment
étudiés. Mais les raisons de [Dactivité antibactérienne du miel sont controversées
(FEDDAOQUI et al., 2013).

Il existe différents types de miels avec ou sans activité antibactérienne, et il a suspecté que
le type de fleur et la source du nectar sont la base de 1’activité antimicrobienne du miel. Ainsi
donc les fleurs a partir desquelles les abeilles butinent le nectar contribuent a la différence de
I’activité antibactérienne des miels (FEDDAOUI et al., 2013).

Il est évident que I’activité antibactérienne du miel décroit avec le temps et que les
différentes espéces de bactéries different dans leur sensibilité au miel (FEDDAOUI et al.,
2013).

I1.6.1 Les différents types du miel

Il existe deux types du miel, selon 1’origine florale qui sont : le miel du nectar et le miel
de miellat.

I1.6.1. Miel de fleurs ou miel du nectar

On a deux types dans ce dernier, miel mono-floraux et miel multi floraux (ALTMAN,
2010).

a) Miels mono-floraux

Ce type du miel appelé aussi ‘miel uni floral’, est un miel récolté par les abeilles sur une
espece végétale unique (ALTMAN, 2010).

b) Miels multi floraux

Ce type du miel appelé aussi ‘miel de toutes fleurs’, le miel est préparé a partir du nectar
et /ou de miellat de plusieurs fleurs différentes (ALTMAN, 2010), les propriétés de ces miels
sont beaucoup plus variables, par rapport aux lieux de récolte (miel de montagne, de forét), ou
encore suivant les saisons (miel du printemps ou d'été) (ALTMAN, 2010).

I1.6.2. Miel de miellat
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Ce type du miel est récolté en saison d’été par les abeilles sur les coniféres, plus
particulierement sur les sapins et sur les épicéas, dans les grands massifs forestiers
(ALTMAN, 2010).

11 .7 Propriétés antimicrobiennes du miel

La composition chimique du miel a un effet sur une plaie ainsi que [’activité physique
entre le miel et le tissu cutané agisse sur celui-ci (GOETZ, 2009).
Le miel est composé du sucrose, fructose, acides aminés, oligoéléments et d’eau. Il contient
également deux groupes de produits agissant directement comme agents antibactériens. Le
premier est le peroxyde d’hydrogene ou H202 et le second, les inhibines non peroxydes
(KWAKMAN et al., 2008).

La reconstitution des tissus épidermiques et 1’inhibition du développement des germes
pathogénes dépendent des ¢léments du miel notamment 1’acidité, I’osmolarité, le peroxyde

d’hydrogéne et certains constituants chimiques comme le MGO (GOETZ, 2009).

L’un des effets antibactériens du miel est lié a la présence du peroxyde d’hydrogéne qui se
forme griace a' I’enzyme glucose-oxydase, présente chez 1’abeille dans la glande
hypopharyngale. L’eau oxygénée et I’acide gluconique résultent de I’oxydation de I’eau et du
glucose. La teneur en peroxyde d’hydrogéne est par ailleurs un élément prédictif de 1’effet
antibactérien d’un miel (GOETZ, 2009).

Le contact des sucres et de 1’eau du miel sur la peau empéche la prolifération des bactéries

présentes par manque d’eau (GOETZ, 2009).

Le miel présente la plupart du temps un pH peu élevé de 3-4 et par conséquent les
bactéries ne peuvent pas se multiplier dans un milieu aussi acide (KWAKMAN et al., 2008).

Malgré ses propriétés naturelles antimicrobiennes, le miel peut étre colonisé par des
levures et des bactéries formant des spores, en particulier Clostridium botulinum. Le pollen et

le nectar sont les sources de contamination (SNOWDON et al., 1999).
I1.7.1 L'osmolarité

La forte teneur en sucre 84% est un mélange du fructose et du glucose dans le miel
conduit a un effet osmotique. Ce dernier agit comme une solution hypertonique et Il'eau
contenue représente habituellement 15 a 21% du poids (FEDDAQUI et al., 2013).
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La forte interaction entre ces éléments ; les molécules de sucres avec les molécules d'eau
laissent trés peu de molécules d'eau disponible pour les micro-organismes et conduit a une

diminution de I’eau qui absorbe I'eau vitale de ces derniers (FEDDAQUI et al., 2013).

L'action antibactérienne du miel dépend du rdle fondamental de cet effet osmotique, mais
il existe un certain nombre de bactéries ne sont pas inhibées lorsque le coefficient hydrique est
faible dans le milieu, donc il est claire que dautres mécanismes interviennent (FEDDAQUI
et al., 2013).

I1.7.2 L'effet du pH

Le miel est composé d’acide gluconique et en gluconolactone qui sont la raison du pH
acide, il varie entre 3,2 et 4,5 (FEDDAQUI et al., 2013). Le pH bas du miel associé a l'effet
osmotique de ses sucres fut considéré comme le principal facteur antibactérien. Mais le pH ne
sera pas un facteur inhibiteur efficace de beaucoup d'especes microbiennes en cas de dilution
du miel particulierement par les fluides du corps. Cependant certains miels ont un pH
nettement plus élevé, entre 5 et 6 (ex: miel de miellat), mais ceux-ci possedent néanmoins un
effet antibactérien (FEDDAOQUI et al., 2013).

Pour ralentir ou empécher la croissance de nombreuses espéces pathogeénes, il suffit que
le pH du miel semble étre bas (FEDDAQUI et al., 2013).

I1.7.3 Le peroxyde d'hydrogene H202

L'eau oxygénée aussi appelée peroxyde d'hydrogéne est considérée comme la principale
inhibitive du miel. Elle est produite par réaction enzymatique ; c'est la glucose-oxydase,
sécrétée par les glandes hypopharyngiennes de I'abeille lors de la transformation du nectar au

miel qui permet la réaction suivante (FEDDAOUI et al., 2013).
Glucose +O2 Glucose-oxydase Gluconolactone + H202 Catalase Acide gluconique.
La réaction montre que la production d'eau oxygénée et d'acide gluconique résulte de

I'oxydation de I'eau et du glucose. La catalase réduit I'eau oxygenée, ainsi la concentration en

peroxyde dépend donc de l'activité de ces deux enzymes (FEDDAOUI et al., 2013).

L'eau est indispensable au processus d'oxydation, c'est ainsi que le peroxyde d'hydrogene se
forme uniquement dans le miel non-mur ou dilue, dans le miel mur, le processus est bloque,
avec possibilité de réactivation par dilution (FEDDAOUI et al., 2013).
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CHAPITRE 1V : Généralité sur I’armoise
V.1 Définition

L’armoise blanche (Artemisia herba-alba Asso), dénommée en arabe : Chih est une
plante steppique poussant dans les terres arides ou semi-arides de 1’Afrique du Nord, au
Moyen-Orient ainsi qu’en Espagne (BRECKLE et al., 1983) (QUEZEL et al., 1963).

En Algérie, le genre Artemisia est représentée par 04 especes, parmi les plus importantes,
on trouve : Artemisia herba-alba (armoise blanche). C’est une plante essentiellement
fourragere, trés appréciée par le bétail comme paturage d’hiver (Al-EISAWI, 1998).

V.2 Caractéristiques
L’armoise blanche a une odeur caractéristique d’huile de thymol et elle a un gotit amer.

C’est une plante qui résiste a la secheresse et elle supporte le gypse et des niveaux de salinité

élevée (AI-EISAWI, 1998).

1V. 3 Domaine d’utilisation
1VV.3 .1 Utilisation en médecine traditionnelle

L’huile essentielle des feuilles du genre Artemisia a une activité régulatrice du cycle
menstruel et elle est utilisée comme remede de beaucoup de maladies telles que le diabete
grace a son activité hypoglycémiante, la bronchite, les abces et la diarrhée (AKROUT, 2001).

Les propriétés toxiques et antispasmodiques de 1’espéce Artemisia herba alba, la
recommandent dans les syndromes neurologiques et psychiatriques (hypotension, syncope,
épilepsie. dyspepsies) dans les affections du foie et de la vésicule biliaire, elle peut étre
employée comme diurétique et stimulant de la digestion (NABLI, 1989).

Elle traite les désordres gastriques ainsi qu’elle a un pouvoir antihelminthique. Des
études ethno-pharmacologiques ont montré 1’intérét de 1’armoise blanche contre
I’hypertension, elle présente un caractére vermifuge trés prisé pour le bétail (NABLI, 1989) et
pour les nomades du désert (BAILEY et al., 1981).

Les extrais aqueux d’armoise blanche montrent des activités antimicrobiennes,

antifongiques, spasmolytiques et hypoglycémiques (AKROUT, 2001).

1V/.3.2 Utilisation alimentaire

On utilise ’Artemisia herba alba dans 1’industrie alimentaire comme un arome dans

certaines boissons comme le café et le thé, mais son utilisation dans le domaine alimentaire
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reste limitée a cause de la toxicité de I’a- et la B-thujone (le taux de la thujone ne doit pas
dépasser 5mg/Kg dans les aliments et les boissons) (BENJILALI, 1985).

IV.3.3 Utilisation cosmétique

L’huile essentielle de I’armoise blanche posséde des vertus adoucissantes et purifiantes
qui en font un agent trés actif pour les cheveux mous et dévitalisés. Fortifiés, les cheveux
retrouvent éclat et brillance des la racine (BAKKALI et al., 2008).

V.4 Activités biologiques d’Artemisia herba alba Asso
4.1 Activité anti-oxydante

L’armoise blanche posseéde des activités antioxydantes significatives. Parmi les composés
doués d’activité anti-oxydante : les flavonoides, les polyphénols et les tanins, qui exercent des
actions anti-oxydantes en inhibant la production de 1’anion sur peroxyde, I’hydroxyle, comme

ils inhibent la peroxydation lipidique au niveau des microsomes (BRUNETO, 1999).
4.2 Activité antifongique

L'activité¢ antifongique de 1’armoise blanche a été associée a deux grands composés
volatiles isolés a partir des feuilles fraiches de la plante, le Carvone et le Pipéritone
(SALEH et al., 2006).

L’activité¢ antifongique de d'huile essentielle de la plante in vitro a été¢ évaluée sur
différents micro-organismes. L'huile a montré une action trés forte contre Candida et

Microsporum ainsi que contre Penicillium citrinum (AI-BANNA et al., 2003).
4.3 Activité antibactérienne

L’huile essentielle d’Artemisia herba alba a montré une activité antibactérienne contre
plusieurs bactéries. Cette activité a été assimilée a Linalool, Pinocarveneol et surtout Terpéne
4-ol (MOHAMED et al., 2010).

Seule I'huile essentielle d’armoise blanche est révélée tre active contre certaines
bactéries a Gram-positives (Hemolyticus streptococcus et Staphylococcus aureus) et les
bactéries a Gram-négatives (Escherichia coli, Shigella sonnei et Salmonella typhosa)
(MOHAMED et al., 2010).
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4.4 Autres activités

Cette plante posséde d'autres activites comme: l'activité antiseptique, analgésique,

anticancéreuse, antidiabétique, neuro-protectrice, cytotoxique, hypotensive (TAVIAN et al.,
2013) (TAVERS et al., 2012).

IV.5 Toxicité de la plante

L’armoise blanche est 1égérement toxique au printemps.

L’huile essentielle de I’armoise blanche peut causer des lésions hépatiques et anales et des
convulsions a des fortes doses, qui sont principalement dues a 1’a- thujone (BAKKALI et al.,
2008)

Elle est abortive, neurotoxique et hémorragique (KHEDDOUM, 2018).

Il ne faut jamais prendre cette derniére en cas de grossesse car elle est toxique, elle peut

provoquer des avortements a des doses élevées ainsi que son pollen peut provoquer des
allergies et des diarrhées (KHEDDOUM, 2018).
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Deuxieme partie : Etude expérimentale
Chapitre | : Matériel et Méthodes

1. Lieu et durée du travail

Notre expérimentation s’est déroulée dans le laboratoire de microbiologie de I’institut des

sciences vétérinaires et dans le laboratoire de biochimie dans la faculté des sciences de la

nature et de la vie depuis le 16 février au 10 mars de I’année en cours.

2. Objectifs du travail :

Estimer 1’effet antimicrobien du miel de I’euphorbe vis-a-vis de Pseudomonas
aeruginosa.

Estimer D’effet antimicrobien de 1’armoise blanche vis-a-vis de Pseudomonas
aeruginosa

Déterminer 1’effet du complexe (armoise+ miel) avec et sans dilution vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa.

Déterminer ’effet du temps sur 1’activité antibactérienne du mélange dilué et non
dilué (Oheures, 6heures et apres 24heures).

Evaluer quelques paramétres physico-chimiques du miel d’euphorbe seul ainsi que du
complexe (miel+ armoise).

Techniques et méthodes expérimentales.

Avant de réaliser cette étude, on a tout d’abord décrit le matériel biologique utilisé ensuite

on a expérimenté le protocole des différentes méthodes utilisées.

3.1. Le matériel biologique utilisé.

3.1.1. Miel

Le miel utilisé pour réaliser ce travail est le miel d’euphorbe, il est récolté en juillet 2019,

dans la région de Wed-Touil, commune El-baydha, daira Aflou, wilaya de Laghouat.

3.1.2. Armoise

L’armoise utilisée dans cette étude est 1’armoise blanche. Elle est récoltée en 2019 dans

wilaya de Dijelfa.
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3.1.3. Lasouche bactérienne

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

vétérinaires de ["université d’Ibn Khaldoun a Tiaret.
3.1.3.1.1dentification de la bactérie

Une souche bactérienne a été isolée et identifiée a partir d’une infection urinaire chez
I’étre humain au niveau du laboratoire de microbiologie des sciences vétérinaires de

[’université d’Ibn Khaldoun a Tiaret.
3.1.3.2. Repiquage

Le repiquage a été fait sur les milieux de culture King B et la gélose ordinaire de la

bactérie Pseudomonas aeruginosa.
3.1.3.3. Identification macroscopique

Sur le milieu de culture gélose nutritive, les colonies sont caractéristiques par rapport au

milieu King B.

Sur le milieu King B, Pseudomonas aeruginosa se caractérise par la production d’un
pigment pyocyanique (couleur bleu-vert), les colonies sont trés réduites avec un reflet

métallique et une odeur aromatique.
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4. Matériels utilisés :

Le matériel et les produits utilisés dans ce travail sont indiqués dans le tableau 01.

Tableau n°01 : Le matériel utilisé pour réaliser le travail.

Appareillages

Conductimétre
Balance analytique, électrique
Agitateur magnétique
PH-metre
Pycnometre

Bain marie
Spectrophotometre
Vortex

Micro-onde
Autoclave
Thermometre
Dessiccateur

Etuve

Bec bunsen

Verreries

Burettes graduées
Boites de pétri
Tubes a essai
Béchers

Fioles jaugeées
Eprouvette graduelle
Creusets

Cuves

Produits

L’eau distillée
Phénolphtaléine

Chlorure de potassium(KCL)
Hydroxyde de sodium(NaOH)
Geélose Muller Hinton

Gélose nutritive ordinaire
Milieu King B

Autre matériel

Ecouvillons
Spatule

Pipette de pasteur
Seringue

Pince

Poire
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Méthode de diffusion par puits.

Matériel et Méthodes

Complexe
(miel+armoise

Miel armoise

v \ \

Pure / Pure / Pure /
Les différentes Les différentes Les différentes
dilutions dilutions dilutions

Préparation de la suspension bactérienne dans un milieu liquide

v

Repiquage

v

Standardisation

v

Mise en culture de Pseudomonas aeruginosa dans MH et GN

v

Méthode de puits

\’

Incubation pendant 24H/37°C

Parametres physico-chimiques du miel et du complexe (miel+armoise)

v v v v

densité oH Conductivité acidité

électrique

Protocole expérimental
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5 Méthodes
5.1 Méthodes physico-chimiques
5.1.1 Détermination de la densité

Pour déterminer la densité de I’échantillon (miel seul / miel+ armoise), on a suivi la
méthode suivante : on a pesé un pycnomeétre vide de 10 ml, puis apres avoir été rempli avec
de I’eau distillée jusqu’au trait de jaugé, ainsi que pour 1’échantillon (miel seul / miel+
armoise). La densité de 1’échantillon (miel seul / miel+ armoise), On a la calculé selon la
formule suivante (GONNET, 1982) :

Densité= [(M2-MO0) /v] / [(M1-MO) /v]

Avec :
MO : masse de pycnometre vide (Q).
M1 : masse de pycnometre rempli d’eau distillée (g).
M2 : masse de pycnometre rempli de 1’échantillon (miel seul / miel+ armoise), (g).
V : volume de pycnomeétre (ml)
5.1.2 Détermination du pH

A I’aide d’un pH-métre, on a mesuré le pH de 1’échantillon (miel seul / miel+ armoise), a

20°C (BOGDANOV, 2002).

En utilisant des solutions tampon du pH 7 et 4, on a calibré 1’¢lectrode (GOMES et al.,
2010).

Mode opératoire

La mesure du pH de I’échantillon (miel seul / miel+ armoise), a été réalisée selon les

étapes suivantes (HALIMI, 2018) :

- Le pH-metre est étalonné avant son utilisation avec des solutions tampons.
- Puis, on a plongé la pointe de 1’¢lectrode dans le liquide (miel seul / miel+ armoise),

et on a lu la valeur du pH affichée au potentiométre, au centiéme d’unité.
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5.1.3 Détermination de la conductivité électrique

En utilisant un conductimétre, on a déterminé la conductivité electrique a 20°C selon les
étapes suivantes (LEO et al., 2011):

a- La determination de la constante de la cellule
On a suivi le mode opératoire suivant pour savoir la constante de conductivité :

On a rempli un bécher par une solution de chlorure de potassium (KCL. 0,1 N), on a rincé
la cellule puis on a la prolongé dans la solution préparée, puis on a lu la conductivité a la

température 20°C (G), et on a appliqué cette formule (LEO et al., 2011):

K=11,691x1/G

AVec :
K : la constante de la cellule.
G : la conductivité électrique de la solution KCL.

Puis, On a versé 1’échantillon (miel seul / miel+ armoise), dans un bécher, on a le mets
dans un bain marie thermostatique, puis aprés 1’étalonnage de 1’appareil avec de 1’eau
distillée, on a plongé 1’électrode du conductimétre dans I’échantillon (miel seul / miel+

armoise),
On a lu la conductance de la solution lorsque la température est 20°C (G’).
c-Expression des résultats

La conductivité de I’échantillon (miel seul / miel+ armoise) est calculé par cette formule
(LEOetal., 2011):

CE=KxG’(mS/cm)

Avec :
CE : conductivité électrique de 1’échantillon (miel seul / miel+ armoise)
K : constante de la cellule (1/ms)

G’ : conductance de I’échantillon (miel seul / miel+ armoise) (ms)
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5.1.4 Détermination de ’acidité
a-Principe

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

b-Mode opératoire

-On dépose un bécher contenant 10 ml de 1’échantillon [1g de (miel seul / miel+ armoise), +
9ml d’eau distillée] sur un agitateur magnétique, puis on ajoute deux a trois gouttes de

phénolphtaléine.
-On remplit la burette graduée par le NaOH (N/9).

-On fait le titrage jusqu’au virage de la couleur verte au rose pour le miel seul et virage au

marron pour le mélange (miel+ armoise).
-On note le volume de NaOH versé (GUIRAUD, 2003).
c- Mode de calcul
L’acidité du miel est calculée par cette formule (GUIRAUD, 2003). :
A= (1000xVxN)/M
Avec :
A : I’acidité titrée de 1’échantillon (meqg/kg).
v : volume du NaOH versé (ml).
N : normalité de NaOH(0,1).
M : masse de I’échantillon (miel / complexe) (mg).
5.2 Effet antibactérien
5.2.1 Effet antibactérien du miel et de I’armoise seuls vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa.

Pour savoir 1’effet antibactérien du miel et de I’armoise e, nous avons étudié ’effet de ces
derniers sur Pseudomonas aeruginosa dans la gélose nutritive et dans le milieu Muller

Hinton.
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5.2.1.1 Préparation de I’inoculum standard de la souche

Racler a I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement
identiques, a partir d’une culture pure de 24h sur milieu d’isolement King B. Dans 5 a 10 ml
d’eau physiologique stérile a 0,9 % on décharge ’anse, faite une bonne homogénéisation de la
suspension bactérienne, opacité doit étre équivalente a une densité de 0,08 24 0,13 ou a 0,5 Mc
Farland lue a 625 nm. Dans les 15 minutes qui suivent la préparation de 1’inoculum,
I’ensemencement doit se faire (SOUSSY et al., 2010).

5.2.1.2 Méthode de diffusion par puits
a-Principe

C’est une méthode dite méthode de diffusion avec des puits creusés dans le milieu (gélose
nutritive ou Muller Hinton), c’est un test de criblage et de sensibilit¢ (PEREZ, et al., 1990) ;
(PARENTE et al., 2005).

On verse une solution dans un tronc circulaire vertical apres son découpage dans la gelose,
cette derniére donne une zone d’inhibition claire aprés sa diffusion de fagon radicale (MEDA

et al., 2005).
b-Mode opératoire

A I’aide d’une pipette pasteur flambée et refroidie, on creuse des puits équidistants, afin
de les remplir par les solutions a testées et le dernier puits on le rempli avec de 1’eau distillée

comme un témoin.
c-La lecture
La lecture se fait par la mesure des diametres de la zone d’inhibition autour des puits.

Lorsque le diametre est supérieur a 6 mm, dans ce cas on considere que le produit est actif
(ELSHAER et al., 1996).

On peut symboliser les résultats par des signes d’apres la sensibilité ou la résistance de la

souche vis-a-vis I’extrait testé comme suit (PONCE, et al., 2003) :
-Diamétre inférieur a 6 mm : non sensible ou résistante (-).

-Diametre compris entre 9 et 14 mm : sensible (+).
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-Diamétre compris entre 15 et 19 mm : trés sensible (++).
-Diametre supérieur a 20 mm : extrémement sensible (+++).
5.2.1.3 Détermination de la zone d’inhibition par méthode de diffusion.

La technique utilisée dans notre travail pour déterminer la CMI est la technique sur un
milieu solide : dans des boites pétri coulées par le milieu (gélose nutritive ou Muller Hinton)
et ensemencees par I’inoculum de la souche, on met a 1’aide d’une pipette pasteur des puits, et

on les rempli par le miel, armoise et phénol.

La lecture se fait visuellement par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition de chaque

composeé.

Mode opératoire
-Préparation des échantillons (miel, la solution mere de I’armoise).
-Préparation de I’inoculum de P.aeruginosa.

-L’ensemencement de I’inoculum dans des boites pétri coulées par la gélose puis dans des

boites coulées par le Muller Hinton.
-La mise en place des échantillons puis de I’eau distillée dans les puits.
-La mise de ces boites dans I’incubateur a 37°C pendant 24h.

5.2.2 Evaluation de ’effet antibactérien du complexe (miel + I’armoise) par le temps (Oh,
6h et 24)

Pour évaluer ’effet antibactérien de 1’association entre le miel et I’armoise par le temps,
on utilise la méthode de diffusion sur un milieu solide préconisée par (HALAWANI, 2009) ;
(TOROGLU, 2011) avec quelques modifications.

Mode opératoire
-Préparation de la solution mere de 1’armoise.
-Préparation du complexe entre le miel et I’armoise (5ml du miel+ 1g de I’armoise).

-Préparation de I’inoculum de P.aeruginosa.
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-L’ensemencement de I’inoculum dans des boites pétri coulées par la gélose puis dans des

boites coulées par le Muller Hinton.

-La mise en place du mélange puis de I’cau distillée dans les puits.

-La mise de ces boites dans 1’incubateur a 37°C pendant 24h.
On répéte la méme opération apres 6h et 24h de préparation du complexe (miel+ armoise).
5.2.3 Evaluation de I’effet antibactérien du miel dilué

Pour évaluer I’effet antibactérien du miel dilué, on utilise la méthode de diffusion sur un
milieu solide préconisée par (HALAWANI, 2009) ; (TOROGLU, 2011) avec quelques
modifications.

Mode opératoire
-Préparation des dilutions du miel (25%, 50%, 75%).
-Préparation de I’inoculum de P.aeruginosa.
-L’ensemencement de 1I’inoculum dans des boites pétri coulées par le Muller Hinton.
-La mise en place des trois dilutions du miel puis de 1’eau distillée dans les puits.
-La mise de ces boites dans I’incubateur a 37°C pendant 24h.

5.2.4 Evaluation de I’effet antibactérien de I’armoise diluée

Pour évaluer I’effet antibactérien de 1’armoise diluée, on utilise la méthode de diffusion
sur un milieu solide préconisée par (HALAWANI, 2009); (TOROGLU, 2011) avec
quelques modifications.

Mode opératoire
-Préparation de la solution meére de 1’armoise.
-Préparation des dilutions de I’armoise (25%, 50%, 75%).
-Préparation de I’inoculum de P.aeruginosa.

-L’ensemencement de I’inoculum dans des boites pétri coulées par le Muller Hinton.
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-La mise en place des trois dilutions de I’armoise puis de 1’eau distillée dans les puits.
-La mise de ces boites dans I’incubateur a 37°C pendant 24h.

5.2.5 Evaluation de I’effet antibactérien du complexe (les dilutions du miel additionnées

avec les dilutions de I’armoise) par le temps (Oh, 6h et 24h).

Pour évaluer ’effet antibactérien de 1’association entre le miel et 1’armoise aprés les
dilutions par le temps, on utilise la méthode de diffusion sur un milieu solide préconisée par
(HALAWANI, 2009) ; (TOROGLU, 2011) avec quelgues modifications.

Mode opératoire
-Préparation de la solution meére de 1’armoise.
-Préparation des dilutions de 1’armoise (25%, 50%, 75%).
-Préparation des dilutions du miel (25%, 50%, 75%).

-Préparation du complexe (1v de 25% du miel+ 1v de 25% de I’armoise, 1v de 50% du

miel+ 1v de 50% de I’armoise, puis 1v de 75% du miel+ 1v de 75% de ’armoise).
-Préparation de I’inoculum de P.aeruginosa.

-L’ensemencement de I’inoculum dans des boites pétri coulées par la gélose puis dans des

boites coulées par le Muller Hinton.
-La mise en place des différentes dilutions du complexe puis de 1’eau distillée dans les puits.
-La mise de ces boites dans I’incubateur a 37°C pendant 24h.

On repéte la mémé opération apreés 6h et 24h de préparation du complexe dilué (1v de 25%
du miel+ 1v de 25% de I’armoise, 1v de 50% du miel+ 1v de 50% de I’armoise, puis 1v de

75% du miel+ 1v de 75% de 1’armoise).
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1 Résultats

1.1 Analyses physico-chimiques :

Dans le tableau si dessous (tableau n°02), nous présentons les résultats d’analyses

physico-chimiques du miel et du complexe (miel + armoise) apres Oh, 6h et 24h de son

préparation :

Tableau n°02 : les résultats d’analyses

(miel+ armoise).

physico-chimiques du miel seul et du complexe

Parametres/échantillons Miel Complexe (Oh) | Complexe (6h) | Complexe (24h)
Densité 1,42 1,33 1,31 1,28

Ph 3,08 3,43 3,64 3,93
Conductivité électrique (mS/cm) | 0,0026 0,0015 0,0015 0,0013

Acidité (meg/kg) 30 43 40 22

1.2 Détermination de I’effet antibactérien.

1.2.1 Détermination de I’effet antibactérien du miel et de I’armoise pure (100%0)

L’activité antibactérienne dans I’armoise est plus grande que celle dans le miel vis-

a-vis Pseudomonas aeruginosa, et cette activité augmente dans le milieu GN plus que

dans le milieu MH, les résultats dans les tableaux n°03 et n°04.

a-Sur gélose nutritive :

Tableau n°03 : La zone d’inhibition du miel et de 1’armoise pures dans la gélose nutritive.

Echantillons pures (100%o)

Diamétre de

la Zone

n=03(Nombre de | d’inhibition (mm)
répétition)

Miel 12,331,154
Armoise (poudre) 14+1,732

Témoin (eau distillée) 6
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Figure n°01: la zone d’inhibition du miel et 1’armoise pures vis-a-vis Pseudomonas

aeruginosa dans la GN.
b-Sur milieu Muller Hinton :

Tableau n°04: La zone d’inhibition du miel et de 1’armoise pures dans le Muller-Hinton.

Echantillons pures (100%) | Diametre de la Zone
n=03 d’inhibition (mm)

Miel 10+0

Armoise 12,66+1,154

Témoin (eau distillée) 6

Figure n°02 : la zone d’inhibition du miel, armoise pures vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa
dans le MH.
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Figure n°03: Diagramme représente la zone d’inhibition des échantillons (miel et I’armoise)

vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa dans le milieu GN et MH.

1.2.2 Effet antibactérien du complexe (miel + armoise) avant la dilution par
le temps (Oh, 6h et 24h)

L’activit¢ antibactérienne du complexe (miel /armoise) vis-a-vis Pseudomonas
aeruginosa augmente par rapport au miel et I’armoise seuls, et augmente aprés 6h de
preparation mais, elle diminue apres 24h de préparation soit dans la GN ou dans le MH, mais
I’effet antibactérien dans la GN reste plus élevé que dans le MH, les résultats dans les
tableaux n°05, n°06 et n°07.

a- Apres Oh de préparation

Tableau n°05 : La zone d’inhibition du complexe (miel+ armoise) avant la dilution dans la
GN et MH, apres Oh de préparation.

Le complexe Diametre de la Zone
(armoise/miel) d’inhibition (mm)

n=03

GN 2311

MH 20,33£1,527
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Figure n°04 : La zone d’inhibition du complexe (miel+ armoise) avant la dilution vis-a-vis

Pseudomonas aeruginosa dans la GN aprés Oh de son préparation.

Figure n°05: La zone d’inhibition du complexe non dilué (miel+ armoise) vis-a-vis

Pseudomonas aeruginosa dans le MH aprés Oh de son préparation.
b- Aprés 6h de préparation

Tableau n°06 : La zone d’inhibition du complexe (miel+ armoise) avant la dilution dans la
GN et MH, apres 6h de préparation.

Le complexe | Diamétre de la Zone
(armoise/miel) n=03 d’inhibition (mm)

GN 25+2

MH 20,331,527
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Figure n°06: La zone d’inhibition du complexe non dilué (miel+ armoise)  vis-a-vis

Pseudomonas aeruginosa dans la GN aprés 6h de son préparation.

Figure n°07: La zone d’inhibition du complexe non dilué (miel+ armoise) vis-a-vis

Pseudomonas aeruginosa dans le MH aprés 6h de son préparation.
c- Apreés 24h de préparation

Tableau n°07 : La zone d’inhibition du complexe (miel+ armoise) avant la dilution dans la

GN et MH, apres 24h de préparation.

Le complexe | Diamétre de la Zone
(armoise/miel) n=03 d’inhibition (mm)

GN 23+1,732

MH 20,330,577
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Figure n°08: La zone d’inhibition du complexe (miel+ armoise) avant la dilution vis-a-vis
Pseudomonas aeruginosa dans la GN aprés 24h de son préparation.

Figure n°09: La zone d’inhibition du complexe (miel+ armoise) avant la dilution vis-a-vis
Pseudomonas aeruginosa dans le MH apres 24h de son préparation.
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Figure n°10:Diagramme représente la zone d’inhibition du complexe (miel/armoise) vis-a-Vis

Pseudomonas aeruginosa dans le milieu GN et MH par le temps.
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1.2.3 Détermination de ’effet antibactérien du miel et de ’armoise seuls
apres les dilutions
a- Miel

Le miel dilué ne donne aucun effet antibactérien vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa dans
les différentes concentrations de dilutions, les résultats obtenus sont dans le tableau n°08.

Tableau n°08 : La zone d’inhibition du miel aprés les dilutions dans le MH.

Les différentes | Diamétre de la Zone

concentrations du  miel | d’inhibition (mm)

n=03

75% 6+0
50% 6+0
25% 6+0

Figure n°11: La zone d’inhibition du miel dilué a 75%, a 50% et a 25% vis-a-vis

Pseudomonas aeruginosa
b- Armoise

L’armoise donne une activité antibactérienne vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa
seulement dans les concentrations de 50% et 75%, mais pas a 25%. L’effet antibactérien

diminue en diminuant la concentration, les résultats obtenus sont dans le tableau n°09.

30



Résultats-Discussion

Tableau n°09 : La zone d’inhibition de I’armoise aprés les dilutions dans le MH.

Les différentes | Diamétre de la Zone

concentrations d’armoise. | d’inhibition (mm)

n=03

75% 11,33+1,527
50% 11+1

25% 6+0

Figure n°12: La zone d’inhibition de I’armoise diluée a 75%, a 50% et & 25% vis-a-vis

Pseudomonas aeruginosa.

La zone d’inhibition (mm)

== Miel === Armoise
._'l_'l 29
- 11
o6 0—6 6
Différentes concentrations des
75% 50% 25%  échantillons %

Figure n°13: Diagramme représente la zone d’inhibition des échantillons (miel et I’armoise)
vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa dans différentes dilutions (75%, 50%, 25%) dans le milieu
MH.
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1.2.4 Détermination de D’effet antibactérien du complexe (miel +armoise)

apres la dilution par le temps (Oh, 6h et 24h)

Le complexe (miel+ armoise) ne donne aucun effet antibactérien vis-a-vis Pseudomonas
aeruginosa dans les différentes concentrations de dilution que ce soit aprés Oh, 6h ou 24h, les
résultats obtenus sont dans le tableau n°11, n°12 et n°13.

a- Apreés Oh de préparation

Tableau n°10 : La zone d’inhibition du complexe (miel+ armoise) aprés les dilutions dans le

MH, apres Oh de préparation.

Les différentes | Diamétre de la Zone
concentrations du complexe | d’inhibition (mm)

(armoise/miel) n=03

75% 6+0
50% 6+0
25% 6+0
Témoin (eau distillée) 6+0

R

Figure n°14: La zone d’inhibition du complexe dilué (miel+ armoise) a 75%, a 50% et a

25% vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa apres Oh de son préparation.
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b- Apres 6h de préparation

Tableau n°11: La zone d’inhibition du complexe (miel+ armoise) aprés les dilutions dans le
MH, apres 6h de préparation.

Les différentes | Diamétre de la Zone
concentrations du complexe | d’inhibition (mm)

(miel+ armoise) n=03

75% 6+0
50% 6+0
25% 6+0
Témoin (eau distillée) 6+0

Figure n°15: La zone d’inhibition du complexe dilué (miel+ armoise) a 75%, a 50% et a

25% vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa apres 6h de son préparation.

33



Résultats-Discussion

c- Apreés 24h de préparation

Tableau n°12 : La zone d’inhibition du complexe (miel+ armoise) apres les dilutions dans le
MH, apres 24h de préparation.

Les différentes | Diamétre de la Zone
concentrations du complexe | d’inhibition (mm)

(miel+ armoise) n=03

75% 6+0
50% 6+0
25% 6+0
Témoin (eau distillée) 6+0

Figure n°16: La zone d’inhibition du complexe dilué (miel+ armoise) a 75%, a 50% et a

25% vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa apres 24h de son préparation.
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Figure n°17: Diagramme représente la zone d’inhibition du complexe (miel/armoise) vis-a-
vis Pseudomonas aeruginosa dans différentes dilutions (75%, 50%, 25%) dans le milieu GN

et MH par le temps.

Tableau n°13 : tableau récapitulatif de la meilleur zone d’inhibition des différents

échantillons testés vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa.

Miel Armoise Complexe
(100%) (100%0) (miel+ armoise)
Diamétre de la | 12,33 14 25
Zone
d’inhibition
(mm)
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2 DISCUSSION
2.1 Analyse physico-chimique
2.1.1 Détermination de la densité
Le résultat de la densité du miel analysé est égal en moyenne 1,42 a 20°C.

Notre résultat est en accord avec les travaux de DOUKANI et al., 2014, qui montrent que

la densité de quelques types du miel algérien varie de 1,39 a 1,44.

De méme pour OUCHEMOUKH, 2003, il a trouvé un résultat identique que le nbtre qui
compritentre 1,14 a 1,435 a 20°C.

La teneur en eau du miel est la principale cause de cette différence des valeurs, plus la
teneur est faible, plus la densité est grande (CHAUVIN, 1968 ; PROSTE, 1987).

Un miel aura une densité plus faible, lorsqu’il est moins mur et récolté¢ prématurément

(DARRIGOL, 1996).

Un miel contient trop d’eau, quand il est récolté trop tot dans un local humide ou
abandonné longtemps dans un masturbateur, son poids spécifique est en fonction

principalement de sa teneur en eau (PIERRE Jet al., 2005).

La variation de la densité du miel est en fonction de la variation de la teneur en eau, de la
composition chimique du miel et de la température LOUVAUX, 1985; PROST, 1987 mais

aussi de la variation de la teneur en sucres et en protéines (MAKHLOUFI, 2001).

Nos résultats de la densité du complexe (miel+ armoise) montrent une diminution
respective de la densité (1,33, 1,31 et 1,28) par le temps Oh, 6h et 24h

2.1.2 Détermination du pH

Le potentiel d’hydrogene (le pH) représente la concentration des ions H+ d’une solution,

c’est la mesure du coefficient caractérisant I’acidité d’un milieu (NAIR, 2013).

Suite a une dégradation biochimique du miel qui est due a des mauvaises conditions de

récolte ou de conservation, son pH est augmenté (YAICHE et al., 2014).

Dans notre résultat, le pH du miel est 3,08 a 20°C, donc il est acide. Cette valeur a été
confirmée par AZEREDO et al., 2003 ; SAXENA et al., 2010 qui ont signalé que tous les
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miels algériens étaient de nature acide, avec un pH varie de 3,5 a 5,5 (BAGDANOV et al.,
2004 ; ACHOURI et al., 2015).

En raison de la présence d’élément minéraux et un grand nombre d’acides organiques :
acides gluconiques, pyruviques, maliques, citriqgues dans le miel, le miel est acide
(MBOGNING et al., 2011). Ces acides contribuent a sa saveur et sa stabilité contre la

détérioration microbienne (IBRAHIM et al., 2012).

DOUKANI et al., 2014 ont trouvé que le pH algérien varie de 3,7 a 4,05, cette différence
des valeurs du pH du miel peut étre due par la zone géographique, le mode de récolte et de

stockage.

Il y’a une relation entre 1’activité antimicrobienne du miel dilué et le niveau du pH, de
nombreux études ont trouvés une relation entre 1’activité de gluco-oxdase et le pH du miel,
plus le miel est dilué (la gluco-oxydase est opérationnelle) plus le pH du miel est faible
(acide) (HOYET, 2005).

L’acidité du miel contribue aussi dans I’activité antimicrobienne du miel par
I’empéchement du développement de certaines bactéries pathogenes telle que Pseudomonas

aeruginosa (KOECHLER, 2015).

Nos résultats du pH du complexe (miel+ armoise) montrent une augmentation du pH (3,43
- 3,64 et 3,93) respectivement par le temps Oh, 6h et 24h.

2.1.3 Détermination de la conductivité électrique

La valeur de notre résultat de la conductivité électrique du miel est égale en moyenne

0,0026 mS/cm qui est faible par rapport aux recherches suivantes :

La conductivité électrique des miels qui ont été collectés dans plusieurs régions
(Béchar, Biskra, Ghardaia, Laghouat et Naama) varient de 0,25 a 0,597 mS/cm (HALIMI,
2018).

De méme pour les cing miels du sud algérien dont les valeurs de la conductivité électrique
de ces cing miels comprises entre 0,281 et 0,972 mS/cm (REBIAI et al., 2015).

Tandis que la conductivité électrique des miels de I’Est a révélé une grande variation

comprise entre 0,021 a 2,72 mS/cm (CHEFROUR, 2009).
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Cette différence des valeurs de la conductivité électrique du miel est due aux variations
des sols et des climats en Nord d’Afrique (TERRAB et al., 2003).

La conductivité électrique (CE) est un bon critere pour la distinction entre le miel de
miellat et le miel de nectar. Le premier ayant une conductivité bien plus élevée que le second
(supérieur a 0,8 mS/cm) (BOGDANOV, 2005).

Il existe une relation linéaire entre cette mesure, la teneur en minéraux et de l'acidité du
miel, plus elles sont élevées, plus la conductivité correspondante est élevée (MAZROU,
2008).

La conductivité électrique est la capacité d’une solution aqueuse a transporter la
circulation d'un courant électrique. Dans le miel, la conductivité électrique dépend
principalement de la teneur en minéraux du miel (BOUKRAA, 2010). En saison séche, les
miels sont plus concentrés en minéraux qu’en saison humide et donc conduisent mieux en

saison séche qu’en saison humide (MBOGNING et al., 2011).

Ainsi que les miels de couleur foncée conduisant mieux que les miels de couleur claire en

raison de sa richesse en matiére minérale (GONNET, 1982).

Nos résultats de la conductivité électrique du complexe (miel+ armoise) montrent que le
conductivité électrique du complexe est stable a Oh et a 6h (en moyenne 0,0015 mS/cm),

cependant elle augmente a 24h ( en moyenne 0,0013 mS/cm).
2.1.4 Détermination de I’acidité

Notre échantillon a une acidité de 30 meg/kg. Cette valeur ne dépasse pas les limites
d’acidité libre qui a de 50 meq/kg (BOGDANOV et al., 2004).

En raison de I’influence de 1’acidité sur la texture et la stabilité du miel, on la considére

comme un paramétre de qualité trés important pendant son extraction et son stockage.

Cette acidité provient principalement de sécrétions salivaires de [’abeille mais aussi
d’acide organique dont certains sont libres et d’autres sont combinés sous forme de lactones.
Le principale composé responsable de I’acidité du miel est le dérivé du glucose qui est ’acide
gluconique, mais il existe d’autres acides non organiques qui contribuent dans cette acidité
notamment 1’acide phosphorique, sulfurique et chlorhydrique (BOGDANOV et al., 2004 ;
GOMES et al., 2010).
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La fermentation du miel augmente son acidité naturelle, bien qu’il existe une fluctuation
naturelle considérable (CAVIA et al., 2007) mais aussi le vieillissement contribue a
I’accroissement du taux d’acidité du miel, quand il extrait de la propolis (SCHWEITZER,
2004).

L’augmentation de I’acidité libre est due a la fermentation du miel par les levures. En
effet, en présence d’oxygene, 1’alcool obtenu par la fermentation du glucose et du fructose est
hydrolysé puis il est converti en acide acétique, ce qui contribue a 1’élévation de 1’acidité libre
du miel (AJLOUNI et al., 2010).

Nos résultats de 1’acidité du complexe (miel+ armoise) montrent une diminution de

I’acidité (43 meg/kg, 40 meqg/kg et 22 meqg/kg) respectivement par le temps Oh, 6h et 24h.
2.2 Evaluation de ’activité antibactérienne

L’évaluation du pouvoir antibactérien des échantillons utilisés sur la bactérie
Pseudomonas aeruginosa est réalisée par la technique de diffusion sur un milieu gélosé ou
milieu MH. Cette méthode fournit des résultats qualitatifs interprétables, le profil de
sensibilité de la bactérie aux échantillons contenus dans les puits est déterminé par la mesure
de la zone d’inhibition aux tours des puits sur la boite (DORMAN et al., 2000 ; JASON et
al., 2004).

2.2.1 Effet antibactérien du miel

Nos résultats montrent que I’effet antibactérien du miel vis-a-vis Pseudomonas
aeruginosa est plus important avec les échantillons non dilués, par contre, on a aucun effet
avec les dilutions successives du miel. A 100%, le diamétre de la zone d’inhibition se varie de
11mm jusqu’a 13mm pour le milieu de la gélose nutritive, inferieur pour le milieu Muller

Hinton qui est de 10mm.

Ces valeurs sont presque identiques a celles trouvées dans les travaux réalisés par
(MERAH et al., 2010) qui ont trouvé des zones d’inhibition comprises entre 11 a 30mm, et
ils ont signalés qu’il existe une activitt moyenne (11 a 15mm) et une activité élevé

(supérieure a 15mm).

AHMED et al., 2012 ont trouvé des zones d’inhibition varient de 28 a 33mm, dans le
miel ou la concentration est 50%, et pour la concentration 100%, les zones d’inhibition sont

comprises entre 16 a 20mm.
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Les résultats de FIZAZI et al., 2018, montrent que tous les miels testés dans leur
expérimentation, vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa exhibent des zones d’inhibition
inferieur & 5mm de diametre voire nulle a des concentrations plus faibles (50%, 25% et
12,5%),, a I’exception du miel de montagne qui montre une activité moyenne a une

concentration de 50% avec une zone d’inhibition de 10mm.

Ces résultats sont en accord avec 1’étude menée par MERAH et al., 2010 sur trois
échantillons de miel algériens testés sur des souches Gram-positif et Gram-négatif, montrant
que P.aeruginosa était sensible a I’ensemble des miels, contrairement aux bactéries Gram-
positif. Les auteurs ont pensé que les bactéries Gram+ dotées d’une paroi épaisse et dense,
résistaient mieux a de fortes pressions exercées par des concentrations élevées en sucres, que

les bactéeries a Gram-négatif qui possédent une paroi fine et lache.

La variabilit¢ de 1’activité antimicrobienne du miel varie selon plusieurs parameétres
notamment son origine géographique, sa concentration et méme la nature de la bactérie
(ADELEKE et al., 2006).

La plus faible concentration du miel qui est capable d’inhiber la croissance bactérienne est

considérée comme la concentration minimale inhibitrice (AMINU, 2015).

L’effet antibactérien du miel peut étre expliqué par son acidité qui inhibe la croissance des
bactéries pathogenes, méme la forte teneur en sucre offre au miel un effet osmotique qui
permettra la déshydratation des bactéries et ainsi supprimera un élément capital au
développement des bactéries (CUVILLIER, 2015).

Grace a la présence dans le miel une enzyme importante la glucose-oxydase (GOX)
sécrétée par les glandes nourricicres de 1’abeille, cette enzyme en présence d’eau et de glucose
donnera de I’acide gluconique qui acidifiera le milieu pour un développement moins
favorable des colonies bactériennes et de 1’eau oxygénée (le peroxyde d’hydrogene) douée
d’activité aseptisante (CUVILLIER, 2015).

Le miel contient un composé bien connu en biochimie alimentaire qui est le
méthylglyoxal (MGO0) doté d’un pouvoir bactéricide plus important. Sa concentration dans le
miel varie selon I’origine florale du miel (CUVILLIER, 2015).

Le miel a un effet antibactérien vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa grace aux facteurs cités

préecédemment (OSHO et al., 2010), mais cet effet reste qu’un effet bactériostatique a cause
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de la résistance intrinseque et acquise de la souche aux antibiotiques (AL-NAHARI et al.,
2015).

2.2.2 Effet antibactérien de I’armoise

Nos résultats montrent que 1’effet antibactérien de 1’armoise vis-a-vis Pseudomonas
aeruginosa est plus important avec les échantillons non dilués, et cet effet diminue avec les
dilutions successives de I’armoise jusqu’a son absence a 25%. A 100%, le diamétre de la zone
d’inhibition se varie de 12mm jusqu’a 15Smm pour le milieu de la gélose nutritive, inferieur

pour le milieu de Muller-Hinton qui compris entre 12mm a 15mm.

D’apreés les travaux réalisés par NAILI et al., 2010 qui ont testés 1’activité antibactérienne
de I’huile essentielle de I’armoise sur plusieurs souche de Staohylococcus aueus, Escherichia
coli et méme Pseudomonas aeruginosa, ils ont signalé qu’il existe un effet inhibiteur sur

toutes les souches étudiées.

Par ailleurs, les résultats obtenus par ZOUARI et al., 2010 ont montré que 1’huile
essentielle de I’armoise blanche dont les composés majoritaires sont cis-Chrysantenyl acetate/
Sabinyl acetate a une activité variable contre toutes les souches testées et y compris

Pseudomonas aeruginosa, avec des zones d’inhibition comprises entre 8mm et 23mm.

Les bactéries a Gram+ sont plus sensibles a la majorité des huiles essentielles de
I’armoise. Par contre la résistance des Gram- est attribuée a leur membrane externe
hydrophile qui peut bloquer la pénétration des composés hydrophobes dans la membrane
cellulaire cible (WAN et al., 1998).

La variabilité¢ de 1’effet antibactérien de 1’armoise est en fonction du type de la bactérie.
Ainsi les composants majeurs tels que le camphre et le davanone peuvent étre responsables de
1'évolution de I’activité antimicrobienne (BOUGUERRA, 2012).

Vue de la résistance intrinséque aux agents biocides qui est en relation avec la paroi de
Pseudomonas aeruginosa, cette derniére peut devenir insensible aux huiles essentielles de
I’armoise (MANN et al., 2000).

Cette faible sensibilité de Pseudomans aeruginosa vis-a-vis de I’huile essentieclle de
I’armoise peut étre due a sa membrane externe particuliére et a sa capacité de métaboliser un
large éventail de composés organiques. Ceci peut expliquer son niveau élevé de résistance
(KIVANK et al., 1986) ; (CHAO et al., 2000); ( DE FEO et al., 2003).
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2.2.3 Effet antibactérien du complexe (miel +armoise)

Dans notre travail, 1’effet antibactérien du complexe non dilué vis-a-vis Pseudomonas
aeruginosa dans le milieu GN (en moyenne 23mm) est plus élevé que dans le milieu MH (en
moyenne 19 mm) a Oh .cet effet augmente aprés 6h (en moyenne 25mm) dans la GN et dans
le MH (en moyenne 21mm) mais il diminue aprés 24h (en moyenne 23mm) dans la GN et

dans le MH (en moyenne 20mm).

L’effet antibactérien du complexe (miel+ armoise) vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa est
supérieur a celui du miel ou d’armoise seul, donc on peut dire qu’il y’a peut-étre un effet

synergétique entre le miel et I’armoise.

Cependant, on a trouvé aucun effet de ce complexe apres les différentes dilutions

effectuées par le temps.
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CONCLUSION

Notre travail consistait a évoluer I’effet de I’armoise (récoltée en Djelfa) comme un
additif sur P’activité antibactérienne du miel (récolté a Laghouat) vis-a-vis Pseudomonas
aeruginosa (isolat humain), et méme I’effet du temps sur ce complexe (miel / armoise) ainsi
I’effet antibactérien du miel et de I’armoise seuls, et I’évaluation de quelques parametres
physico-chimiques du miel seul et combiné avec ’armoise (complexe), il est ressorti ce qui

suit :

La densité du miel seul est 1,42, son pH est 3,08, sa conductivité électrique est 0 ,0026

mS/cm et son acidité est 3 meg/kg.

Pour 1’évaluation de 1’activité antibactérienne in vitro, la méthode de diffusion sur un
milieu gélosé, nous permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien du miel, de
I’armoise et du complexe vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa. Ce pouvoir différe d’un
¢chantillon a I’autre. Les résultats obtenus indiquent que la bactérie Pseudomonas aeruginosa
est mieux sensible (25mm) dans le complexe non dilué (miel+ armoise) que dans le complexe

dilué ou que dans le miel ou I’armoise seul.

IIs indiquent aussi que les échantillons testés ont un effet inhibiteur vis-a-vis

Pseudomonas aeruginosa, dont le miel (12mm) et I’armoise (14mm).

A travers nos résultats, il est possible d’utiliser le miel seul ou combiné avec I’armoise
comme des antibactériens naturels pour traiter les maladies provoquées par le germe

pathogéne Pseudomonas aeruginosa.

Vu I’importance thérapeutique provoquée du miel et de ’armoise en médecine et dans le
secteur de I’industrie pharmaceutique et cosmétique, il serait intéressant de compléter ce

travail par :

-faires des applications cliniques (essais in vivo) de notre échantillon (miel combiné avec

I’armoise).
-tester 1’activité antibactérienne de ce mélange sur d’autres bactéries pathogenes.
-Etudier des propriétés anti-inflammatoires du mélange (miel-armoise).

-Etudier des effets thérapeutiques du miel additionné a 1’armoise surtout dans la cicatrisation

des plaies et des brdlures.
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Annexe n°01: Normes du codex alimentaire de la qualit¢ du miel naturel (CODEX
ALIMENTAIRE, 1998) ; (BOGDANOV et al., 2003).

Parametres

Norme

Teneur apparent en  sucre

(exprimée en sucre inverti)

réducteur

Miel du 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

bruyere et de tréfle maximum 23%

Teneur en saccharose

de

miellat : mélange du miel de miellat et de

Au maximum 5% ; exception miel

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 totale

10 meq d’acide/ kg

Indice diastasique

Minimum 3

la teneur en HMF

Au maximum 80 mg/kg : 60mg/kg (CODEX)
40 kg/kg (UE)

Densité

1,334 1,44 ; max. 1,52

Conductivité électrique

Nectar <0,8 a I’exception du mélange : miel

de miellat > 0,8

Teneur en protéines

0,26 2 0,83%

Teneur en matiére minérale (cendre)

Au maximum 0,6% a l’exception miel de
miellat ou mélange du miel de miellat et de

nectar. Miel de chataigner au maximum 1,2%
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Annexe n°02 : Composition des milieux de culture
Gélose de Muller-Hinton
La gélose Muller-Hinton est une gélose riche.
Composition
-Infusion de viande de beeuf : 300 ml
-Peptone de caséine : 17,59
-Amidon de mais : 1,59
-Agar : 179
-pH: 7.4
Préparation du milieu

Pour préparer ce milieu, on mélange 38g de poudre avec 11 d’eau. On fait
I’homogénéisation de ce mélange. Il faut le chauffer pendant une minute. Puis on fait la

stérilisation de ce dernier dans un autoclave a 121,1°C pendant 15minutes.
Milieu King b

Composition (en g/l d’eau distillée)

-Peptone : 20

-Agar purifié : 12

-K2HPO4 (anydre) : 1,5

-Glyceérol : 12

-pH : 7,2

Préparation du milieu

Pour préparer ce milieu, on mélange 37g de poudre avec 11 d’eau distillée. On réalise une
stérilisation classique de ce mélange, puis on ajoute a ce dernier 10 ml de glycérol apres la

réalisation de 1’autoclavage a 121°C pendant 15mn.
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Annexe n°03 : Technique de dilutions des échantillons (miel-armoise)

N
N ——]
Miel >
N ———
7 o Ny
< (miel) —
15ml Im s
(miel) (miel)
0.5ml — 3 Iml 15m —— >
(eau distillée) (eau distillée) (eau distillée)
75% \ ) 50% — 25% N —

Technique de dilution du miel (75%, 50%, 25%)
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Solution mére d’armoise

1.5ml _—

(armoise)

<—— 9ml

(eau distillée)

<—— 19 (armoise)

/ 0.5ml \

0.5ml — 3

(eau distillée)

75%

A A
(armoise)
1ml — >
(armoise)
m—s 1.5m — >
(eau distillée) (eau distillée)
50% 25%
N ———— N ————

Technique de dilution de I'armoise (75%.50%.25%)
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Annexe n°04 : les dilutions du miel (75%, 50% ET 25%)
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Annexe n°05 : les dilutions de I’armoise (75%, 50% ET 25%)
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Annexe n°06 : Quelques appareillages du laboratoire utilisés pour la réalisation de notre
étude

Thermometre pH métre

Agitateur Vortex

Balance Autoclave Bain marie
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Résumé

Résume

Le présent travail vise 1'évaluation de 1’effet antimicrobien de différents échantillons qui
sont le miel récolté (en juillet 2019 ; région de oued Touil ; commune el Baydha; daira Aflou;
Wilaya de Laghouat) I'armoise (de la région de Djelfa) et le complexe (miel + armoise) et les
analyses physico-chimiques (la densité, I’acidité, la conductivité et le pH) du miel et du
complexe (miel/armoise).

Les quatre échantillons sont testés sur une souche microbienne a caractére pathogene;
pour cette étude nous avons choisi une seule catégorie de germes (Pseudomonas aéroginosa)
d’un isolat humain (selon son degré de sensibilité, pour savoir si : la souche est trés sensible,
moyennement sensible ou résistante.

L'activité antibactérienne a été faite par la technique des puits de diffusion sur le milieu
gélose et Muller Hinton en mesurant la zone claire autour du puits du miel, armoise et du
complexe.

Ces échantillons (miel ; armoise et le complexe) ont été testés avant et apres les dilutions
(25%,50%,75%) pour montrer leurs effet inhibiteur vis-a-vis la Pseudomonas aeruginosa en
mesurant la zone d’inhibition pour chaque échantillon.

Ces experiences ont indiqué un effet inhibiteur qui montre clairement I'impact de ces
échantillons sur la sensibilité microbienne de la Pseudomonas aeroginosa. Cet effet
inhibiteur a été constaté pour les différents échantillons testés vis-a-vis cette souche (un effet
bactéricide ou bactériostatique ou les deux a la fois).

Dans I’ensemble, les résultats obtenus a partir de nos travaux ont monté ce qui suit :
Pseudomonas aeruginosa a une sensibilité bactérienne trés élevé pour le complexe (miel+
armoise), élevé vis-a-vis le miel et I’armoise, moyenne vis-a-vis I’armoise dilué et elle a une
résistance bactérienne vis-a-vis le miel et le complexe dilués.

Abstract

The present work aims at the evaluation of the antimicrobial effect of different samples
which are the harvested honey (in July 2019; Oued Touil commune el Baydha region; Daira
Aflou; Wilaya de Laghouat) sagebrush (from the Djelfa region) and the complex (honey +
sagebrush) and the physico-chemical analyzes (density, acidity, conductivity and pH) of the
honey and the complex (honey / sagebrush).

The antibacterial activity was made by the technique of diffusion wells on the agar
medium and Muller Hinton by measuring the clear area around the well, and expressed in

minimum inhibitory concentration of honey, sagebrush and the complex.
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These samples (honey; sagebrush; and the complex) were tested before and after dilutions
(25%, 50%, 75%) to show their inhibitory effect vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa by
measuring the area of inhibition for each sample.

These experiments indicated an inhibitory effect which clearly shows the impact of these
samples on the microbial sensitivity of Pseudomonas aeroginosa. This inhibitory effect was
noted for the differents our samples tested against this strain (a bactericidal or bacteriostatic
effect or both of them).

Overall, the results obtained from our work have shown the following:

Pseudomonas aeruginosa has a very high bacterial sensitivity for the complex (honey +
sagebrush), high for honey and sagebrush, medium for diluted sagebrush and it has a bacterial

resistance to diluted honey and complex.
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