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Résumé

Cette étude a pour objectif de déterminer quelques parameétres physico-chimiques et
antibactériens de cing types de miels mono et poly floraux produits en Algérie. Les
paramétres physico-chimiques étudiés sont : le pH, ’acidité libre, la teneur en eau et la
conductivité électrique, ces analyses ont été réalisées selon les protocoles indiqués par la
commission internationale du miel.

Le pouvoir antibactérien des miels a été évalué contre sept souches pathogénes
(Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Serratia liquefaciens, Enterobacter
cloacae, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus), par
I’utilisation de deux méthodes différentes : la méthode de diffusion par disques et la
méthode de diffusion par puits. Les résultats des parametres physico-chimiques obtenus
ont révelé des variations d'un échantillon de miel a l'autre, ainsi tous les miels étudiés
sont conformes aux normes internationales de qualité exigées par le codex. Tous les
échantillons de miel ont montré une capacité inhibitrice sur la croissance bactérienne,
avec des variations en fonction des souches et du type de miel. Trois catégories de
germes ont été identifiées selon leur degré de sensibilité : souches tres sensibles,
moyennement sensibles et résistantes. Nos résultats montrent que la sensibilité des
bactéries diminuait en fonction des concentrations de miels. Les concentrations les plus
élevées de miel (100%, 75%) étaient associées a une plus grande sensibilité des bactéries,
tandis que les concentrations plus faibles (50%, 25%) étaient liées a une sensibilité
réduite. Les analyses effectués nous ont permis d’identifier la qualité, la stabilité du miel

dans le temps et aussi de révéler certaines propriétés antibactériennes des miels analysés.

Mots clés : Activité antibactérienne, Miel, Paramétres physicochimiques,Qualité.



Abstract

This study aims to determine some physico-chemical and antibacterial parameters of five
types of mono and poly floral honeys produced in Algeria. The physico-chemical
analyses were carried out at the ANAP-CASSA laboratory located in Sidi Madani, the
Chiffa wilaya de Blida and the antibacterial activities were carried out at the medical
analysis laboratory «Fairouz» and the mother and child hospital located in the wilaya of
Tipaza. The physico-chemical parameters studied are: pH, free acidity, water content and
electrical conductivity, these analyses were carried out according to the protocols
indicated by the International Honey Commission. antibacterial efficacy of honeys was
evaluated against seven pathogenic strains (Pseudomonas aeruginosa ,Salmonella
enteritidis, Serratia liquefaciens, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae and Staphylococcus aureus) by using two different methods: the disc
diffusion method and the well diffusion method. The results of the physico-chemical
parameters obtained revealed variations from one honey sample to another, so that all the
honey studied complies with the international quality standards required by the codex. All
honey samples showed an inhibitory ability on bacterial growth, with variations
depending on strains and type of honey. Three categories of germs were identified
according to their degree of sensitivity: highly sensitive, moderately sensitive and
resistant strains. Our results show that the susceptibility of bacteria decreased with honey
concentrations. The highest concentrations of honey (100%, 75%) were associated with
increased bacterial sensitivity, while the lower concentrations (50%, 25%) were
associated with reduced sensitivity. The analyses carried out allowed us to identify the
quality, the stability of honey over time and also to reveal certain antibacterial properties
of the honey analyzed.

Keywords: Antibacterial activity, Honey, physicochemical parameters, Quality.
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Introduction

Le miel est un produit naturel sucré sursaturé et savoureux d'une grande valeur
nutritionnelle. Il est également utilisé dans la thérapie traditionnelle, en particulier pour
ses propriéteés anti oxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes (Cheepa et al.,
2022). Le retour a la nature s’avére trés nécessaire tant sur le plan de la médication que
sur le plan de I’alimentation. Le miel, substance naturelle produite par les abeilles (Apis
mellifera) a forte intensité énergétique, ainsi il est produit avec des couleurs, des ardmes
et des consistances tres divers selon son origine botanique (Almasaudi, 2021).

L’Algérie dispose d'une richesse floristique intéressante pour produire divers
types de miels mono et poly floraux. Ces miels varient considérablement dans leurs
propriétés physico-chimiques , organoleptiques et pollinique de sorte que la composition
du miel est plutdt variable, en fonction de son origine florale géographique (El Sohaimy
et al., 2015).

Les maladies infectieuses ont un impact croissant a I'échelle mondiale. Ceci
s'explique généralement par le phénomene de I'antibiorésistance. C'est la raison pour
laguelle de récentes études se sont concentrées sur les propriétés thérapeutiques de
certains produits naturels. Sachant que ceux-ci n'ont généralement pas d'effets
indésirables. Le miel compte parmi les produits les plus convoités. Il est bien connu pour
son activité antibactérienne, depuis l'antiquité, il est utilisé pour le traitement et la
prévention des infections des plaies. Avec l'avenement des antibiotiques, l'application
clinique du miel a été abandonnée dans la médecine occidentale moderne, bien que dans
de nombreuses culture, il soit encore utilisé (Kwakman, 2012). Pour toutes les classes
d'antibiotiques, y compris les principaux médicaments de dernier recours, la résistance
augmente dans le monde et, plus alarmant encore, trés peu de nouveaux antibiotiques sont
en cours de développement. La puissante activité du miel contre les bactéries résistantes
aux antibiotiques a suscité un regain d'intérét pour son application (Mandal, 2011).
L'efficacité et la puissance du miel contre les micro-organismes dépendent du type de
miel produit, qui dépend de son origine botanique, de la santé de I'abeille, de son origine
et de la méthode de traitement (Almasaudi, 2021).

Dans ce contexte, le présent travail s’intéresse a etudier quelques caractéristiques
physico-chimiques notamment le pH, I’acidité libre, la teneur en eau et la conductivité
électrique et identifier le pouvoir antibactérien de cing types de miels mono et poly
floraux produits en Algérie contre certaines bactéries pathogenes pour I’homme. Les
analyses effectuées permettent d'identifier la qualité, la stabilité du miel dans le temps et

aussi d’évaluer la propriété antibactérienne des miels choisie pour cette étude.
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Introduction

Ce document est diviseé en deux parties, une partie bibliographique qui a porté sur
I’¢laboration du miel, la description de ses différents composés et les propriétés des
miels, et une partie expérimentale, rassemblant les méthodologies utilisées pour les

analyses physico-chimiques et antibactériennes, les résultats obtenus et leurs discussions.
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I.1.Elaboration du miel et description de ses différents composés
1.1.1.Définition du miel

Le miel est une substance naturelle sucrée produite par les abeilles Apis mellifera
a partir du nectar de plantes ou a partir de sécrétions provenant de parties vivantes de
plantes ou a partir d'excrétions d'insectes butineurs laissées sur les parties vivantes de
plantes, que les abeilles butinent, transforment en les combinant avec des substances
spécifiques qu'elles sécrétent elles-mémes, déposent, deshydratent, emmagasinent et

laissent affiner et marir dans les rayons de la ruche (Codex Allimentarius, 2001).

I.1.1.1.Elaboration du miel

Le miel est un produit élaboré par les abeilles selon un processus de
transformation. Les abeilles ouvriéres prélévent le nectar ou le miellat qu’elles
emmagasinent dans leurs jabots. A ce niveau, le saccharose est transformé en fructose et
en glucose (sucres simples), sous 1’action de la gluco-invertase contenue dans leurs
salives (Gonnet, 1982).

1.1.1.2.0rigine du miel

Le miel provient des plantes, notamment de leur séve. Il est extrait de deux facons
des vaisseaux qui la contiennent et on parle de miels de nectar et miel de miellat. Bien
que les miels de miellat et les miels de nectar puissent étre différenciés par I'analyse
physico-chimiques ; puisque les miels de miellat ont un pH, une acidité, une conductivité
électrique plus éleveés et une couleur plus foncée (Schweitzer, 2004).

Le miel de miellat est principalement produit a partir des sécrétions des parties
vivantes des plantes ou des excrétions laissées par les insectes suceurs tels que les
pucerons. (Marchenay, 1988).

Le miel de nectar est une substance sucrée naturelle produite par les abeilles Apis
mellifera a partir du nectar des plantes (Directive, 2001). Le nectar est une substance
sucrée produite par les nectaires floraux ou extra-floraux, qui se forme a partir de la séve
élaborée des plantes (Marchenay, 1988).

Les miels mono floraux sont élaborés a partir du nectar et/ou du miellat provenant
majoritairement d’une seule espece végétale. Pour qu'un miel soit considéré comme uni

floral, il doit étre composé a 80% de la méme espéce végétale (Gonnet, 1982).
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Les miels multi floraux, également connus sous le nom de miels toutes fleurs, sont
généralement catégorisés en fonction des zones ou des périodes de récolte ainsi que en
fonction de leur lieu ou de leur saison de production (Donadieu, 1984).

Les analyses polliniques peuvent étre utilisées pour différencier entre le miel
monofloral et le miel polyfloral. L'analyse consiste & examiner les grains de pollen
présents dans le miel pour identifier les sources florales utilisées par les
abeilles(Marchenay, 1988).

1.1.1.3.Composition des miels

La composition du miel dépend principalement des sources de butinage. Il varie en
fonction de I’origine florale. Signalent que plusieurs facteurs peuvent influencer la
composition chimique du miel tel que la nature du sol, les conditions climatiques, les
conditions de stockage et la compétence des apiculteurs (Shin et Ustunol, 2005). La race
d’abeille peut aussi influencer la composition chimique du miel. La composition du miel
varie d’un échantillon a 1’autre, généralement, le miel contient des éléments majeurs et
des éléments mineurs (Domerego et al., 2009).

Le miel est principalement composé de glucides et d'eau. Les glucides représentent
de 95 & 99% de la matiere séche des miels. Chaque miel susceptible de contenir une
bonne dizaine de sucres ce sont des mono, di ou tri-saccharides représentaient les 80% du
poids total de miel. Deux types de sucres, le glucose et le fructose, représentent 80% du
miel, mais leurs proportions varient en fonction de la flore butinée (Gleiter et al., 2006).
D’autres sucres tels que le maltose 7,2%, le saccharose 1,5% et quelque oligosaccharide
4,2% sont présents dans le miel (Shin et Ustunol, 2005).

L’eau est présente en quantité non négligeable puisque sa teneur moyenne est de
17.2%, cette valeur peut varier. Les abeilles sont capables de détecter la teneur en eau du
miel et d'operculé les alvéoles lorsque celle-ci approche les 18%, assurant ainsi la
protection et la maturation du miel (Bogdanov S, 2003). Le miel contient en petites
quantités les composants suivants :

-Les acides organiques

La plupart des acides organiques du miel proviennent des nectars des fleurs ou des
transformations opérées par l’abeille. On y trouve également une vingtaine d’acides
organiques comme 1’acide acétique, 1’acide citrique, 1’acide lactique, I’acide malique,
fixés d’origine végétale, responsables de la perception de I’arome naturel des miels
(Gonnet et Vache, 1984).
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-Les enzymes
Le miel contient un certain nombre d'enzymes, dont le glucose oxydase, I'invertase
et I'amylase, qui semblent provenir des abeilles. Le glucose oxydase joue un role essentiel
dans l'activité antibactérienne des miels ainsi que dans la génération d'acide gluconique.
L'enzyme invertase catalyse la conversion du saccharose obtenu a partir du nectar
(Saranraj et Sivasakthi, 2018).
-Les composes aromatiques
Le miel contient de nombreuses substances aromatiques a 1’état de traces et qui lui
donnent sa saveur. I’ardme de miel dépend de la composition de fraction volatile, qui est
sous I’influence de la composition de nectar et d’origine florale (Cuevas-Glory et al.,
2007).
-Les vitamines
Le miel est un aliment pauvre en vitamine. Toutes les vitamines identifiées sont
hydrosolubles, la plus importante étant la vitamine C avec une teneur variant de 0 a
30% selon T’origine du miel. Les autres vitamines détectées sont la riboflavine, la

biotine et la thiamine ainsi que d’autres vitamines du groupe B (Ciulu et al., 2011).

1.2.Les propriétés des miels

1.2.1 Propriétés physico-chimiques
Les propriétés physico-chimiques du miel sont d'une grande importance et leur

interprétation permet non seulement de déduire la fraicheur du miel, mais aussi les
conditions optimales de stockage du miel et sa qualité (Bognanov, 2011).
1.2.1.1. Teneur en eau

La teneur en eau est un parameétre de qualité important qui doit étre déterminé
afin d'éviter le pourrissement du miel di a la fermentation. Elle n'est pas comme d'autres
parameétres qui sont facultativement acceptés, car elle affecte a la fois la qualité et la
durée de conservation du miel (Bogdanov et al., 2004). La commission internationale du
miel (IHC) est fixée une limite maximale de 20 ml d'eau/100 g de miel pour tout
échantillon de miel accepté pour le commerce du miel. La teneur en humidité du miel est
évaluée par indice de réfraction (Sanchez et al., 2010).
1.2.1.2. Conductivité électrique

La conductivité électrique est une mesure de la capacité d'un corps a permettre

le passage du courant électrique. Dans le cas du miel, cette conductivité dépend de sa
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teneur en minéraux et de son niveau d'acidité, et elle tend a étre plus élevée lorsque ces
facteurs sont plus importants (Bognanov, 2011). La conductivité électrique varie

considérablement selon l'origine florale du miel, et elle est considerée comme l'un des

meilleurs indicateurs pour différencier les miels provenant de différentes sources
florales (Terrab et al., 2004).

1.2.1.3.PH

Le pH de miel est relativement acide variant entre 3,5 et 5,5; en raison de la
présence d'acides organiques qui contribuent a la saveur de miel et sa stabilité contre les
microbes (Bogdanov et al., 2004). Le nectar, qui est I'élément de base du miel, a un pH
compris entre 3,5 et 4,5, tandis que le miel de miellat présente un pH légerement plus
élevé, variant de 4,5 a 5,5 (Gonnet, 1986).
1.2.1.4.Acidité libre

L'acidité du miel est due a la présence des acides organiques, en particulier de

I'acide gluconique,(Al-khalifa et Al-arify, 1999). Certains de ces acides proviennent du
nectar et d’autres de miellat, mais leur origine principale est recherchée du coté des
sécrétions salivaires de 1’abeille (Bogdanov et al., 2004). L’acidité libre c’est un
paramétre légal et indice de fermentation de miel qui est un critére important de la
qualité. Selon le Codex Alimentarius, la valeur moyenne de I'acidité autorisée ne doit pas

dépasser 50 milliéquivalents d'acide par kilogramme (Codex Allimentarius, 2001).

1.2.2.Propriétés antimicrobienne

Plusieurs études ont mis en évidence l'activité antimicrobienne in vitro du miel,
qui peut inhiber la croissance de micro-organismes tels que les bactéries, les
champignons et les virus. 1l a été demontré que le miel posséde des activités
bactériostatiques et bactéricides sur de nombreuses souches, y compris certaines qui sont
résistantes aux antibiotiques (Zumla et Lulat, 1989).

Le miel peut étre efficace contre un large éventail d'especes fongiques, l'activité
antifongique du miel est attribuée & sa capacité a perturber la membrane cellulaire des
champignons et a interférer avec leurs processus metaboliques. Il peut étre utilisé par voie
topique pour traiter les infections fongiques de la peau et des ongles telles que le pied
d'athlete et la teigne (Kwakman et al., 2010).

Il a été démontré que le miel posséde une activité antivirale contre une variété de

virus en laboratoire. On pense que l'activité antivirale du miel est due a sa capacité a
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interférer avec I'entrée du virus dans les cellules hotes, ainsi que sa capacité a perturber la
réplication et I'agrégation virales (Al-Waili, 2011).
1.2.2.1.Activité antibactérienne des miels
Le miel présent une activité antibactérienne contre de nombreuses bactéries dans
différents environnements. Les composants naturels du miel ont diverses activités contre
différents micro-organismes. Il a été clairement démontré que plusieurs mécanismes sont
impliqués dans les propriétes antibactériennes du miel et agissent en synergie, notamment
I’osmolarité, le pH acide, le systéme peroxyde d’hydrogéne (inhibine) et de défensine-1
(Cavelier, 2013). La teneur en substances antibactériennes dans le miel peut varier en
fonction de nombreux facteurs, tels que la variété de la plante a partir de laquelle le miel
est produit, le lieu et les conditions climatiques ou la plante a été cultivée, la saison de la
récolte et de stockage du miel (Alvarez-Suarez et al., 2014).
-L’osmolarité
En raison de la forte teneur en sucre du miel, la pression osmotique du miel est
géneralement éleveée, ce qui entraine une faible activité de I'eau (aw) avec un intervalle
signalé de 0,562 a 0,62 (Bogdanov et al., 1997), ce qui confére a I'osmolarité un réle
essentiel dans I'activité antimicrobienne des miels non dilués. En effet, la croissance de
nombreuses especes bactériennes est completement inhibée lorsque I'activité de I'eau est
dans l'intervalle de 0,94 a 0,99 (Molan, 1992).
-Le pH
Le pH du miel est relativement acide qui peut ralentir ou prévenir la croissance de
plusieurs espéces bactériennes (Cavelier, 2013). Cette acidité, qui se situe entre pH 3,2 et
4,5, est causee par la présence d'acides organiques, notamment l'acide gluconique, qui
confére au miel sa forte efficacité antibactérienne. Bien que le pH acide du miel pur non
dilué contribue grandement a son potentiel antimicrobien, il ne suffit pas a inhiber la
croissance de plusieurs types de bactéries lorsqu'il est dilué dans des liquides corporels ou
des aliments (Molan, 1992).
-Le peroxyde d’hydrogéne
Le peroxyde d'hydrogéne, également connu sous le nom d'eau oxygénée (H20>), est
considéré comme I'un des principaux inhibiteurs présents dans le miel. L'eau oxygénée et
I'acide gluconique contribuent a I'acidité du miel, ce qui rend I'environnement peu propice
au développement de colonies bactériennes (Cavelier, 2013). Ces deux substances sont

produites suite a l'oxydation du glucose et de I'eau, provoquée par la glucose-oxydase.
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Cependant, la catalase, qui agit comme antagoniste de la glucose-oxydase, réduit la
concentration d'eau oxygénée. (Bogdanov et Blumer, 2001) (Figure 1).

f | 3 N . i
GIUCOSe-0Xvydase

Glucose + eau + O, sl Acide gluconique + H,0,

Figure 1: Production de peroxyde d'hydrogene (H202) ( Cavelier ,2013).

-La défensine-1

La défensine est une protéine fabriquée par la glande hypophrygienne des abeilles.
Elle est retrouvée dans le miel et la gelée royale. Il a été récemment démontré que la
pluparts des propriétés antibactériennes du miel sont dues a cette protéine. La défensine
agit en ciblant spécifiquement les bactéries, en perturbant leur membrane cellulaire et en
interférant avec leur fonctionnement. Il interagit avec les lipides présents dans les
membranes bactériennes, ce qui entraine leur rupture et la fuite des composants
cellulaires essentiels. Cela conduit finalement a la destruction de la bactérie. la présence
de défensine dans le miel peut varier en fonction de différents facteurs, tels que I'espéce
d'abeille, le régime alimentaire et les conditions environnementales (Kwakman et al.,
2010).

1.3.Description des souches testees

Le tableau | présente les caractéristiques générales et la taxonomie de sept souches
bactériennes, a savoir Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Serratia
liquefaciens, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae et

Staphylococcus aureus.
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Tableau | : Les caractéristiques et la taxonomie de sept souches bactériennes testées.

les souches Généralités
testées
Staphylococcus aureus est une bactérie a Gram positif de forme cocci, disposee
=} en amas, en diplocoques, en courtes chainettes ou en grappes de raisin. Cette
aureus | bactérie est immobile, asporulée et peut parfois étre encapsulée(Jean-Loup et
al., 2000)
Staphylococcus aureus est une espece faisant partie du Bacillota, la Classe
Bacilli, Ordre Bacillales et la Famille Staphylococcaceae (Schoch et al., 2020).
Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram négatif qui se présente sous la
forme de batonnets droits ou légerement incurvés. Elle posséde un unique
F’_- flagelle polaire, ce qui lui permet de se déplacer(Denis et al., 2007).
aertiginosa Pseudomonas aeruginosa est une espece faisant partie du phylum
Pseudomonadota, classe Gammaproteobacteria, de I'ordre Pseudomonadales et
de la famille Pseudomonadaceae (Schoch et al., 2020).
Salmonella enteritidis est une bactérie & Gram négatif, de forme bacille. Elle est
S, souvent mobile grace a la présence de flagelles qui lui permettent de se déplacer ,
enteritidis C’est une bactérie facultativement anaérobie (Korsak et al., 2004).
Salmonella enterica est une espece faisant partie du phylum Pseudomonadota, la
Classe Gammaproteobacteria, Ordre Enterobacterales et la Famille
Enterobacteriaceae (Schoch et al., 2020).
Proteus mirabilis est une bactérie a Gram négatif, forme bacilles polymorphes, ce
P. qui signifie qu'elle peut avoir différentes tailles et formes. Elle est hautement
mirabilis

mobile grace a ses flagelles et ne produit pas de spores(Nakahara et al., 1996).
Proteus mirabilis est une espece faisant partie du phylum Pseudomonadota,
Classe Gammaproteobacteria, Ordre Enterobacterales et la Famille
Morganellaceae (Schoch et al., 2020).
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Tableau I1 : Les caractéristiques et la taxonomie de sept souches bactériennes testées

(suite).

Serratia liquefaciens est une bactérie & Gram négatif, de forme bacille. Elle a une
structure de batonnet. Mobile grace a la présence de flagelles péri-trichiques. Elle

S. est facultativement anaérobie, mais elle préfere généralement un environnement
LSl aérobie (Givskov et al., 2006).
Serratia liquefaciens est une espéce faisant partie du phylum Pseudomonadota,
Classe Gammaproteobacteria, Ordre Enterobacterales et la Famille Yersiniaceae
(Schoch et al., 2020).
Enterobacter cloacae est une bactérie a Gram négatif, de forme bacille, qui est
& mobile, non sporulée et aéro-anaérobie (John et al., 1982).
dlpEEas Enterobacter cloacae une espéce faisant partie du phylum Pseudomonadota,
Classe Gammaproteobacteria, Ordre Enterobacterales et la Famille
Enterobacteriacea (Schoch et al., 2020).
Klebsiella pneumoniae est une bactérie a Gram négatif, non mobile et de forme
en batonnet. Elle posséde une capsule qui lui confere une protection
pneurlr<1'oniae supplémentaire(Paczosa et Mecsas,2016).

Klebsiella pneumoniae une espece faisant partie du phylum Pseudomonadota,
Classe Gammaproteobacteria, Ordre Enterobacterales et la Famille
Enterobacteriacea (Schoch et al., 2020).




Chapitre 11
Matériel et méthodes




II.Matériel et méthodes

Notre étude expérimentale consiste a réaliser quelques analyses physico-
chimiques, et tester I’effet antibactérien de 5 échantillons de miels mono et poly floraux
produits en Algérie. Les paramétres physicochimiques analysés sont : la teneur en eau, le
pH, I’acidité libre et la conductivité électrique. L’évaluation du pouvoir antibactérien a
été testé contre sept souches bactériennes pathogénes: Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, Serratia liquefaciens, Enterobacter
cloacae, Proteus mirabilis et Klebsiella pneumoniae. La partie expérimentale s'est étalée
sur une période allant du mois de février jusqu'au mois de mai de I’année 2023. Les
analyses physico-chimiques ont été réalisées au niveau du laboratoire ANAP-CASSA
situé a sidi Madani, la Chiffa wilaya de Blida. Les activités antibactériennes ont été
réalisées au niveau du laboratoire d’analyses médicales « Fairouz » et a 1’hopital meére et
enfant situées dans la wilaya de Tipaza.

I1.1. Matériel
I1.1.1.Matériel non biologique

L'ensemble des équipements, verreries et les consommables utilisés dans notre
étude physicochimiques et microbiologiques sont illustrés au niveau des Annexes | et 1.
11.1.2.Matériel biologique
11.1.2.1.Les échantillons de Miel

Cette étude a porté sur cing échantillons de miel mono floraux et poly floraux,
collectées par les apiculteurs. Les miels sont classés selon leurs origines florales et leurs
provenances telle que déclaré par D’apiculteur (Tableau ). Les échantillons sont
conditionnés dans des bocaux hermétiques, et conservés a 4°C de I’abri de la lumiére

pour des analyses ultérieurs (Figure 2).

Tableau 111 : Description des différents échantillons du miel utilisés.
N° d'échantillon Uygeol: r_nlel Lieu de récolte | Année de récolte
(Appellation)
1 s Miel de Jujubier Djelfa 2022
o
2 T Miel d'agrume La Mitidja 2022
c
o
3 = Miel d'eucalyptus Tipaza 2022
- Miel de toutes
q £ fleurs de Tipaza 2022
= montagne
> .
S Miel de toutes .
E o fleurs de steppe Djelfa 2022
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Figure 2: Les échantillons de miel.

11.1.2.2.Les souches bactériennes utilisees
Nous avons utilisé sept souches bactériennes. Une souche a Gram positif,

Staphylococcus aureus, et d’autres a Gram négatif, a savoir Pseudomonas aeruginosa
Salmonella enteritidis, Serratia liquefaciens, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, et
Klebsiella pneumoniae ont été préalablement isolées dans des milieux sélectifs. Les
bactéries Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa ont été isolées a partir de
prélevements de pus, conformément aux protocoles suivis a I'hdpital. Les autres souches
proviennent de la collection du laboratoire de microbiologie de I'n6pital mére et enfant,
situé dans la wilaya de Tipaza, Ces souches ont été repiquées et identifiées.
11.2.Méthodes
11.2.1.Analyse physico-chimiques des miels

La détermination des parameétres physico-chimiques permet de vérifier leur
qualité selon les normes internationales du codex alimentaire (Codex Allimentarius,
2001) et celles de la commission européenne (Directive, 2001). Les analyses physico-
chimiques des échantillons de miels sont réalisees selon les techniques d’analyses
recommandées par la commission internationale du miel (IHC) publiées par (Bogdanov
et al., 1997) et actualisées par (Bogdanov et al., 2001). Les parameétres analysés sont : la
teneur en eau, la conductivité électrique, le pH, teneur en acidité libre. Lors de I’analyse,
chaque échantillon est traité a part, apres chaque prélevement, un nettoyage de la spatule
avec ’eau distillée est nécessaire pour que chaque miel garde ses propriétés.
11.2.1.1.Détermination de la teneur en eau

La détermination de la teneur en eau est obtenue par la mesure optique des indices
de réfraction des miels. Les indices de réfractions sont convertis en teneur en eau selon la
table de CHATAWAY cité par (Bogdanov et al., 1997). La détermination de la teneur en
eau de nos échantillons de miel est réalisée au moyen d’un réfractométre digital (Annexe

1). La détermination de la teneur en eau s’effectue par la mesure optique de I’indice de
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réfraction (IR) du miel a 20°C. Il s’agit du rapport de la vitesse de la lumiere dans le vide
sur la vitesse de la lumiere dans la substance. La méthode consiste & prendre une petite
quantité de miel dans un tube hermétiquement fermé qui est placé dans un bain marie
(Annexe 1), a une température qui ne dépasse pas 50°C et cela afin de supprimer la
cristallisation. Laisser revenir le miel a température ambiante, puis au moyen d’une
baguette en verre, répartir une goutte de miel est déposée sur la surface du prisme au fond
de la cavité. Les résultats affichés sur I'appareil de refractomeétre seront convertis a l'aide
de la table de CHATAWAY, qui indique la teneur en eau correspondante. Les résultats
obtenus sont enregistrés dans un fichier Excel.
11.2.1.2.Détermination du pH et de D’acidité libre par titrage de pHau point
équivalent
La détermination du pH et le dosage de I'acidité libre des échantillons de miels sont
réalisés grace a un pH mettre de type Hanna (Annexe 1) que nous avons étalonné a pH 7
et pH 4. La mesure du pH est réalisée sur une solution de miel 10% mv. Ainsi 10 g de
miel sont dilués dans 75 ml d’cau distillée, bien agité a 1’aide d’un agitateur mécanique.
Lorsqu’on prolonge 1’¢lectrode dans la solution de miel, la mesure du pH s’affiche
directement sur 1’écran de 1’appareil et la valeur est enregistrée avec deux décimales.
Pour déterminer l'acidité libre dans un échantillon de miel, dans un bécher nous
avons dissous 10 g de miel dans 75 ml d'eau distillée, puis agité la solution a l'aide d'un
agitateur magnétique. Le pH initial est mesuré a l'aide d'un pH-metre, et la solution de
miel est titrée avec une solution de soude a 0,1 M jusqu'a ce que le pH atteigne 8,3. Apres
avoir noté le volume de la solution de soude utilisée lors de la titration, I'acidité libre est

calculée en milliéquivalents par kilogramme de miel a partir de la formule suivante :

AL (meqg/kg) =Vnaon (Volume de titrage en ml) x10

10 : Le facteur de conversion pour exprimer I’AL par kg de miel.

VnaoH : Volume de la soude en (ml) nécessaire a la neutralisation de la solution de miel.

11.2.2.3.Conductivité électrique

La conductivité electrique d'une solution de miel a 20% de masse volumique a été
mesurée a 20°C en utilisant un conductimetre (Annexe 1). Cette mesure permet de
déterminer la quantité de particules chargées présentes dans la solution et leur mobilité,
exprimée en milli siemens par centimétre (ms.cm™). Le conductimétre utilisé pour

effectuer cette mesure est de type basic qui a été calibré a 1413ps.cm™ puis a 500 ps.cm™,
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Pour réaliser cette méthode, il faut d'abord prendre une quantité de 10g de miel et la
placer dans un bécher de 50ml. Ensuite, le miel est dissous en ajoutant de I'eau distillée
jusqu'a atteindre un volume total de 50ml. Cette solution est ensuite transférée dans un
autre bécher qui est ensuite placé dans un bain marie (Annexe 1), a une température de
20°C. Une fois que la température souhaitée est atteinte, I'électrode du conductimétre est

immergée dans le bécher afin de mesurer la conductivite électrique.

11.2.2.Evaluation de I'activité antibactérienne
11.2.2.1.La mise en culture des bactéries
Les souches isolées ont été ensemencées en surface sur des milieux non sélectifs
Chrom-Agar et gélose au sang, ainsi que sur les milieux sélectif Chapman, Hektoen et le
milieu différentiel modérément sélectif XLD (xylose-lysine-désoxycholate). Les boites
ensemencées ont été incubées dans une étuve pendant 24 a 48 heures a une température
de 37°C.
11.2.2.2.Examen macroscopique des colonies
L'aspect des colonies bactériennes peut varier en fonction de divers facteurs, tels
que la bactérie, le milieu de culture et les conditions de croissance. Cependant, il est
possible de décrire certaines caractéristiques générales des colonies bactériennes (taille,
forme, couleur, texture, transparence, bordure et odeur) (Hart et Shears, 1997).
11.2.2.3.Coloration de Gram des bactéries isolées
La coloration de Gram est une technique de coloration différentielle (AnnexeIV)
utilisée en microbiologie pour distinguer les bactéries Gram-positives et Gram-négatives
en fonction de la structure de la paroi cellulaire (Astier-Théfenne et al., 2014).
La coloration de Gram est réalisée comme suite :
> Préparer la lame de microscope pour étaler le frottis bactérien en une fine couche.
> Fixer le frottis bactérien a la chaleur du bec Bunsen.
» Recouvrir la lame par le violet de Gentiane (cristal violet) pendant 1min. Eliminer
I'exces par I'eau courante.
Ajouter du Lugol et appliquer pendant 1min, jeter I'excés par I'eau courante.
Traiter a I'alcool pendant quelques secondes (10-15 secondes), puis rincer a I'eau
Recolorer a la Fuschine pendant 60 a 75 secondes, rincer a I'eau puis. Puis secher

YV V VYV V

Observer au microscope optique la lame colorée en ajoutant une goutte de I’huile

a immersion (objectifx100).
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11.2.2.4.Caractérisation biochimique des bactéries
Il existe de nombreux tests pour caractériser les bactéries sur le plan biochimique,
nutritionnel et physiologique.
-Test d’oxydase
Le test d’oxydase est utilisé pour identifier la présence d'enzyme oxydase chez les
bactéries. Le principe de ce test est de détecter la capacité d'une bactérie a produire de
I'oxydase. La méthode consiste a déposer un disque oxydase sur une lame, puis a gratter
une colonie de bactérie isolée sur le disque a l'aide d'une pipette Pasteur. Ensuite, apres
quelques secondes, s'il prend une teinte bleue ou violette, cela indique une oxydase
positive, tandis que s'il reste incolore, cela indique une oxydase négative (Denis et al.,
2007).
-Test de catalase
Le test de catalase est utilisé pour déterminer la présence de lI'enzyme catalase
dans une bactérie. Cette enzyme est responsable de la conversion du peroxyde
d'’hydrogéne en eau et en oxygeéne. Le test consiste a ajouter une goutte de peroxyde
d'hydrogene (H202) sur une culture bactérienne et & observer la réaction. Une réaction
positive, telle que la formation de bulles d'oxygéne, indique la présence de catalase dans
I'échantillon. Ce test est couramment utilisé en microbiologie pour différencier les
bactéries Gram positifs qui produisent de la catalase de celles qui n'en produisent pas
(Hart et Shears, 1997).
-Le test de coagulase
Le test de coagulase est utilisé pour différencier les souches de Staphylococcus
aureus, une bactérie pathogene, des autres staphylocoques a coagulase négatifs. La
coagulase est une enzyme produite par S. aureus qui permet a la bactérie de coaguler le
fibrinogéne présent dans le sang. Le test de coagulase se réalise en inoculant une souche
bactérienne a tester dans un tube contenant du plasma humain. Si la bactérie produit de la
coagulase, elle va agir sur le fibrinogene du plasma, entrainant une coagulation visible
sous la forme d'un caillot dans le tube. Un résultat positif indique la présence de S.
aureus, tandis qu'un résultat négatif indique qu'il s'agit probablement d'un staphylocoque
coagulase négatif (Jean-Loup et al., 2000).
-Galerie d'identification API120NE et API20E :
L'API 20 NE est un systeme standardisé utilisé pour l'identification des bacilles a
Gram négatif non fermentaires et non fastidieux tels que Pseudomonas, Acinetobacter,

Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc. Ce systeme combine 8 tests
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conventionnels, 12 tests d'assimilation et une base de données pour faciliter

I'identification précise des bactéries (Bosshard et al., 2006) (Dance et al., 1989).

La technique des galeries APl 20E est une méthode miniaturisée et standardisée
utilisee pour l'identification des bactéries a Gram négatif, notamment les entérobactéries.
Elle se compose de 20 micro tubes contenant des substrats déshydratés (Popovic et al.,
2007).

Le mode opératoire comprend les étapes suivantes :

> Préparez une suspension bactérienne en diluant une colonie bactérienne fraiche
dans 5 ml d'eau distillée stérile jusqu'a obtenir une opacité équivalente a 0,5 unité
de McFarland.

» Placez la galerie API dans une boite d'incubation.

» Remplissez les tubes et les cupules des tests requis avec la suspension
bactérienne. Pour les autres tests, remplissez uniquement les tubes.

> Pour les tests nécessitant une anaérobiose (uniquement pour le kit APl 20E),
remplissez la cupule correspondante avec de I'huile de vaseline stérile.

» Refermez la boite d'incubation et incubez a 37°C pendant 18 a 24 heures.

» Apreés l'incubation, examinez les résultats de chaque test en notant les
changements de couleur et les réactions biochimiques observes.

> Utilisez la table de résultats fournie avec le kit API pour interpréter les réactions

et identifier la bactérie testée.

11.2.2.5.Antibiogramme

Selon Jehl et Cattoen (2016), l'antibiogramme est une technique utilisée pour
tester la sensibilité d'une bactérie a différents antibiotiques. Cette méthode consiste a
cultiver la bactérie en présence de différents antibiotiques, puis a observer sa croissance
ou son absence de croissance pour déterminer I'efficacité de chaque antibiotique. Les
résultats obtenus permettent de choisir le traitement antibiotique le plus approprié pour
traiter I'infection bactérienne.

Une suspension bactérienne a été préparée pour chagque souche testée, dans des
conditions aseptiques. Pour ce faire, nous avons prélevé avec une anse de platine
quelques colonies bien isolées et identiques d'une culture pure de 18 a 24 heures. Ensuite,
nous avons déchargé soigneusement I'anse dans 5 a 10 ml d'eau distillée stérile. Bien

homogénéiser la suspension bactérienne jusqu'a ce que son opacité soit équivalente a 0,5




II.Matériel et méthodes

MF. Enfin, il est important de réaliser I'ensemencement dans les 15 minutes qui suivent la
préparation d'inoculum(Collaboration de ’OMS, 2020).

L'ensemencement consiste a tremper un écouvillon stérile dans la suspension
bactérienne, puis a I'essorer en le pressant fermement sur la paroi interne du tube pour
éliminer le maximum de liquide. Ensuite, I'écouvillon est utilisé pour frotter toute la
surface du milieu gélosé de Muller Hinton dans des boites de Pétri. Cette opération doit
étre répétée trois fois en tournant la boite de 60° a chaque fois et en faisant pivoter
I'écouvillon sur lui-méme. Enfin, I'ensemencement est terminé en passant I'écouvillon sur
la périphérie de la surface gélosée (Collaboration de I’OMS, 2020).

-Application des disques

Les disques choisis sont posés a I’aide d’une paire de pinces stériles. Ils doivent
étre appliqués a plat sans glissement et laissez un espace de 15 mm entre le bord de la
boite et les disques périphériques, et assurez-vous que les centres de deux disques sont
espaces d'au moins 30 mm pour éviter que les zones d'inhibition se chevauchent (Jehl et
Cattoen, 2016).

-Le choix des antibiotiques :

Selon la table de lecture établie par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS),
Le choix des antibiotiques s'effectue en fonction de la bactérie identifiée. Dans notre cas,
les antibiotiques testés pour Pseudomonas aeruginosa,Staphylococcus aureus,Salmonella
enteritidis, Serratia liquefaciens, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, klebsiella
pneumonie, sont cités dans les tableaux suivants (Collaboration de I’OMS, 2020).

Tableau 1V : les antibiotiques testés pour Pseudomonas aeruginosa.

Familles Antibiotiques testées Abréviations
Bétalactamines Pipéracilline PIT
Bétalactamines Tétracycline TCC
Bétalactamines Céftazidime CAZ

Aminoside Tobramycine TOB
Aminoside Amikacine AK
Macrolide Azithromycine AZM
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Tableau V : les antibiotiques testés pour Staphylococcus aureus.

Familles Antibiotiques testées Abréviations
Bétalactamines Cefoxitine Fox
Bétalactamines Céftazidime CAZ

Aminoside Amikacine AK
Aminoside Gentamicine GN
Aminoside Kanamycin K30
Quinolones Ciprofloxacine CIP
Glycopeptide Vancomycine VA
Macrolide Azithromycine AZM

Autre Acide fusidique FC

Tableau VI : les antibiotiques testés pour Salmonella enteritidis, Serratia liquefaciens,

Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, klebsiella pneumonie.

Familles Antibiotiques Testées Abréviations
Bétalactamines Ampicilline AM
Bétalactamines Imipénem IMP

Aminoside Gentamicine GM
Quinolones Ciprofloxacine CIpP
Quinolones Acide Nalidixique NA

Autre Fosfomycine FF
-La lecture :

Aprés incubation des échantillons a 37°C pendant 18 a 24 heures, des zones
claires d'un diameétre variable apparaissent autour des disques. Ces zones correspondent a
des zones d'inhibition ou de sensibilité, et leur lecture consiste a mesurer leur diamétre a
I'aide d'un pied a coulisse pour chaque disque d'antibiotique testé. Les valeurs mesurées
sont ensuite comparées aux valeurs critiques figurant dans une table de lecture, afin de
classer les bactéries dans l'une des catégories suivantes : Sensible, Intermédiaire ou
Résistante, en fonction de la zone d'inhibition observée. Il convient de noter que cette
étape permet d'évaluer l'efficacité de I'antibiotique contre la bactérie testee (Jehl et
Cattoen, 2016).
11.2.2.6.Evaluation de I’activité antibactérienne des miels

Afin de mesurer l'activité antibactérienne des souches bactériennes identifiées,
deux methodes ont eté utilisées : la méthode de diffusion par disques et la méthode de

diffusion par puits.
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-Préparation des différentes dilutions du miel
Les cing échantillons de miel (miel de Jujubier, miel d'agrume, miel de toutes
fleurs de montagne, miel de toutes fleurs de steppe) ont été dilués a différentes

concentrations (25%, 50%, 75% et 100%) en utilisant de I'eau distillée stérile.

Figure 3 : Préparation des dilutions du miel

-Méthode de diffusion par disque
La méthode de diffusion par disque, également appelée méthode de Kirby-Bauer,
est couramment utilisée pour évaluer I'activité antibactérienne de miel. Selon Cooper et
al. (2000), la méthode consistes a :
» Ensemencer des boites contenant du milieu MH en utilisant la méthode
d'écouvillonnage.
> Déposer des disques de papier buvard d'un diamétre de 6 mm imbibés au
préalable de différentes dilutions de miel et les disques témoins seront imprégnés
dans I’eau distillée stérile représentant les témoins négatifs.
> Laisser les boites de Pétri sur la paillasse pendant 30 minutes pour un pré
diffusion, puis les incuber a 37°C pendant 24 heures.
Aprés incubation, mesurer le diamétre de la zone d'inhibition de la croissance
bactérienne autour des disques imbibés de miel en utilisant un pied a coulisse.
-Méthode de diffusion par puits
La méthode de puits, également, est une autre méthode couramment utilisée pour
évaluer l'activité antibactérienne de miel. Cette méthode est similaire a la méthode de
diffusion par disque, a I'exception que des puits sont faits dans la gélose plut6t que des
disques de papier buvard (BELHAJ et al., 2016). Il faut alors procéder a :

19
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> Faire des puits en 6 mm dans la gélose avec une pipette Pasteur flambée et

refroidie.
» Remplir chaque puits avec une dilution différente de miel a 1’aide d’une

micropipette en ajoutant environ 100 pl et les disques témoins seront rempli par

I’eau distillée représentant les témoins négatifs.

Apres incubation, mesurer le diamétre de la zone d'inhibition de la croissance
bactérienne autour de chaque puits en utilisant un réglet calibré.

-Lecture
Vu l'absence d'une référence de lecture,le seuil de sensibilité utiliser pour

interpréter les résultats est le suivant (Merah et al., 2010) :
e Germe résistant (R) si le diametre est inférieur a 10 mm.
e Germe sensible (S) si le diamétre est supérieur a 10 mm.

e Germe de sensibilité intermédiaire () si le diamétre est égal a 10 mm.
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I11.1. Analyse physico-chimiques des miels

111.1.1.Détermination de la teneur en eau

La teneur en eau est un paramétre important pour 1’évaluation du degré de
maturité de miel, sa durée de vie, conditionne sa conservation et sa stabilité dans le
temps. La figure 4, représente les valeurs de la teneur en eau obtenues pour les

échantillons de miels analyses.
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Figure 4 : Teneur en eau des miels analysés

Nous constatons que les échantillons de miel étudiés ont une teneur en eau qui
varie entre 13,4 % et 20,4 %. Ces valeurs se situent dans les normes internationales de
Codex Alimentarius 2001, et de la directive de miel, qui fixées cette teneur a moins de
20%. 1l convient de noter que I'échantillon 3, provenant du miel d'eucalyptus, présente
une teneur en eau légérement plus élevée que les autres échantillons.

Les résultats des différentes études menees sur les miels de plusieurs pays, dont le
Bénin, I'Algérie et le Maroc, ont montré des variations significatives de la teneur en eau.
Selon Azonwade et al. (2018) , la teneur en eau du miel béninois est comprise entre
12,1% et 13,2%. De méme, I'étude menée par ACHOUR et KHALI (2014) sur les miels
algériens a révélé des valeurs comprises entre 13% et 15%, tandis que les miels de la
wilaya de Laghouat, située dans le Sahara algérien, analysés par Bakchiche et al. (2018)
ont montré une variation de 14,1% a 18,5%. Enfin, les miels marocains étudiés par

Belhaj et al. (2015) ont montré une teneur en eau comprise entre 18,5% et 21,5%.
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Ces variations peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs environnementaux,
telles que le climat, I’origine florale des échantillons du miel, la teneur en eau des nectars
et les techniques de traitement ainsi que les conditions de stockage telle que la

température , ’humidité et la lumiére (Bogdanov et al., 2004).

111.1.2.Détermination de pH et de P’acidité libre par titrage de pH au point
équivalent

Les valeurs du pH de nos échantillons de miel oscillent entre 3,83 a 4,93 (Figure
5). Tandis que les valeurs d'acidité libre varient de 16 a 37 még/kg (Figure 6). Le codex
alimentaire et la directive européenne 2001/110/CE ne citent aucune valeur de référence
pour le pH; alors que pour ’acidité libre, ils prescrivent une limite maximale de 50
méqg/kg pour les miels de qualités.

Ces valeurs sont trés proches a celles rapportées par Ouchemoukh et al.(2007) ,
sur les miels algériens qui auraient un pH entre 3,49 et 4,73, ainsi que par Makhloufi et
al. (2010), qui ont trouvé des valeurs variant entre 3,40 et 6,23. D'autres études, comme
celle effectuée par Belhaj et al. (2015) sur les miels marocains, montrent que le pH
oscille entre 3,39 et 4,19. Enfin, les miels indiens étudiés par Saxena et al.(2010), ont
montré un pH compris entre 3,7 et 4,4. Selon Gonnet (1982), la variation du pH serait
due a la flore butinée et au climat, a la sécrétion salivaire de l'abeille ainsi qu'aux

processus enzymatigues.
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Figure 5 : Le pH des miels analysés.
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Figure 6 : Acidité libre des miels analysés.

L'acidité des miels est due a la présence de I'acide gluconique issu de la
transformation du glucose, qui peut étre favorisée par des teneurs élevées en eau. Dans
notre étude, nous constatons que les valeurs de I'acidité libre des miels analysés varient
de 16 a 37 méqg/kg.

Nous avons constaté que les échantillons de miel 1, 2 et 5, récoltés dans la région
de Djelfa, présentaient une acidité libre plus faible. En revanche, les échantillons de miel
3 et 4, récoltés dans la région de Tipaza, présentaient une acidité libre plus élevée.

Ces résultats concordent avec plusieurs études, parmi lesquelles I'étude réalisée
par Doukani et al. (2014), sur les miels algériens, qui ont trouve des valeurs variant entre
19,56 et 38,91 méqg/kg. D'apres les travaux de Kivrak et al. (2017) en Turquie, l'acidité
libre du miel est comprise entre 16,05 meq.kg-1 et 34,10 meq.kg-1. Une autre étude
réalisée par Gonnet et al. (1964) ont trouvé des valeurs comprises entre 15,75 et 37
méqg/kg.

La variation de l'acidité dans les différents miels peut étre attribuée a les régions
géographique, l'origine florale ou a des variations en raison de la saison de la récolte
(Pérez-Arquillué et al., 1995). Les faibles valeurs d'acide libre sont un bon indicateur de
conservation, car une forte acidité favorise la deégradation des hexoses en

hydroxymethylfurfural (Finola et al., 2007).
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111.1.3.Conductivité électrique

La conductivité électrique représente un bon critére pour la détermination de
I'origine botanique du miel. Ce parametre est tres utilisé pour la classification des miels
mono floraux (Bogdanov et al., 2004).

Nos résultats montrent des valeurs de conductivité électrique variables comprises
entre 0,27 etl, 34 mS/cm (figure 7).
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Figure 7 : Conductivité électrique des miels analysés.

Les normes de la qualité préconisée par le Codex Alimentarius et celle de la
commission européenne indiquent que la conductivité électrique doit étre inférieur a 0,80
mS/cm pour les miels de nectar. Les miellats ou les mélanges de miel de nectar et de miel
de miellat est supérieure a 0,80mS/cm. Nous pouvons ainsi dire que les échantillons de
1,2,4et5 sontdes miels de nectar. L’échantillon 3 indiqué comme miel d’eucalyptus
pourrait contenir une fraction de miellat et il se trouve en éléments minéraux avec une
conductivité supérieure a 0,80 mS/cm.

Différentes études ont mesuré la conductivité électrique de différents échantillons
de miel provenant de différent pays. Selon Silva et al. (2009) , les échantillons de miel
étudiés au Portugal ont montré une conductivité électrique allant de 0,11 a 0,63 mS/cm,
tandis que Amir et al.( 2010), ont mesuré une conductivité électrique allant de 0,3 a 1,2
mS/cm pour le miel algérien. Une étude turque menée par Can et al. (2015), qui ont

trouvé des valeurs variant entre 0,30 a 1,50 mS/cm et Belhaj et al. (2015), ont réveélé




II1. Résultats et discussion

des valeurs comprises entre 0,19 et 0,41 mS/cm pour les échantillons de miel étudiés au
Maroc.

La variabilité observée dans les resultats des différentes études peut étre due a
plusieurs facteurs, tels que les types de fleurs butinées par les abeilles, les conditions
météorologiques, les pratiques apicoles et la région géographique. Les différences dans la
composition minérale du sol et dans la teneur en humidité du miel peuvent également
affecter la conductivité électrique (Can et al., 2015). En outre, les méthodes d'analyses
utilisees peuvent également contribuer a certaines variations observees dans les résultats.
Cependant, malgré cette variabilité, la conductivité électrique reste un parametre
important pour différencier les miels d'origines florales différentes (Terrab et al., 2002).

I11.2.Evaluation de I'activité antibactérienne
I11.2.1.1dentification des souches bactériennes
I11.2.1.1.Caractérisation macroscopique et coloration de Gram
Ci-dessous les tableaux VetVI, les résultats de I’identification des bactéries

isolées.
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Tableau VII :

aeruginosa et Staphylococcus aureus.

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus
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les résultats de D’identification des souches de Pseudomonas




Tableau VIII : Les résultats de 1’identification des autres souches.
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Serratia Enterobacter | Proteus klebsiella Salmonella
Les souches . . - . .
liquefaciens cloacae mirabilis | pneumoniae enteritidis
Les Milieux Milieu Hektoen Milieu XLD
de cultures
Des colonies Des Des Des Des colonies
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microscopiqu | isolées, et certaines sont regroupées en amas et de longueur variable.
e apres (Figure 14).
coloration de
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Figure 8: Aspect macroscopique des colonies sur le milieu Chrom-Agar.

A : Staphylococcus aureus. B : Pseudomanas aeruginosa.
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Figure 9 : Aspect macroscopique des colonies sur le milieu gélose au sang
A : Staphylococcus aureus. B : Pseudomanas aeruginosa

Serratia klebsiella

Figure 11 : Aspect macroscopique de Serratia liquefaciens et klebsiella pneumoniae sur
le milieu Hektoen.
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Proteus Enterobacter

Figure 12 : Aspect macroscopique des colonies de Proteus mirabilis et Enterobacter
cloacae sur le milieu Hektoen.

Figure 13 : Aspect macroscopique des coloniesde Salmonella enteritidis sur le
milieu XLD.
Les résultats de la coloration de Gram pour les souches de Pseudomonas
aeruginosa et de Staphylococcus aureus, ainsi que Serratia liquefaciens, Enterobacter
cloacae, Proteus mirabilis, Salmonella enteritidis et klebsiella pneumoniae, sont

présentés dans les figures ci-dessous.

=N



II1. Résultats et discussion

Figure 14 : Observation microscopique apres coloration de Gram les sept souches isolées
(x 100).

A : Staphylococcus aureus. B: Pseudomanas aeruginosa. C : Serratia
liquefaciens.
D: Enterobacter cloacae. E : Proteus mirabilis. F: klebsiella pneumoniae.

G : Salmonella enteritidis.

111.2.1.2. Identification biochimique

Les résultats de I'identification biochimique de Pseudomonas aeruginosa ont été
obtenus en utilisant le test d'oxydase et la galerie APl 20NE. Tandis que la souche de
Staphylococcus aureus, elle a été identifiée a I'aide des tests de catalase et de coagulase.
Les autres souches ont été ré-identifiées en utilisant la galerie API 20E et le test de

catalase.
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-Test d’oxydase
Le disque oxydase montre une coloration bleu-violet, indiquant ainsi la présence
de cytochrome oxydase pour la souche P. aeruginosa. En revanche, les souches
Salmonella enteritidis, Serratia liquefaciens, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis et
Klebsiella pneumoniae sont & oxydase négatif ; aucun changement de couleur n’est
observé sur le disque. Comme illustré dans la figure 15.

Oxydase + |8

Figure 15 : Résultats du test d'oxydase pour l'identification des bactéries.

-Test de catalase
La production de I'enzyme catalase est indiquée par le dégagement de bulles de
gaz en presence de Staphylococcus aureus, comme le montre le résultat présenté dans la
(figurel6). De plus, les cing souches testées, Serratia liquefaciens, Enterobacter cloacae
et Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, sont toutes positives pour la catalase, a
I'exception de Salmonella enteritidis qui présente une activité catalase négative, comme

illustré dans la figurel6.

Catalase + ~___ || Catalase —

Figure 16 : Résultats du test de Catalase pour l'identification des bactéries.
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-Test de Coagulase
Une coagulation visible sous la forme d'un caillot dans le tube signifie que la
souche Staphylococcus aureus excréte une protéine qui provoque la coagulation du
plasma humaine, Comme montre le résultat présenté dans la figure 17.

Figure 17: Présence d’enzyme coagulase chez Staphylococcus aureus.

-ldentification par la galerie APl 20 NE et API 20E:

L’identification de Pseudomonas aeriginosa réalisée par galerie APl 20 NE et de
la galerie API20E pour les autres souches Salmonella enteritidis ,klebsiella pneumonie
Serratia liquefaciens,Enterobacter cloacae et Proteus mirabilis. Cette approche a permis
de mettre en évidence les caractéristiques biochimiques les plus significatives. Les
résultats obtenus aprés incubation sont présentés dans les tableaux (Annexelll) et les
figures 18 et 19.
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Figure 19 : Résultat de la galerie AP1 20E pour les cing souches.

A : Salmonella enteritidis B : klebsiella pneumonie C : Serratia liquefaciens
D : Enterobacter cloacae E : Proteus mirabilis

I11.2.1.3.L’antibiogramme

D'apreés les résultats obtenus, la souche Pseudomonas aeruginosa a montré une
sensibilité élevée a la plupart des antibiotiques testés, tels que la céftazidime, la
pipéracilline, la tobramycine et I'amikacine, Cependant, une résistance intermediaire a été
observée pour les deux antibiotiques tétracyclines et azithromycine (Tableau VII)
(Figure 20).
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Tableau IX : Résultat de I’antibiogramme pour Pseudomonas aeruginosa.

Antibiotique Zone d’inhibition (en mm) Catégorie Clinique
PIT 27 S
TCC 23 I
CAZ 21 S
TOB 22 S
AK 23 S
AZM 20 I

Figure 20: Résultat de I’antibiogramme chez Pseudomonas aeruginosa.

Les résultats de l'antibiogramme montrent que la souche de Staphylococcus
aureus a presenté une sensibilité élevée a I'amikacine et a la ciprofloxacine, et
Azithromycin mais elle est résistante a tous les autres antibiotiques testés (Tableau
VII1), (Figure2l).

Tableau X: Résultat de I’antibiogramme de S. aureus.

Antibiotique Zone d’inhibition en mm Catégorie clinique
Fox 17 R
CAZ 0 R
AK 21 S
GN 0 R
K30 13 S
CIP 26 S
VA 0 R
AZM 25 S
FC 0 R
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Figure 21 : Résultat de 1’antibiogramme chez S. aureus.

Les résultats de I'antibiogramme révelent que la souche Salmonella enteritidis est
sensible a I'Ampicilline, a I'lmipénem, a la Gentamicine, a I'Acide Nalidixique et a la
Fosfomycine. Cependant, une résistance intermédiaire a été observée pour la
Ciprofloxacine. D'autre part, La souche Serratia liquefaciens démontre une sensibilité
élevée a la plupart des antibiotiques mentionnés précédemment, a l'exception de
I'ampicilline pour laquelle elle présente une résistance. En ce qui concerne la souche
Enterobacter cloacae, elle est sensible a la Gentamicine et a I'Acide Nalidixique, mais
présente une résistance intermédiaire a I'lmipénem et a la Ciprofloxacine. De plus, elle
est résistante a la Cefoxitine et a I'Ampicilline. Pour la souche Proteus mirabilis, on
observe une sensibilité a I'Imipénem, a la Gentamicine, a la Ciprofloxacine, a I'Acide
Nalidixique, mais une résistance a I'Ampicilline et a la Cefoxitine. Enfin, la souche
Klebsiella pneumoniae présente une résistance a la plupart des antibiotiques testés tels
que I'Ampicilline, I'lmipénem, la Gentamicine, la Ciprofloxacine et la Cefoxitine.

Cependant, une sensibilité a la Fosfomycine a été observée (Figure22).
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Tableau XI : Résultat de I’antibiogramme des cing souches, Salmonella enteritidis,

Serratia liquefaciens, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, klebsiella pneumonie.

Les bactéries Antibiotique | Zone d’inhibition en mm | Catégorie Clinique
CIP 30 I
GM 29 S
N FF 35 S
Salmonella enteritidis AM 23 S
IMP 29 S
FOX 23 S
CIP 28 S
GM 23 S
i liquefaci FF 27 S
Serratia liquefaciens AM 0 R
IMP 26 S
FOX 21 S
CIP 25 |
GM 24 S
b I NA 23 S
Enterobacter cloacae AM 0 R
IMP 21 |
FOX 0 R
CIP 26 S
GM 25 S
Proteus mirabilis NA 24 S
AM 0 R
IMP 23 S
FOX 14 R
CIP 2 R
GM 0 R
. : FF 16 S
klebsiella pneumonie AM 0 R
IMP 13 R
FOX 0 R
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Figure 22 : Résultat de 1’antibiogramme des cing souches.

A : Salmonella enteritidis B : Proteus mirabilis C : klebsiella pneumonie
D : Serratia liquefaciens E : Enterobacter cloacae

I11.3. L'évaluation de I’activité antibactérienne des échantillons de miel

La sensibilité des bactéries a différentes concentrations de miel est déterminée
selon le diameétre de l'inhibition par la méthode de diffusion sur gélose, a l'aide des
disques et des puits.
111.3.1.Méthode de diffusion par disques

Le tableau X et les figures (23 a 29), représentent les résultats des diametres
d'inhibition obtenus en utilisant la méthode de diffusion par disques pour les sept souches

bactériennes étudiées, confrontées a cing types de miels.
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Tableau XI1 : La Sensibilité du P.aeruginosa, S. aureus et les autre cing souches aux différentes dilutions de cinq échantillons de miel
déterminée par Méthode de diffusion par disque.

Dilutions des Les Diameétre d'inhibition en millimétre chez
Les types de miel . : . P. S. S. E. S. P. k.
échantillons testés ; . . . L )
aeruginosa | aureus | Enteritidis | cloacae | liquefaciens | mirabilis | pneumonie

100% 21 20 26 10 22 15 20

Miel de Jujubier 7% 0 0 0 S 0 3 8

) 50% 0 0 0 0 0 0 0

25% 0 0 0 0 0 0 0

Miel d'agrume 100% 20 8 14 16 24 15 20

g 75% 0 0 0 11 10 0 12

50% 0 0 0 0 0 0 0

25% 0 0 0 0 0 0 0

100% 23 10 20 17 22 23 23

. 75% 16 8 0 12 10 8 11
Miel d'eucalyptus

yp 50% 0 0 0 6 0 0 0

25% 0 0 0 0 0 0 0

100% 22 11 18 18 26 20 21

Miel de toutes fleurs de 75% 16 0 0 15 15 15 9

montagne 50% 0 0 0 0 8 0 0

25% 0 0 0 0 0 0 0

100% 12 12 17 16 23 11 21

Miel de toutes fleurs de 75% 0 0 11 11 16 9 0

steppe 50% 0 0 9 0 8 0 0

25% 0 0 0 0 0 0 0
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Les résultats obtenus montrent que Pseudomonas aeruginosa a été sensible aux
miels de jujubier, d'agrume et de toutes fleurs de steppes sur leur état pur avec des
diametres de zone d'inhibition respectives de 21 ,20 et 12 mm. Cependant, cette bactérie a
montré une résistance a ces mémes miels aux concentrations de 75%, 50% et 25%.
D'autre part, les miels d'eucalyptus et de toutes fleurs de montagne ont montré une
sensibilité particuliere a Pseudomonas aeruginosa lorsqu'ils sont utilisés dans leur forme
pure, avec des diametres de zone d'inhibition de 23 mm et 22 mm, respectivement.
Cependant, I’activité antibactérienne de ces miels a ¢ét¢ moins efficace lorsque la
concentration est de 75%, avec une zone d'inhibition de 16 mm, tandis que les autres
concentrations de miel testées ont été inefficaces contre cette bactérie, (Figure 23).

Figure 23 : Effet inhibiteur de cing échantillons du miel sur P. aeruginosa.
1: miel de jujubier 2: miel d’agrume 3: miel d’eucalyptus

4: miel de montagne  5: miel de steppe

Pour S. aureus, nous avons observé des zones d’inhibition plus importantes avec
des diamétres compris entre 12 et 20 mm pour les concentrations pures (100%) ; Le miel
de Jujubier semble le plus efficace, avec une zone d'inhibition de 20 mm, suivi du miel
de toutes fleurs de steppes, qui présente une zone d'inhibition de 12 mm ainsi le miel
toutes fleurs de montagne avec une zone d'inhibition de 11 mm. Le miel d'eucalyptus
montre une sensibilité intermédiaire, avec un diamétre de 10 mm pour la concentration
pure. Alors que, le miel d’agrume ne montre aucune activité antibactérienne pour les
concentrations de 75%, 50% et 25%. Par conséquent, S. aureus présente une résistance
face aux cing échantillons de miel pour les mémes concentrations de 75%, 50% et 25%.
(Figure 24).
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Figure 24 : Effet inhibiteur de cing échantillons du miel sur S. aureus.

1: miel de jujubier 2: miel d’agrume 3: miel d’eucalyptus
4: miel de montagne  5: miel de steppe

Les autres souches ont montré des réponses différentes aux différents échantillons
de miel lors de I'utilisation de la méthode des disques.

Salmonella enteritidis s'est révélée sensible a tous les types de miel testés a I'état
pur, avec des zones d'inhibition de diametre variant de 26 mm a 14 mm. Cependant, elle a
été résistante aux concentrations de 75%, 50% et 25% de miel, a I'exception du miel de
toutes fleurs de steppe qui a montré une zone d'inhibition de 11 mm et 9 mm pour les

concentrations de 75% et 50% respectivement (Figure 25).

Figure 25 : Effet inhibiteur de cing échantillons du miel sur Salmonella enteritidis.

1: miel de jujubier 2: miel d’agrume 3: miel d’eucalyptus

4: miel de montagne  5: miel de steppe
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Enterobacter cloacae a démontré une sensibilité aux miels testés a des
concentrations de 100% et 75%, a I'exception du miel de jujubier & 100% qui a montré
une sensibilité intermédiaire avec un diamétre d'inhibition de 10 mm. Cependant, a une
concentration de 75%, ce miel s'est révelé inefficace contre cette bactérie. En revanche,
cette souche bactérienne a présenté une résistance a tous les miels testés a des
concentrations de 50% et 25%, (Figure 26).

Figure 26 : Effet inhibiteur de cing échantillons du miel sur Enterobacter cloacae.

1: miel de jujubier 2: miel d’agrume 3: miel d’eucalyptus

4: miel de montagne  5: miel de steppe

Serratia liquefaciens a montré une grande sensibilité a tous les échantillons de miel
a I'état pur, avec des zones d'inhibition de diamétre compris entre 26 mm et 22 mm. A
une concentration de 75%, le miel de montagne et le miel de toutes fleurs de steppe ont
montré une sensibilité avec des diamétres d'inhibition de 15 mm et 16 mm
respectivement, tandis que le miel d'agrume et d'eucalyptus ont présenté une sensibilité
intermédiaire avec une zone d'inhibition de 10 mm. En revanche, la souche s'est révélée
résistante au miel de jujubier. Elle s'est également révélée inefficace a des concentrations

de 50% et 25% pour tous les échantillons testés, (Figure 27).
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Figure 27 : Effet inhibiteur de cinq échantillons du miel sur Serratia liquefaciens .

1: miel de jujubier 2: miel d’agrume 3: miel d’eucalyptus

4: miel de montagne  5: miel de steppe

Proteus mirabilis a montré une sensibilité élevée au miel d'eucalyptus et au miel de
montagne a l'état pur, avec des diametres d'inhibition de 23 mm et 20 mm
respectivement. En revanche, elle a montré une sensibilité moindre au miel de jujubier,
au miel d'agrume et au miel de steppe (100%), avec des diamétres d'inhibition compris
entre 11 mm et 15 mm. Pour les autres concentrations de miel testées, cette souche

bactérienne s'est révélée résistante a tous les échantillons (Figure 28).

Figure 28 : Effet inhibiteur de cing échantillons du miel sur Proteus mirabilis
1: miel de jujubier 2: miel d’agrume 3: miel d’eucalyptus

4: miel de montagne  5: miel de steppe
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Klebsiella pneumoniae a montré une grande sensibilite, avec des zones
d'inhibition variant de 20 mm a 23 mm pour les miels purs. Cependant, elle a été moins
sensible aux concentrations de 75% de miel d'agrume et d'eucalyptus, et elle a été
résistante aux échantillons de miel de jujubier, de montagne et de steppe. De plus, aucune

zone d'inhibition n'a été observée pour les dilutions de 50% et 25%, (Figure 29).

Figure 29 : Effet inhibiteur de cing échantillons du miel sur klebsiella pneumonie.

1: miel de jujubier 2: miel d’agrume 3: miel d’eucalyptus

4: miel de montagne  5: miel de steppe

111.3.2. Méthode de diffusion par puits
Le tableau XI et les figures (30 a 36) présentent les résultats des diamétres

d'inhibition obtenus en utilisant la méthode de diffusion par puits pour les sept souches

bactériennes étudiées, en utilisant les cing types de miels.
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Tableau XI11: La Sensibilité du P. aeruginosa , S. aureus et cing souches des Entérobactéries aux différentes dilutions de cing

échantillons de miel déterminée par Méthode de diffusion par puits.

Les Diameétre d'inhibition en millimétre chez :
dilutions des
Type échantillons testés P S S E. S P, K
de miel aeruginosa | aureus | Enteritidis | cloacae | liquefaciens | mirabilis | pneumonie

100% 19 20 26 19 22 21 16
: o 75% 14 0 19 8 15 4 8
Miel de Jujubier 50% 0 0 17 0 4 0 0
25% 0 0 0 0 0 0 0

100% 24 11 19 14 26 20 24

i 75% 0 0 5 0 15 3 12
Miel d'agrume 50% 0 0 0 0 0 0 0
25% 0 0 0 0 0 0 0

100% 14 14 20 20 21 17 28

75% 11 0 6 15 11 12 10
Miel d'eucalyptus 50% 0 0 2 10 5 0 0
25% 0 0 0 2 0 0 0

100% 17 17 23 21 22 17 22
Miel de toutes fleurs de | 75% 11 8 0 17 0 12 4
montagne 50% 1 0 0 12 0 0 0
25% 0 0 0 8 0 0 0

100% 19 8 17 16 23 20 17

Miel de toutes fleurs de | 75% 13 0 11 12 17 15 10
steppe 50% 11 0 9 8 9 11 3
25% 0 0 0 3 0 7 0
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Les résultats obtenus montrent que Pseudomonas aeruginosa présente une grande
sensibilité au miel d'agrume pur, avec un diamétre de zone d'inhibition de 24 mm, ce qui
est assez élevé. Cette bactérie est également sensible aux miels de jujubier, d'eucalyptus
et toutes fleurs de montagne aux concentrations de 100% et 75%, mais résistante a des
concentrations de 50% et 25%. Pour le miel toutes fleurs de steppes, les zones
d'inhibition variaient entre 19 mm, 13 mm et 11 mm pour les concentrations de 100%,

75% et 50%, respectivement. Cependant, la bactérie est résistante a une concentration de

25% (figure 30).

Figure 30: Effet inhibiteur de cing échantillons du miel sur P. aeruginosa

1: miel de jujubier 2: miel d’agrume 3: miel d’eucalyptus

4: miel de montagne  5: miel de steppe

Par ailleurs la souche Staphylococcus aureus a été sensible vis-a-vis le miel de jujubier,
d'agrume, d’eucalyptus et le miel toutes fleurs de montagne avec des diamétres compris
entre 11 et 20 mm a I’état pur, Néanmoins, la valeur maximale a été¢ observé pour le
miel de jujubier. En revanche, le miel de toutes fleurs de steppes a été inefficace contre S.
aureus lorsqu'il a été utilisé dans sa forme pure. De plus, S. aureus s'est révélée résistante

aux concentrations (75%, 50% et 25%) pour tous les types de miels (Figure 31).
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Figure 31 : Effet inhibiteur de cing échantillons du miel sur S. aureus.
1: miel de jujubier 2: miel d’agrume 3: miel d’eucalyptus

4: miel de montagne  5: miel de steppe

Les autres souches ont montré des réponses différentes aux différents échantillons
de miel lors de I'utilisation de la méthode des puits.

Salmonella enteritidis était trés sensible a I'échantillon de miel de jujubier, avec
des zones d'inhibition de diamétre de 26 mm, 19 mm et 17 mm pour les concentrations de
100%, 75% et 50% respectivement. Elle s'est également révélée sensible au miel
d'agrume, d'eucalyptus et de montagne a I'état pur, mais elle a montré une résistance aux
autres concentrations. Pour le miel de steppe, elle a donné une zone d'inhibition de
diametre de 17 mm, 11 mm pour les concentrations de 100% et 75% respectivement,

mais elle s'est révélée inefficace pour les autres dilutions de miel testées (Figure 32).

Figure 32 : Effet inhibiteur de cing échantillons du miel sur Salmonella enteritidis
1: miel de jujubier 2: miel d’agrume 3: miel d’eucalyptus

4: miel de montagne  5: miel de steppe
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Serratia liquefaciens s'est révélée sensible aux concentrations de 100% et 75% pour tous
les échantillons de miel, a I'exception du miel de montagne ou aucune zone d'inhibition
n'a été observée a une dilution de 75%. Cependant, elle s'est révélée inefficace aux

concentrations de 50% et 25% pour tous les échantillons de miel testés, (Figure 33).

Figure 33: Effet inhibiteur de cing échantillons du miel sur Serratia liquefaciens.

1: miel de jujubier 2: miel d’agrume 3: miel d’eucalyptus

4: miel de montagne  5: miel de steppe

Entérobacter cloacae a montré une grande sensibilité au miel de montagne et
d'eucalyptus dans toutes les concentrations testées, a lI'exception du miel d'eucalyptus a
25% ou elle a présenté une sensibilité intermédiaire pour le miel de montagne et une
résistance pour le miel d'eucalyptus. En ce qui concerne les échantillons de miel de
jujubier et d'agrume, la bactérie s'est révélée sensible uniquement a I'état pur, c'est-a-dire
sans dilution. De plus, elle a montré une sensibilité aux concentrations de 100% et 75%

du miel de steppe, (Figure 34).
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Figure 34: Effet inhibiteur de cing échantillons du miel sur Enterobacter cloacae

1: miel de jujubier 2: miel d’agrume 3: miel d’eucalyptus

4: miel de montagne  5: miel de steppe

Proteus mirabilis s'est révélé sensible a I'état pur pour le miel de jujubier et
d’agrume, mais résistant pour les autres dilutions de miel. Pour les échantillons de miel
d'eucalyptus et de montagne, des résultats similaires ont été observes avec des diameétres
d'inhibition de 17 mm et 12 mm pour les concentrations de 100% et 75% respectivement.
De plus, il a été noté que le miel de steppe était efficace pour toutes les concentrations, a
I'exception de 25% (Figure 35).

Figure 35 : Effet inhibiteur de cing échantillons du miel sur Proteus mirabilis.
1: miel de jujubier 2: miel d’agrume 3: miel d’eucalyptus

4: miel de montagne  5: miel de steppe

Klebsiella pneumoniae s'est révélée sensible au miel de jujubier et au miel de

montagne a I'état pur, mais aucune sensibilitté n'a été observée pour les autres

E



II1. Résultats et discussion

concentrations de miel testées. En ce qui concerne le miel d'agrume, une zone d'inhibition
de 24 mm a été observée a une concentration de 100%, et une zone d'inhibition de 12 mm
a été observee a une concentration de 75%. Concernant les échantillons de miel
d'eucalyptus et de steppe, ils se sont révélés efficaces a I'état pur contre K.pneumoniae
Cependant, a une concentration de 75%, une zone d'inhibition de 10 mm a été observée,
ce qui suggere une sensibilité intermédiaire de la bactérie a ces échantillons de miel
(Figure 36).

Figure 36 : Effet inhibiteur de cing échantillons du miel sur klebsiella pneumonie.

1: miel de jujubier 2: miel d’agrume 3: miel d’eucalyptus
4: miel de montagne  5: miel de steppe

Les résultats d’évaluation de I’activité antibactérienne montre que les sept
souches testées sont sensibles a 1’action antibactérienne des cinq types de miel qui ont
présenté une qualité physico-chimique répondant aux normes de qualité internationale
indiquées par le codex alimentaire (Code Allimentarius, 2001) et la commission
européenne (Directive,2001), pour les parametres analysés (pH, acidité libre et
conductivité électrique et la teneur en eau ).

Selon Cortopassi-Laurino et Gelli (1991), le pH d’un miel est I’un des
principaux facteurs qui déterminent, pendant sa préparation et son stockage, la survie et la
croissance des micro-organismes. Cependant, il est difficile de séparer le rle du pH des
autres parameétres qui sont eux-mémes influencés par ce facteur. L’origine florale du miel
est aussi responsable des activités antibactériennes dues aux substances autres que des
peroxydes. Des miels d’origine florale différente posseédent des activités inhibitrices
différentes sur diverses souches de bactéries. Cela a été observé dans le présent travail,
une variabilité de 1’activité antibactérienne a été notée entre les différents types de miel et
d’une souche bactérienne a une autre. L’effet inhibiteur du miel est plus prononcé avec

les échantillons purs, mais il a nettement diminué dans le cas de la faible concentration.
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Nous avons également remarqué que la technique de diffusion par puits montre de
meilleurs résultats que la technique de diffusion par disque ce qui peut étre expliqué par
une moins bonne diffusion du miel par la méthode des disques. Pour les deux techniques
de diffusion sur gélose, les cing échantillons de miel ont montré un effet inhibiteur
extréme sur Pseudomonas aeruginosa et les cing souches de bactéries, ainsi qu'un effet
Iégerement moins prononcé sur Staphylococcus aureus.

Selon les résultats obtenus, il a été constaté que le miel de jujubier était le plus
efficace contre Staphylococcus aureus. En ce qui concerne la souche Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis et Serratia liquefaciens, ils ont montré une sensibilité trés
proche aux cing échantillons de miel. Quant a Salmonella enteritidis, elle présente une
sensibilite élevée vis-a-vis du miel de jujubier, du miel de montagne et du miel
d'eucalyptus respectivement. Le miel d'eucalyptus a également montré une grande
sensibilité contre Klebsiella pneumoniae.

Les travaux de BELHAJ et al. (2016), montrent que le miel d'agrumes et le miel
toutes fleurs ont une forte activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus, avec des
diametres d'inhibition allant de 30 a 39 mm. En revanche, le miel d'eucalyptus n'a montré
aucune inhibition sur cette souche bactérienne.

Chauhan et al.(2010), ont effectué une étude pour évaluer I'activité antibactérienne
du miel contre Staphylococcus, ont obtenu des résultats similaires : le miel pur a un effet
inhibiteur sur la croissance bactérienne, avec des diameétres d'inhibition allant de 8 & 23
mm. Dans une autre étude menée en Algérie, les auteurs ont signalé que Staphylococcus
aureus avait montré une sensibilité moderée, avec des diamétres d'inhibition variant de 0
a 21 mm pour toutes les concentrations utilisées (Merah et al., 2010).

Selon les recherches de Cavelier.(2013), il a été démontré que Pseudomonas
aeruginosa présentait une sensibilité a trois types de miels, a savoir le miel de colza, le
miel de lavande et le miel de thym. Les diamétres d'inhibition observés variaient de 8,91
mm a 12,20 mm. D’autre part Merah et al.( 2010) ont effectué une étude pour évaluer
I'activité antibactérienne du miel contre Pseudomonas aeruginosa. Les résultats montrent
que cette souche est la plus sensible a l'effet des échantillons de miel testés, avec des
diametres d'inhibition variant de 6 a 30 mm pour toutes les concentrations utilisées. Ils
ont noté que le miel du commerce Alshifa n'a montré aucune inhibition sur Pseudomonas
aeruginosa. Selon les recherches de BELHAJ et al.(2016) ,il a été démontré que
Salmonella ssp présentait une sensibilité a trois types de miels, a savoir le miel de

Eucalyptus , le miel d'agrume et le miel toutes fleurs.les diamétres d'inhibition obtenus
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étaient compris entre 12 et 44 mm. Guillon, (2013) a mené une étude pour évaluer
I'activité antibactérienne de trois types de miel : le miel de chataignier, le miel toutes
fleurs et le miel de thym. Les résultats ont clairement démontré que ces trois variétés de
miel étaient capables d'inhiber la croissance de différents germes, tels qu'Enterobacter
cloacae, Proteus mirabilis et Klebsiella pneumoniae de fagon proportionnel a la dose.

L'activité antibactérienne des miels naturels semble étre affectée par la structure
de la paroi cellulaire des bactéries, certains miels étant plus efficaces contre les bactéries
a Gram négatif que les bactéries a Gram positif en raison de la densité et de I'épaisseur de
leur paroi qui les rend plus résistantes aux concentrations elevées de sucres présents dans
le miel que les bactéries a Gram négatif, qui ont une paroi fine et lache.

Cependant, la composition chimique spécifique de chaque miel joue également un
réle important dans son activité antibactérienne, et cette composition peut varier en
fonction de différents facteurs tels que la race des abeilles, la nature du sol et la
physiologie de la colonie. Par conséquent, l'effet des miels sur les bactéries est un
phénomene complexe qui dépend de plusieurs facteurs interdépendants (Merah et al.,
2010).
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Conclusion et perspective

La présente étude décrit les caractéristiques physico-chimiques et bactériologiques
de 5 types de miels mono et poly floraux produits de deux régions du pays, a savoir le
miel de jujubier et de toutes fleurs de Djelfa et les miels d’agrumes, d’eucalyptus et de
toutes fleurs de la région de Tipaza. Les résultats obtenus nous ont permis d'identifier
quelques paramétres physico-chimiques relatifs a la qualité des miels ; nous avons aussi
testé I'effet antibactérien de ces miels sur quelques souches de bactéries pathogenes
isolées et identifiées. Ces parametres présentent une grande influence sur la conservation,
la stabilité et I'utilisation thérapeutique de ces miels.

Les principaux résultats de notre expérimentation révélent que pour les parametres
physico-chimiques, les miels testés sont conformes aux normes de qualité exigees par le
Codex Alimentarius et la Directive européenne, notamment en ce qui concerne le taux
d'’humidité, I'acidité libre, le pH et la conductivité électrique. Nous avons ainsi remarqué
que les miels les plus pauvres en eau, sont des miels récoltés dans les régions a climat
chaud et sec tel que remarqué pour I'échantillon n°1 qui provient de la région de Djelfa.
La teneur en eau est un paramétre important pouvant influencer les autres parameétres
physico-chimiques et influence aussi I'activité antibactérienne des miels.

Les miels analysées ont des origines botaniques et géographique différentes ainsi les
normes de qualités préconisées par le Codex Alimentarius et celles de la CE indiquent
que le pH doit étre 3,50 a 4,50 pour le miel de nectar et 5 a 5,50 pour le miel de miellat.
Quand l'acidité libre, elle est inférieure a 50 még/Kg. La faible teneur en eau de nos
échantillons, a fait que tous les miels présentent une acidité libre moyenne inférieure a
37 meg/kg. Les normes de la qualité préconisée indiquent que la conductivité électrique
doit étre inférieure a 0,80 mS/cm pour les miels de nectar. Les miellats ou les mélanges
de miel de nectar et de miel de miellat est supérieure a 0,80mS/cm. Nous pouvons
conclure que nos miels sont des miels qui proviennent du nectar des fleurs.

L’évaluation du pouvoir antibactérien vis-a-vis les sept souches bactériennes révele
des variations par rapport au type de miel, la concentration et aussi la méthode utilisée
(par diffusion de disques ou par puits). Les différents types de miel testés présentaient
une large activité antibactérienne contre les six souches : Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteritidis, Klebsiella pneumoniae, Serratia liquefaciens, Enterobacter

cloacae et Proteus mirabilis. Cependant, la souche S. aureus était moins sensible aux

.
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différents types de miel, avec une certaine variabilité observée d'un échantillon a un autre
et d'une souche a une autre.

Tous les miels ont montré une activité antibactérienne maximale a une
concentration de 100%. Cependant, a des concentrations de 75% et 50%, leur pouvoir
inhibiteur variait en fonction du type de miel et de la souche testée. En revanche, la
dilution du miel a 25% n'a montré aucun effet sur toutes les souches bactériennes testées.
En ce qui concerne les techniques utilisées pour le test du pouvoir antibactérien, la
technique de diffusion par puits montre de meilleurs résultats que la technique de
diffusion par disque et a cela a cause de la faible diffusion du miel par la méthode des
disques.

Les résultats relatifs au test de résistance et ou sensibilité de certaines bactéries vis
a vis nos échantillons de miels, nous révelent que certains types de miels peuvent avoir
un effet inhibiteur intéressant sur certaines souches bactériennes choisies pour notre
expérimentation tel que le miel de jujubier. L'usage des antibiotiques peut poser des
problemes au niveau de la santé par le phénoméne de I'antibio-résistance, ainsi les
travaux de recherches sur ces thématiques peuvent apporter des informations utiles
portant des réflexions sur les alternatives a utiliser a la place des antibiotiques de synthése
telle que le miel d’agrume, produit naturel trés utilisé depuis trés longtemps. Ce modeste
travail ouvre plusieurs perspectives intéressantes, suscitant de nouvelles pistes de
recherche et d'exploration. Il serait ainsi pertinent de :

— Elargir au niveau des paramétres physico-chimiques tel que le dosage des sucres,

L’HMF, la proline et d’autres enzymes comme la diastase et la saccharase.

— Evaluer I'activité du miel contre les bactéries multi résistantes et d'autres especes
pathogenes.

— Evaluer l'activité anti bio film des miels.

\J

Evaluer autres activités : antiparasitaires, antifongiques et antivirales.
— Etudier le potentiel d'action synergique de différents types de miels avec d'autres
antibiotiques.

— Etudier I’activité cicatrisante du miel sur les plaies purulentes ou infectées.

\

Synthétiser des produits pharmaceutiques et cosmétologiques a base de miel.

— Etude les mécanismes d’action du miel sur les bactéries pathogenes.

.
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ANNEXE I: Matériels Non biologique utilisé dans I'analyse physico-chimique

Materiels Non biologique

Appareillage Verrerie Consommable
Bain marie Becher en verre Baguette magnétique
Balance Flacons en verre Barreaux magnétiques

Conductimetre

pH-métre

Réfractometre digital

Agitateurs mécanique.

Burettes graduées

Entonnoir en verre

Pipettes

baguette en verre

Poires

flacon hermétiquement
fermé
Gants propres

Pissettes d'eau distillée

Conductimeétre

Le pH-métre
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ANNEXE Il : Matériels Non biologique utilisé en microbiologie

Matériels Non biologique

Appareillage

-Autoclave
-Bain-marie
-Microscope

-Bec Bunsen

-Réfrigérateur

Instruments
Consommable

-Boite de pétri

-Ecouvillon
-Micropipette

-Disques de papier
wattman

-Disque d'antibiotique
-Tube a essais
-Lames et lamelles
-Anse de Platine

-Galerie API

Milieux

-Milieu Chrom-Agar

-Gélose du sang
-Milieu chapman
-Milieu Hektoen

-Milieu XLD

réactifs chimiques

-VPI
-VPII
-KOVACS

-TDA

-Violet de Gentiane
-Fuschine

-Lugol

Etuve

Bain marie

Micropipette

=N
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Gélose Hektoen

violet de gentiane Lugol

Fuschine Alcool

60



Tests

No3
TRP
GLU
ADH
URE
ESC
GEL
PNPG
GLU
ARA

Teste

OPNG
ADH
LDS
ODS
CIT
H2S
URE
TDA
IND
VP
GEL
GLU
MAN
INO
SOR
RHA
SAC
MEL
AMY
ARA
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ANNEXE I11 : Résultat de la galerie APl 20NE et API120E

Résultat de la galerie API 20NE

pseudomonas
aeruginosa
+

Résultat de la galerie API20E

Salmonella
enteritidis

+ + +

+

+ 4+ 0+ 4+ + A+ o+

+

klebsiella
pneumonie

Tests

MNE
MAN
NAG
MAL
GNT
CAP
ADI
MLT
CIT
PAC

Serratia

liquefaciens
+

+

+ 4+ + + + + +

+ 4+ + +

+

pseudomonas
aeruginosa

+

+

+

+

+

Enterobacter Proteus
cloacae mirabilis

+ +
+ -
+ +
+ +
- +
- +
- +
+ +
+ +
+ +
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -




