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Introduction

INTRODUCTION

Le miel, substance sucrée totalement naturelle, est I’un des produits issus de la ruche
employée depuis des millénaires par de nombreuses civilisations, pour ses qualités
nutritionnelles et ses utilisations thérapeutiques.

Au cours de I’Antiquité le miel a eu une valeur religieuse importante. 1l était employé sous
forme d’hydromel, boisson alcoolisée & base de miel connue comme étant la boisson des
dieux.

Dans la religion musulmane, le saint coran révele les miracles scientifiques du miel comme le
stipule les versets 68 et 69 de la sourat El nahl « Prenez des demeures dans les montagnes, les
arbres et les treillages que [les hommes] font. Puis mangez de toute espece de fruits, et suivez
les sentiers de votre Seigneur, rendus faciles pour vous. De leur ventre, sort une liqueur, aux
couleurs variées, dans laquelle il y a une guérison pour les gens. Il y a vraiment la une preuve
pour des gens qui réfléchissent. ».

Il était offert aux divinités lors de sacrifices ou construction de temples ou bien faisait partie
des rituels de naissance ou de mort. Il est aussi symbole de prospérité ou d’abondance comme
I’évoquait la Bible qui décrit la Terre promise comme « le pays ou coulent le lait et le miel ».
Des usages médicinaux sont également évoqués dans diverses pharmacopées, notamment
pour le soin des plaies infectées ou pour donner du tonus.

De nos jours, devant I’essor des médecines naturelles et face a certaines pathologies
résistantes aux traitements conventionnels, le miel peut étre un atout grace a ses activités
thérapeutiques.

C’est pourquoi, aprés avoir rappelé le processus de fabrication du miel nous analyserons la
composition qualitative et quantitative du miel, importante pour expliquer certaines activités.
Ensuite nous ferons une synthése des connaissances actuelles sur les propriétés générales et
spécifiques du miel et notamment sur son pouvoir anti-microbien révélé in vivo et in vitro.
Enfin nous citerons les mécanismes d’action potentiels expliquant ces propriétés et a quelles

applications pratiques elles peuvent aboutir.
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Chapitre | Généralité sur le miel

1. Définitions

Le miel est la matiere sucrée recueillie par I’abeille sur les plants vivants et qu’en la
modification, elle emmagasine dans ses rayons de cire (Andria manalina F, 2003). Définit
comme étant « la denrée produite par les abeilles mellifiques a partir du nectar des fleurs ou
de sécrétions provenant de parties vivantes de plantes ou se trouvant sur elles, qu’elles
butinent, transforment, combinent avec des matiéres spécifiques propres, emmagasinent et
laissent mdrir dans les rayons de la ruche. Cette denrée peut étre fluide, liquide ou
cristallisée » (Donnadieu, 2003).

Le Codex alimentarius définit le miel comme suit : « le miel est la substance naturelle
sucrée produite par les abeille(Apis melliféere) a partir du nectar des plants ou a partir des
sécrétions provenant de parties vivantes de plantes ou a partir d’excrétions d’insectes
butineurs laissées sur les parties vivants de plantes, que les abeilles butinent, transforment en
les combinant avec des substances spécifiques qu’elles sécrétent elle-méme, déposent,
déshydratent, emmagasinent et laissent affiner et mdlrir dans les rayons de la
ruche(Codex ,2001). Autres définition indiquent que le miel est un produit par les abeilles, le
miel est un assemblage complexe, fruit de 1’interaction entre les fleurs butinées, le sol et les
systemes métaboliques liés a la singularité génétique des abeilles. Ce mélange de sucres, de
composés phénoliques, de vitamines, d’acides aminés, d’oligoéléments et de molécules
spécifiques peut lui conférer des activités biologiques particuliéres.

Le miel est fabriqué par les abeilles dites “melliferes”, présentes un peu partout a
travers le monde. Les abeilles sont des insectes appartenant a 1’ordre des hymé - nopteres et il
en existe plus de 20 000 espéces dont une majorité ne produit pas de miel. Celles de nos
contrées existent depuis I’apparition des plantes a fleurs et se sont adaptées aux climats et aux
biotopes. Elles sont caractérisées par un comportement hautement social avec, au sein d’une
colonieg, trois castes assurant chacune une tache particuliére : la reine, les ouvrieres et les faux-
bourdons (Méles). Le genre qui nous intéresse est le genre “Apis” dont font partie les

abeilles melliferes (figure 1).

Figure 1 : Abeille Apis mellifere sur une fleur de marier
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2. Sources naturelles du miel

L’élaboration du miel est un procédé naturel complexe (Rossant, 2010). Les éléments
de base de la nourriture des abeilles sont le nectar et le pollen des fleurs, et le miellat.
2.1. Nectar

Le nectar, exsudation sucrée plus ou moins visqueuse, contient environ 90 % de
sucres, les plus courants étant le saccharose, le glucose et le fructose. Les proportions de
chacun d’entre eux sont relativement stables pour une méme espéce végétale. Le nectar
contient également des acides organiques (acides fumarique, succinique, malique, oxalique,
etc.), des protéines, notamment des enzymes, des acides aminés libres (acides glutamique et
aspartique, méthionine, sérine, tyrosine, etc.), et des composés inorganiques (comme les
phosphates). Dans certains nectars peuvent se retrouver des composes huileux, des alcaloides
ou des substances bactéricides. Chague espéce végeétale fournit un nectar aux caractéristiques
propres qui conferent au miel sa saveur et son parfum. Ce nectar est produit par des glandes
nectariféres ou nectaires et sa quantité dépend de trés nombreux facteurs dont la structure des
inflorescences, la durée de floraison, I’humidité de I’air et le moment de la journée.

Dans de bonnes conditions, lorsqu’une espéce végétale produit un nectar en quantité,

une colonie peut en récolter jusqu’a 5 kg par jour.

2.2. Pollen

L’appareil sexuel male des fleurs possede une ou plusieurs étamines, chacune étant
constituée de deux parties, le filet et I’anthére qui contient les grains de pollen. Les grains de
pollen représentent les gamétes males chez les plantes supérieures.

En moyenne, un grain renferme 20 % de protides, dont 50 % sont des acides aminés
indispensables, 5 % de lipides, 36 % de glucides, 11 % d’eau et 3 % de sels minéraux
(potassium, magnésium, calcium, fer, etc.). Il comporte également de nombreux pigments
(caroténoides, rutine) et des vitamines issues des groupes B, C, D, E, et A.

Le pollen constitue la principale source de protéines pour ’abeille. Au total, 10 a 30
mg sont ramassés par voyage, travail qui peut étre réalisé en dix minutes. Une ruche récolte
ainsi 30 a 40 kg de pollen durant le printemps et 1’été.

2.3. Miellat

Le miellat est un liquide épais et visqueux constitué par les excréments liquides des
homopteres (psylles, cochenilles et surtout pucerons). Il est plus dense que le nectar, plus
riche en azote, en acides organiques, en minéraux et sucres complexes. Il est récolté par les

abeilles en complément ou en remplacement du nectar et produit un miel plutét sombre,

-
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moins humide que le miel de nectar. La récolte du miellat par les abeilles est tres aléatoire, se
réalisant essentiellement sur les arbres forestiers ou d’ornementation comme le sapin,

I’épicéa, le pin sylvestre, le tilleul et le chéne.

3. Composition moyenne du miel

Le miel est un produit trés complexe, de pH acide (entre 3,5 et 6), dont les étapes de
fabrication influent sur sa composition finale. Généralement, il est constitué d’hydrates de
carbone (sous formes de sucres ou polysaccharides divers) pour 80 % environ, d’eau pour 17
% environ et de divers éléments (acides organiques, acides aminés, protéines, lipides, sels
minéraux, enzymes, pigments et vitamines). La matrice sucrée du miel est susceptible

d’influer sur la biodisponibilité des molécules qu’elle contient.
3.1. Saccharides

Les monosaccharides avec, en moyenne, 31 % de glucose et 38 % de fructose (ou
lévulose) sont les deux principaux sucres du miel. lls proviennent en grande partie de
I’hydrolyse du saccharose (présent dans le nectar ou le miellat) par ’invertase ou les acides.
Parmi les disaccharides (ou diholosides) figurent le maltose (7,3 %) et le saccharose (1,3 %),
mais aussi des molécules plus rares comme le kojibiose. Les tri- et polysaccharides
représentent 1,5 a 8 %. Parmi eux, citons I’erlose, le raffinose, le mélizitose, le dextrantriose
et le mélibiose.

3.2. Acides organiques

C’est I’acide gluconique, dérivé du glucose, qui prédomine dans le miel. Mais une
vingtaine d’acides organiques tels que les acides acétique, benzoique, citrique, lactique,
malique, oxalique, butyrique, pyro glutamique et succinique y sont également représentes.

D’autres composés permanents, les lactones, assurent parallelement une fonction
acide. Des dérivés naturels de 1’acide benzoique se retrouvent en partie par million (ppm).
3.3. Acides amines et proteines

Les acides amines et les protéines sont présents en faible quantité dans le miel (0,26
%) et la teneur en azote est négligeable, de I’ordre de 0,041 %. Il s’agit essentiellement de
peptones, d’albumines, de globulines et de nucléoprotéines qui proviennent soit de la plante,
soit des sécrétions de ’abeille. De faibles quantités d’acides aminés libres comme la proline,

la trypsine, I’histidine, 1’alanine, la glycine ou la méthionine sont également retrouvées.

-
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3.4. Lipides

La proportion de lipides est infime, sous forme de glycérides et d’acides gras (acide
palmitique, oléique et linoléique).
3.5. Sels minéraux

Les mati¢res minérales ne sont présentes qu’a un taux d’environ 0,1 % dans les miels
courants, mais sont plus abondantes dans les miels foncés. Du potassium, du calcium, du
sodium, du magnésium, du cuivre, du manganese, du chlore, du soufre, du silicium, du fer
ainsi que plus de trente oligo-éléments sont trouvés dans le miel. Leur teneur dépend des
plantes visitées par les Abeilles ainsi que du type de sol sur lequel les végétaux poussent.

3.6. Enzymes

Les enzymes proviennent soit des nectars, soit des sécrétions salivaires de 1’abeille.
Les plus connues sont la gluco-invertase qui est responsable de 1’hydrolyse des disaccharides,
et les amylases alpha et béta qui permettent la dégradation de ’amidon. Une catalase, une
phosphatase, des enzymes acidifiantes et un glucose oxydase qui transforme le glucose en
acide gluconique et en peroxyde d’hydrogeéne coexistent.

Ces enzymes sont détruites par la chaleur. Leur présence ou leur absence peut servir
d’indicateur de surchauffe du miel lorsqu’il est monté en température pour, notamment,
faciliter sa manipulation, ce qui peut provoquer une Dénaturation si la température utilisée est
excessive.

3.7. Vitamines

Le miel ne contient que trés peu de vitamines, essentiellement des vitamines du groupe
B provenant des grains de pollen en suspension, telles que la thiamine B1, la riboflavine B2,
la pyridoxine B6, 1’acide pantothénique B5, 1’acide nicotinique B3, la biotine B8 ou H et
I’acide folique B9. De la vitamine C y est également présente. Les vitamines du miel sont
d’autant mieux conservées que le pH est faible.

3.8. Pigments

Les caroténoides et les flavonoides sont principalement responsables de la coloration
du miel. Les flavonoides, qui appartiennent aux groupes des polyphénols, possédent des
propriétés anti-oxydantes tres intéressantes, car ils participent a la neutralisation des radicaux
libres. La quantité et le type de flavonoides varient selon la source florale. En regle générale,
plus les miels sont foncés (comme ceux issus du tournesol, du sarrasin et de miellat), plus ils
en sont riches. La pinocembrine, la pinobanskine, la chrysine, la galangine, la quercetine, la

lutéoléine et le kaempférol font partie des flavonoides contenus dans le miel.
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3.9. Autres composants

Des oligoéléments, des pollens, des spores, des algues unicellulaires, des levures
osmotolérantes (responsables de la fermentation) et des champignons microscopiques peuvent
également faire partie de la composition du miel. L'nydroxyméthylfurfural, substance issue de
la transformation du fructose en milieu acide, est présent dans les miels anciens ou ayant subi
un sur chauffage ; il peut donc constituer un marqueur de sa conservation.

4. Propriétés thérapeutiques

Certaines personnes paraissent sensibilisées au miel, qui déclenche chez elles des
malaises. Cependant on attribue au miel un trés grand nombre de propriétés thérapeutiques
(propriété antiseptiques, antianémiques et antitussives par exemple) (Guarch, 2008 ;
Chanaud P, 2010).

D’aprés certaines études, un miel riche en fructose peut méme étre consommeé par des
personnes diabétiques (Apimondia, 2001).

Le miel est doué d’un pouvoir bactériostatique important, de par sa haute teneur en
sucres (plu de 95% de la matiére séche), sa faible teneur en eau libre (0,50a0, 62%) et en
humidité (14a20%), son acidité et la présence de substances a activité antibactérienne
(peroxyde d’hydrogéne libre et inhibine).

Cependant, lors d’un chauffage prolongé, le miel perd se propriétés (de moitié pour un
chauffage a80°C pendant 30min, d’un quart pour un chauffage a 65°C pendant 5 minutes)
(mémoire de Mesquine M et Djebari Z. 2013). 1l est par conséquent préférable d’utiliser en
thérapeutique un miel qui n’a pas été chauffé a plus de 40°C.

5. Propriétés antibactériennes et cicatrisantes du miel

Il a été clairement démontré que plusieurs mécanismes sont impliqués dans les
propriétés antibactériennes du miel et agissent en synergie, notamment 1’osmolarité, le pH
acide, Le systéme peroxyde d’hydrogene (inhibine) et la présence de facteurs photochimiques,
la défensine-1 et de méthylglyoxal. De plus, de nombreux travaux scientifiques démontrent
que le miel présente des activités spécifiques favorisant les différentes phases nécessaires a la
cicatrisation. Il a, plus particulierement, un effet positif sur le débridement et une action
modulatrice sur I’inflammation, favorisant ainsi la formation du tissu de granulation. Les
propriétés antibactériennes du miel, connues depuis I’Antiquité, sont démontrées par des
¢tudes contemporaines. Ses propriétés cicatrisantes, quant a elles, font 1’objet de nombreux

travaux récents de recherche.
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5.1. Propriétés antibactériennes du miel

La puissante activité in vitro du miel observée vis-a-vis de bactéries résistantes aux
antibiotiques et les résultats prometteurs obtenus lors de son application sur des plaies ont
attiré 1’attention de nombreux chercheurs qui ont tenté de caractériser les pouvoirs bactéricide
et bactériostatique (Olaitan P.B et al, 2007). Bien que tous les mécanismes impliqués ne
soient pas totalement connus, aujourd’hui six facteurs principaux sont décrits (Kwakman PH
et Zaat SA, 2012).
5.1.1. Osmolarité

L’osmolarité est la conséquence de la forte teneur en sucre du miel. En effet, il est
connu qu’une osmolarité importante, induite par une forte teneur en sucre, présente un effet
bactéricide et favorise la cicatrisation (Archer HG et al, 1990). Le miel agit donc de maniéere
osmotique, en provoquant une forte déshydratation des germes qui n’ont alors plus
suffisamment d’eau pour survivre. Cependant, il est intéressant de noter qu’a osmolarité
équivalente avec une solution de sucre, le miel est plus efficace pour inhiber la prolifération
de nombreux germes et notamment celle des staphylocoques a coagulas négative (French
VM et al, 2005).
5.1.2. PH acide

Le pH du miel est relativement acide, situé entre 3,5 et 6. Méme si de nombreuses
bactéries sont capables de supporter un pH bas, ce pH semble étre efficace pour ralentir ou
éviter la croissance de certaines especes de bactéries pathogeénes.
5.1.3. Systéme peroxyde d’hydrogéne

La principale “inhibine” que contient le miel est le peroxyde d’hydrogene (H202)
encore appelé eau oxygénée. De nombreuses études ont été réalisées pour apprécier le réle du
peroxyde d’hydrogene dans les effets antibactériens du miel (Brudzynski K, 2006). Il s'agit
d'un trés bon antiseptique, produit par réaction enzymatique. C’est la glucose-oxydase
sécrétée par les glandes hypo pharyngiennes de I’abeille lors de la transformation du nectar en
miel qui permet cette réaction (figure 2). La production d’eau oxygénée et d’acide gluconique
résulte de 1’oxydation de I’eau et du glucose. L’eau oxygénée produite a donc une origine
végétale grace au glucose provenant du nectar des plantes, mais sa formation implique une

enzyme d’origine animale, la glucose-oxydase, qui est sécrétée par 1’abeille.
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Glucose-oxydase

Glucose + eau + O2

Acide gluconique + H O,

Figure 2. Réaction enzymatique.

L’acide gluconique formé accroit 1’acidité du miel et le rend ainsi peu favorable au
développement de colonies bactériennes. Lors de 1’application de miel, la libération de
peroxyde d’hydrogene s'opére de fagon lente et prolongée, permettant ainsi une action locale
efficace. L’action du peroxyde d’hydrogene contenu dans le miel sur des bactéries résistantes
(Staphylocoques aureus résistant a la pénicilline et quatre souches d’Entérocoques faecium
résistantes a la vancomycine) prélevéees dans des plaies infectées a été récemment soulignée
(Brudzynski K, Lannigan R, 2012).

5.1.4. Facteurs photochimiques

Parmi les facteurs photochimiques se retrouvent les huiles essentielles des nectars de
fleurs dont le pouvoir antibactérien est déja connu, comme le thymol du thym ou la
pinocembrine, flavonoide identifié récemment dans une douzaine de miels. De par son effet
antiseptique, Cette derniere jouerait un réle important dans le maintien de 1’hygiéne a
I’intérieur de la ruche. D’autres composés ayant une activité antibactérienne ont été identifiés
dans le miel mais ils sont en quantité trop faible pour contribuer de maniére significative a
cette activite.

5.1.5. Défensine-1

La défensine-1 est une protéine fabriquée par les glandes hypo pharyngiennes et
mandibulaires des abeilles. Elle est retrouvée dans le miel et la gelée royale. Chez ’homme,
les défensines constituent une famille de peptides antimicrobiens naturels largement
impliqués dans I’immunité innée. Ce sont des petits peptides, de masse moléculaire variant de
3,5 a 6 kDa, qui possedent un large spectre d’activité antimicrobienne. Il a été montré
récemment que la grande majorité des propriétés antibactériennes du miel provient de cette
protéine (Kwakman PH et al, 2010).

5.1.6. Méthylglyoxal

Le méthylglyoxal (MGO) est un antibactérien naturel retrouvé en particulier dans le

miel de Manuka (Leptospermum scoparium, encadré 1).
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5.1.7. Effets du miel sur certaines souches bactériennes

Il n’est pas aisé¢ de quantifier la contribution des différents facteurs qui interviennent
car ils peuvent avoir une activité redondante, étre mutuellement dépendants, ou présenter une
action additive ou synergique selon 1’espéce bactérienne ciblée (Kwakman PH et al, 2012).
Tous les miels n’ont pas la méme activité antibactérienne.

Au Laboratoire départemental d’analyses et de recherche de la Haute-Vienne, de
nombreux travaux sont realises, notamment des antibiogrammes. Généralement, quatre
souches de bacteéries sont testées (Escherichia coli, Pseudeumonas aeruginosa, Entérocoques
faecalis, Staphylocoques aureus) afin de déterminer

Précisément 1’activité antibactérienne de différents d’un ou plusieurs miels et a
observer les conséquences miels. Le principe consiste a placer un milieu de culture (une
gélose) contenant la bactérie a tester en présence sur le développement et la survie de celle-ci.
En fonction du diamétre d’inhibition de la croissance bactérienne, les différentes bactéries ont
été classées : “sensibles” si la zone d’inhibition est supérieure a 12 mm, “modérément
sensibles” si elle est comprise entre 6 et 11 mm, “résistantes” si elle est inférieure a 5 mm
(figure 3). Dans le tableau 1 sont répertoriés quelques résultats ainsi obtenus. Au vu des
valeurs présentées, les quatre bactéries testées sont toutes “sensibles” ou “modérément
sensibles” aux différents miels testés. En revanche, une activité antibactérienne croissante
entre le miel de colza, le miel de lavande et le miel de thym est observee. De plus, des travaux
sur microplaque permettent d’évaluer la croissance bactérienne et d’étudier plusieurs
concentrations de miel sur différentes souches de bactéries afin de déterminer la concentration
minimale efficace nécessaire pour l'inhiber. Habituellement, trois souches de bactéries sont
utilisées (Staphylocoques aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa). De
nombreuses recherches ont été effectuées pour déterminer un spectre antibactérien du miel en
vue de ’appliquer sur des plaies contaminées par les germes sensibles. Les especes les plus
sensibles sont les Streptocoques pyogeénes, Staphylocoques aureus et Escherichia coli. Les
autres especes telles qu’Entérocoques faecalis, Klesiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Proteus species, Clostridium welchii, Pseudomonas aeruginosa et Clostridium tetani ont une
sensibilité moindre au miel. Ainsi, le spectre d’activité est large, intéressant les germes Gram
positifs et négatifs, aérobies et anaérobies (Olaitan P.B et al, 2007) dont Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa (Cooper R et al, 2012). 1l existe cependant des différences selon le
type de miel employé (Nasir NA et al, 2010). Souvent, le miel reste actif sur les

staphylocoques méthicilline-résistants ainsi que sur les entérobactéries (Kwakman PH et al,
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2008), ce qui présente un intérét pour la prise en charge des plaies chroniques et des infections
au niveau des sites opératoires.

Cependant, il a été récemment montré que, chez des patients hospitaliseés en unités de
soins intensifs, le miel ne modifie pas la colonisation bactérienne de la peau au niveau des

sites d’insertion des cathéters veineux (Kwakman PH et al, 2012).

Figure 3. Antibiogramme permettant de tester la sensibilité de Staphylococcus aureus
vis-a-vis de différents miels. En périphérie des puits contenant le miel, les bactéries ne
peuvent pas se développer. Plus la plage ne contenant pas de bactéries (autour du puits initial
dans lequel le miel a été déposé) est importante, plus les propriétés antibactériennes du miel
étudié sont efficaces.

Tableau 1. Détermination de I’activité antibactérienne de différents miels

Moyennes des diameétres de destruction des germes en mm

Types de pH| Escherichia| Pseudomonas Enterococcus Staphylococcus
miels coli aeruginosa faecalis aureus

Colza 34| 1,77 8,91 7,52 9,17
Lavande 32| 992 10,72 9,29 12,08
Thym 36| 11,66 12,20 12,22 12,71

5.2. Propriéteés cicatrisantes du miel

De nombreux travaux expérimentaux ont démontré les propriétés cicatrisantes du miel
(Bergman A et al, 1983) et les mécanismes impliqués commencent a étre élucidés (Al-Waili
N et al, 2011). Au contact d’une plaie, le miel réalise une barriére physique et contribue a
maintenir un milieu humide du fait de sa teneur en eau. De plus, du fait de son hyper os
molarité au niveau des plaies, il absorbe les exsudats et favorise la diminution de 1’cedéme

Iésionnel, améliorant ainsi indirectement la microcirculation locale.
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5.2.1. Processus en jeu

Lors de la dégradation du glucose (du miel) en présence d’eau et d’oxygene par la
glucose-oxydase, il y a formation d’acide gluconique et d’eau oxygénée. L’cau oxygénée,
outre ses propriétés antiseptiques, joue un role trés important dans les processus de
cicatrisation. En effet, au contact des tissus et du sang, elle se décompose en eau et en
oxygene créant ainsi une “micro effervescence” et un nettoyage mécanique de la plaie
(détersion). De plus, 1’eau oxygénée favorise la prolifération des fibroblastes in vitro et
I’angiogénese in vivo (Tur E, Bolton L et al, 1995). En fait, dans le miel, de nombreux
composants semblent stimuler la multiplication cellulaire et sont capables, au cours de la
cicatrisation, de moduler la réaction inflammatoire (Tonks AJ et al, 2003). Le miel stimule
notamment la croissance des fibroblastes et des cellules épithéliales qui participeront a la
réparation tissulaire. Dans le méme temps, il favorise le développement d’une néo
vascularisation dans le tissu cicatriciel (Descottes B et al, 2009). Le miel induit également la
synthése de collagene (Suguna L et al, 1992) en activant vraisemblablement le
Transforming Growth Factor-p1 (qui présente un puissant pouvoir réparateur) et favorise la
formation du tissu de granulation en augmentant sa contraction (Osuagwu FC et al, 2004)
(Iftikhar F et al, 2010). Cela s’ajoutent des pouvoirs antioxydants et globalement régulateur
de I’inflammation (Taormina PJ et al, 2001).
5.2.2. Réparation tissulaire favorisée

Tous ces mécanismes activent de facon favorable la cicatrisation et font du miel un
pansement humide bioactif dont I’efficacité ne doit pas étre ignorée (Gupta SS et al, 2011). Il
a également été démontré dans des études expérimentales menées chez le rat que le miel est
capable, sans entraver la cicatrisation, de réduire la formation des adhésions intra-
abdominales (Saber A et al, 2010)( Yuzbasioglu MF et al,2009). Ces travaux soulignent les
propriétés immunomodulatrices et anti-inflammatoires et I’intérét de ce produit complexe qui,
tout en ayant une activité antibactérienne incontestable, est capable de favoriser une

réparation tissulaire harmonieuse.
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1. Historique

La découverte des antibiotiques revient a sir Fleming Alexander en 1929. Au cours
d’examens de routine de cultures de staphylocoques en boites de Pétri au saint mary’s hospital
de Londres, il découvre le développement accidentel de certaines moisissures de pénicillium
notatum autour des quelles les colonies bactériennes ne cultivaient pas. Il émit 1’hypothése
gue ce champignon devait secréter une substance nuisible a la croissance des staphylocoques
et il a démontré que le bouillon filtré de ce champignon permet de reproduire ce phénomeéne.
Il a donné a ce produit qui a pu empécher la croissance de ces bactéries le nom pénicilline qui
est introduit en thérapeutique pendant la deuxieme guerre mondiale (1941). Parallélement
sont préparés en 1935, les sulfamides, le premier groupe d’antibactériens artificiels. Par la
suite de nombreux autres antibiotiques ont €té isolés a partir de champignons inférieurs, mais
aussi et surtout des bactéries telluriques (genre Actinomycés, Bacillus ...) les plus productrices
d’antibiotiques. Les tétracyclines sont découvertes dans les années 1950, (Duval et Soussy,
1990) ;(Puyt et Guérin-Faublée, 2006).
2. Découverte des antibiotiques

Les dates de découverte de quelques molécules d’antibiotiques naturelles sont
rappelées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Date de découverte de quelques molécules d’antibiotiques naturelles, (Anonyme
2 e, 2005) ; (Chatellet, 2007) ; (Anonyme 7 d, 2008).

Micro-organisme Famille Molécule Date dedécouverte
Pénicillium Pénicillines Pénicilline 1929
Streptomyces Aminoglycosides Streptomycine 1944
Néomycine 1949
Kanamycine 1957
Tobramycine 1967
Amikacine 1975
Tétracyclines Chlorotétracycline |1948
Oxytétracycline 1949
Quinolones Acide nalidixique |1962
Céphalosporum Macrolides Chloramphénicol | 1946
Phénicolés Erythromycine 1952
Céphalosporines Céphalotine 1954

s
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3. Définition d’un antibiotique

Un antibiotique est une substance antibactérienne d'origine biologique, c'est-a-dire
produite par des micro-organismes (champignons microscopiques et bactéries) ou de synthese
chimique et qui est capable d'inhiber spécifiquement la vitalité d'autres micro-organismes par
un mécanisme particulier jouant sur les meécanismes vitaux du germe, (Gogny, Puyt et al,
2001) ; (Morin et al, 2005) ; (Gauthier, 2006) ; Anonyme7 d, 2008).

4. Classification des antibiotiques

4.1. Criteres de classification

Selon Duval et Soussy (1990) ; Anonyme 3 a (2006); Fontaine (1992) les
antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs criteres :
- leur origine (biosynthétisés par des champignons, des bacilles ou des Streptomyces, issus du
génie chimique)
- leur composition chimique (dérivés d’acides aminés, hétérosidiques ou polycycliques)
- leur activité (antibactériens, antifongiques, antimitotiques).
Nous nous intéresserons ici uniquement aux antibiotiques a activité antibactérienne.
De toutes ces classifications possibles, la classification la plus courante est celle par famille,
possédant un certains nombre de caractéres communs : composition chimique ou origine,
spectre d’action similaire ou trés rapproché, cibles bactériennes identiques, résistance
bactérienne et sensibilisation croisée, effets indésirables rapprochés, etc., (Duval et Soussy,
1990) ; (Maur, 1990).
4.2. Classification

4.2.1. Classification des antibiotiques selon leur origine

Les anti-infectieux peuvent étre produits de trois fagons, par fermentation (naturelle),
par semi-synthése ou par synthese chimique.
4.2.1.1. Fermentation ou extraction

Les antibiotiques sont fondamentalement des substances naturelles issues du
métabolisme azoté de divers micro-organismes, (Maur, 1990) ; (Mevius et al, 1999) ; (Puyt
et Guérin-Faublée, 2006) :

- Soit des champignons inferieurs (mycetes) : du genre Penicillium pour les Pénicillines,

Griseofulvine et genre Céphalosporium pour les Céphalosporines
- Soit des bactéries : du genre Streptomyces (90 % des antibiotiques sont produits par des

bactéries du genre Streptomyces) et genre Bacillus.
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Comme antibiotiques dont l'origine est bactérienne on trouve, la Bacitracine, Polymyxine-
Colistine, Mupirocine, Céphamycines, Monbactames (les obtenues initialement par
extraction, sont obtenues actuellement par synthese).
4.2.1.2. Semi-synthese
Les antibiotiques ainsi produits par voie fermentaire sont parfois utilisés pour la

préparation de dérivés artificiels voisins, mais qu’il est impossible de faire sécréter par la
souche microbienne, méme en recourant a des précurseurs.
Dans ce but, on fait subir certains traitements chimiques simples a des antibiotiques produits
par voie fermentaire, notamment des hydrolyses pour séparer la partie fondamentale de la
molécule, trop complexe pour étre préparée par synthése a un co(t raisonnable ; on greffe
ensuite sur ce squelette de base différents groupements particuliers grace a des estérifications
ou des amidifications. On obtient ainsi des antibiotiques de semi-synthése. C’est le cas des
pénicillines ou des céphalosporines dont la plupart des représentants sont ainsi produits.
Certains sont des pro-drogues antibiotiques, totalement dénuées par elles-mémes d’activité
biologique mais qui acquiérent leur pouvoir antimicrobiens aprés hydrolyse de la fonction
ester qui a été greffée, (Mevius et al, 1999) ; (Puyt et Guérin-Faublée, 2006).
4.2.1.3. Synthése chimique totale

Certains antibiotiques dont la structure est assez simple sont produits plus
¢conomiquement par synthése que par fermentation. C’est le cas du Florphénicol,
Chloramphénicol, Monobactames, et tous les agents antibactériens de synthése : Sulfamides,
Triméthoprime, Quinolones, Nitrofuranes, etc.
Le fait que certains antibiotiques (Chloramphénicol, Aztréonam etc.) obtenus au début par
fermentation sont actuellement produits par synthese chimique, fait de plus en plus disparaitre
la distinction initiale entre antibiotiques et agents antibactériens de synthése, (Maur, 1990) ;
(Puyt et Guérin-Faublée, 2006).
4.2.2. Classification des antibiotiques selon la structure chimique

Tres variable, souvent une structure de base comme le cycle B-lactame (famille des
Bitalactamines) sur laquelle il y a hémi synthése. Elle donne souvent, le nom a la famille
(Anonyme 3 a, 2003).
4.2.3. Classification des antibiotiques selon la cible bactérienne

Selon la cible bactérienne au niveau de la quelle ils agissent, les antibiotiques peuvent

étre classés en quatre groupes :
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4.2.3.1. Antibiotiques agissant au niveau de la paroi bactérienne

Contrairement aux cellules animales, les bactéries possédent une enveloppe
extérieure rigide : la paroi. C’est elle qui lui donne sa forme, et la protége des perturbations
osmotiques que pourrait lui imposer le milieu environnant. Cette structure est tout a fait
originale. Ainsi tout antibiotique agissant spécifiquement sur cette paroi, aura une grande
sélectivité d’action et sera dépourvu d’effets sur les cellules animales. La paroi est constituée
essentiellement de peptidoglycane, ou mucopeptide, qui est une macromolécule
polysaccharidique constituée par une succession réguliere d’acétoglucosamine et d’acide N-
acétylmuramique. Ces acides aminés sont attachés en petits peptides et ceux-ci sont reliés
entre eux par des ponts peptidiques conférant une grande rigidit¢ a I’ensemble. Cette
transpeptidation est la derniére étape de la synthese de la paroi bactérienne et elle se fait sous
I’influence d’une enzyme, la transpeptidase, (Bourin et al, 1993). Privées de leur paroi, les
bactéries deviennent molles, fragiles et sans défense vis-avis des agressions mécaniques et des
perturbations osmotiques ; on les appelle alors des protoplastes ou sphéroplastes, et leur vie
est breve. Les antibiotiques agissants de cette facon sont soient des inhibiteurs sélectifs de
synthese de la paroi bactérienne grace a leur ressemblance structurale avec les acides aminés
sur les quels agit la traspeptidase. lls se fixent sur cet enzyme et inhibent son action,
empéchant ainsi la formation des ponts poly-glycines du mucopeptide pariétal rigides, soit des
inhibiteurs du transfert et de la polymérisation du mucopeptide pariétal, soit enfin des
inhibiteurs de la premicre phase de 1’utilisation de 1’alanine au niveau de la paroi. Parmi ces
antibiotiques on trouve les Béta-lactamines, Vancomycine, Fosfomycine, et la Cycloséring,
(Maur, 1990) ; (Bourin et al, 1993) ; (Anonyme 3 a, 2006).
4.2.3.2. Antibiotiques agissant au niveau de la membrane cytoplasmique

Ces antibiotiques agissent méme sur les bactéries en phase de repos. Ils exercent une

action directe et immédiate sur la membrane cytoplasmique. Cette action est comparable a
celle des antiseptiques surfs actifs. Parmi ces antibiotiques, on trouve la tyrothricine, les
polypeptides cycliques, poly myxines, colistine...etc., (Bourin et al, 1993), (Maur, 1990),
(Anonyme 3 a, 2006).
4.2.3.3. Antibiotiques agissant au niveau des ribosomes

Ces antibiotiques inhibent la synthése des protéines bactériennes par action sur les
ribosomes, (Maur, 1979 et 1990), (Anonyme 3 &, 2006) :

B
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- inhibition au niveau des sous unites 30 S des ribosomes : Aminoglycosides (lecture de
I’ARNm est perturbée)

- inhibition au niveau des sous unités 50 S des ribosomes : soit par inhibition du site A
(aminoacyl) avec translocation perturbée pour les macrolides, soit par inhibition de la fixation
de I’aminoacyl-tARN pour les tétracyclines, soit par inhibition du facteur d’élongation EF-G
pour I’acide fusidique, soit enfin par inhibition de la fixation de 1’aminoacyl-tARN et
I’inhibition de la peptidyltransférase pour les Phénicolés.
4.2.3.4. Antibiotiques agissant au niveau de la biosynthese des acides nucléiques

Selon Anonyme 3 a (2006) ces antibiotiques inhibent soit :

- la réplication de I’ADN : inhibition de I’ADN-gyrase ou topoisomérase Il (sous unité A),
c’est le cas des quinolones

- la transcription de I’ARN : inhibition de I’ARN polymérase-ADN dépendante (sous unité
B), c’est le cas des rifamycines
4.2.3.5. Antibiotiques agissant par autres mécanismes

Ces antibiotiques agissent en tant qu’antimétabolites bactériens en inhibant une des
étapes du métabolisme intermédiaire des bactéries. C’est le cas des sulfamides, triméthoprime
(qui inhibent la dihydroptéroate synthétase : DHPS), et 1’isoniazide (analogues structuraux du
NAD), (Anonyme 3 a, 2006).

4.2 4. Classification des antibiotiques selon le spectre d’activité

Chaque antibiotique est caractérisé par un spectre qui correspond a 1’éventail des
germes qu’il peut toucher, a dose plus ou moins élevée. Il est différent pour chaque famille
d’antibiotiques, bien qu’il puisse se recouper, en partie ou en totalité¢, avec celui d’autres
antibiotiques, c’est a dire que les mémes germes peuvent étre sensibles a plusieurs
antibiotiques a la fois. On ainsi des antibiotiques a spectre trés large, large, moyen, ou étroit,
(Maur, 1979).
Ce spectre va guider le vétérinaire dans son choix, méme si les sensibilités mesurées en
laboratoire ne sont pas forcément celles obtenues en élevage. Les bactéries, en effet, peuvent
acquérir des résistances et un certain nombre d’entre elles ne manquent pas d’imagination
pour se protéger des antibiotiques, (Anonyme 4, 2003 ; Anonyme 1 a, 2007).
4.2.5. Classification des antibiotiques par famille

Les antibiotiques sont divisés en familles (tableau3) ; le classement n’est pas tout a
fait cohérent, puisque le point commun des divers antibiotiques d’une classe peut étre tantot

chimique (les béta-lactamines, les sulfamides, les polypeptidiques, les aminosides, les
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macrolides, les fluoroguinolones), tantét une bactérie sur laquelle ils sont efficaces (les

antituberculeux, les anti staphylococciques). Il peut s’y rajouter une notion de moment

d’apparition : ex : céphalosporines de 1ére, de 2eme...génération.

Les familles chimiques contiennent plusieurs molécules, dont les spectres d’action sont
semblables, mais non identiques, et les effets indésirables assez voisins. D’ou I’intérét de
savoir toujours situer un antibiotique dans sa classe, méme si les différentes molécules d’une

classe peuvent parfois étre trés différents en terme de devenir dans 1’organisme, (Anonyme 3

d, 2006).
Tableau 3: Classification des antibiotiques par famille, (Gogny et Puyt, 2001).

1- Bétalactamines
Antibiotiques bactéricides, actifs par voie orale (a I'exception de la benzylpénicilline ou
pénicilline G), de distribution extracellulaire, caractérisés par une forte élimination urinaire.

1.1. Pénicillines

1.1.1. Pénicillines du groupe G
Spectre d'activité : bactéries a Gram positif et pasteurelles.
Sensibles aux -lactamases.

procaine ; action retard : sel de benzathine
- Pénéthacilline (ester basique et lipophile dériveé de la pénicilline G qui
favorise la distribution intracellulaire et I'élimination mammaire)

- Benzylpénicilline (pénicilline G), action immédiate : sel sodique ; action semi retard : sel de

1.1.2. Pénicillines du groupe M
Spectre d'activité identique a celui de la benzylpénicilline mais étendu aux staphylocoques
producteurs de B-lactamases. Résistantes aux pénicillinases staphylococciques.
Sel sodique d'action bréve réservée au traitement des mammites en cours de lactation, sel de
benzathine a action prolongée réservée au traitement des mammites hors lactation) :

- Oxacilline et Cloxacilline (sels sodique ou de benzathine),

- Dicloxacilline et Nafcilline (sels sodique).

1.1.3. Pénicillines du groupe A

Spectre d'activité élargi aux bactéries a Gram négatif.

Résistantes aux pénicillinases des bactéries a Gram négatif mais sensibles aux pénicillinases
staphylococciques : Ampicilline, Amoxicilline.

1.2. Céphalosporines

Antibiotiques a large spectre antibactérien. Activité de plus en plus prononcée sur

les bactéries a Gram négatif de la premiére a la quatrieme génération.

Résistances accrue vis-a-vis des B-lactamases par rapport aux pénicillines du groupe A.

Génération Antibiotique

Premiere Céfalexine
U Céfapirine
generation Céfazoline

=
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Deuxieme Céfalonium
géneration Céfuroxime
Troisieme Ceftiofur
génération Céfopérazone
Quatriéme génération | Cefquinome

1.3. Acide clavulanique

Bétalactamine dépourvue d'action antibactérienne mais a forte activité inhibitrice sur les béta-
lactamases bactériennes, d'ou un effet synergique en association avec les pénicillines et des
céphalosporines. Seule I'association avec I'Amoxicilline est disponible.

2. Aminosides (aminocyclitols)
Antibiotiques bactéricides, dénués d'activité sur les bactéries anaérobies, non résorbés par voie
digestive, a distribution extracellulaire et élimination urinaire.
Spectre d'activité : étroit, essentiellement bactéries anaérobies a Gram négatif pour la plupart ;
spectre large (bactéries a Gram positif et négatif) pour | a gentamicine.
Inactives sur les bactéries anaérobies. Résistances se développant rapidement.
- Dihydrostreptomycine, Framycétine, Kanamycine, Néomycine, Gentamicine, Apramycine
- Spectinomycine (aminocyclitol apparenté aux aminosides, caractérisés par une action
bactériostatique avec un spectre étendu aux mycoplasmes ainsi que par une moindre toxicité
(néphrotoxicité et ototoxicité)

3. Tétracycline
Antibiotiques bactériostatiques, a spectre large, résorbés par voie digestive.
- Tétracycline, Chlortétracycline, Oxytétracycline, Doxycycline

4. Phénicolés
Antibiotiques bactériostatiques a large spectre, résorbés par voie digestive et a
large diffusion dans I'organisme.

- Chloramphénicol (antibiotique interdit chez les espéces dont les productions sont destinées
a la consommation humaine par absence de LMR), Thiamphénicol (uniqguement disponible en
aerosols) et Florfénicol

5. Macrolides et apparentés

5.1. Macrolides
Antibiotiques bactériostatiques, a spectre étroit surtout dirigé vis-a-vis des bactéries a Gram
positif, des mycoplasmes, et pour certains composés vis-a-vis des pasteurelles, résorbés par voie
digestive, a forte distribution intracellulaire et & fortes concentration dans les sécrétions acides
(lait dans toutes les especes, urine et salive des carnivores)

- Erythromycine, Oléandomycine, Spiramycine (également additif), Tylosine (également
additif), Josamycine, Tilmicosine

5.2. Apparentés aux macrolides
Antibiotiques apparentés aux macrolides par leur activité antibactérienne.
- Lincosamides (clindamycine et lincomycine), Rifamycines (rifaximine)
- Pleuromutilines: antibiotiques actifs sur les mycoplasmes, les tréponémes, Hemophilus et
Campylobacter, résorbés par voie digestive. Tiamuline
- Synergistines : virginiamycine (exclusivement additif)
- Autres : novobiocine, acide fusidique

6. Antibiotiques polypeptidiques
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6.1. Polymyxines
Antibiotiques bactéricides a spectre étroit dirigé contre les bactéeries a Gram négatif, non résorbés
par voie digestive, a distribution extracellulaire et élimination urinaire.

- Colistine (polymyxine E), Polymyxine B (usage local exclusivement

6.2. Antibiotiques polypeptidiques non tensio-actifs
Antibiotiques bactériostatiques a spectre étroit dirigé contre les bactéries a Gram positif, non
résorbés par voie digestive.

- Bacitracine (additif également sous forme de sel de zinc)

- Tyrothricine, Thiostrepton (antibiotique polypeptidique soufré)

7. Sulfonamides antibactériens

Dérivés de l'acide para-amino-benzoique, bactériostatiques, a large spectre d'activité
antibactérienne (bactéries a Gram positif et neégatif) ainsi que parfois anticoccidienne, en
majorité résorbés par voie digestive.

7.1. Sulfonamides d’action générale

7.1.1. Sulfamides a breve durée d’action (3 a 6 heures)
- Sulfamérazine, Sulfadimidine (sulfadimérazine)

7.1.2. Sulfamides semi-retard (6 a 10 heures)
- Sulfapyridine, Sulfaméthoxazole, Sulfanilamide, Sulfadiazine

7.1.3. Sulfamides retard (10 a 24 heures)
- Sulfaméthoxypyridazine, Sulfadiméthoxine, Sulfadoxine.

7.2. Sulfonamides d’action digestive
Sulfamides pratiquement pas résorbés par voie digestive. - Sulfaguanidine, Phtalylsulfathiazole.

7.1.5. Sulfamides cocccidiostatiques

8. Diaminopyrimidines

Antibactériens bactériostatiques a large spectre d'activité, possédant une synergie d'action (effet
bactéricide) en association avec des sulfamides, bien résorbés par voie orale et présentant une
distribution intracellulaire : Triméthoprime, Baquiloprime.

9. Quinolones

Antibactériens bactéricides, dénués d'activité sur les bactéries anaérobies, bien résorbés par voie
orale.

Génération Antibiotique
Premiere Acide oxolinique : Spectre antibactérien étroit (bactéries & Gram négatif :
génération entérobacteries).
Deuxiéme Fluméquine : Spectre antibactérien plus large (bactéries a Gram
génération négatif et a Gram positif), distribution tissulaire élargie.
Troisieme Enrofloxacine, Marbofloxacine, Danofloxacine, Difloxacine et
génération sarafloxacine (en développement)) : Spectre antibactérien large, y compris
sur les mycoplasmes ; excellente distribution tissulaire et action a trés faible
concentration.

10. Nitrofuranes
Composés bactériostatiques a spectre large, tous interdits chez les espéces dont les productions
sont destinées a la consommation humaine par absence de LMR.
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Nitrofuranes d'action générale : Résorbés par voie digestive.

Furaltadone, Nitrofurantoine (action urinaire).

Nitrofuranes d'action locale digestive : Peu absorbés par voie digestive, mais risques
d'intoxication lors de surdosage (chez veaux et volailles) : Furazolidone.

11. Nitro-imidazoles
Activité mixte a la fois antibactérienne a spectre étroit (aérobies a Gram positif, anaérobies a
Gram positif et négatif, fusiformes et spirochetes : Treponema hyodysenteriae, Fusiformis) et
antiparasitaire protisticide (Trichomonas, Histomonas, Balantidium).
Le dimétridazole et le ronidazole (prochainement le métronidazole) sont interdits chez les
espéces dont les productions sont destinées a la consommation humaine par absence de LMR.
Les autres nitro-imidazoles utilisés comme medicaments en productions animales seront interdits
au ler janvier 98, si des LMR ne sont pas fixés rapidement avant cette date. A noter toutefois que
ces interdictions ne portent pas sur les utilisations des nitro-imidazoles comme additif en
alimentation animale.

- Dimétridazole (aussi additif), Métronidazole (carnivores domestiques), Ronidazole (aussi
additif), Carnidazole (pigeons), Ipronidazole (exclusivement additif).

12. Hydroxyquinoléines

Composes bactériostatiques, spectre d'activité large (bactéries a Gram positif et négatif,
protozoaires, certains champignons, utilisés essentiellement en antisepsie externe : Oxyquinol
(oxyquinoléine), Clioquinol (chloroiodoquine).

13. Polyéthers ionophores (exclusivement additifs)
Antibiotiques a la fois antibactériens bactéricides, a spectre étroit (bactéries a Gram positif), et
antiprotozoaires (anticoccidiens), utilisés exclusivement a titre d'additifs alimentaires comme
facteurs de croissance et anticoccidiens.

- Monensin, Lasalocide, Narasin, Salinomycine, Maduramycine, Avilamycine,
Semduramicine (additif en développement).

14. Quinoxaline N-dioxydes (exclusivement additifs)
Facteurs de croissance a large spectre antibactérien utilisés uniquement en tant qu'additifs :
Carbadox, Olaquindox.

15. Antibiotiques divers
- Avoparcine, Flavophospholipol et Efrotomycine (exclusivement additifs).

5. Activité antibactérienne

L’¢étude expérimentale de 1’activité antibactérienne des antibiotiques in vitro sur des
cultures bactériennes, permet de définir certaines notions fondamentales en matiére
d’antibiothérapie ; mécanisme d’action, spectre d’activité et mode d’action antibactérienne
(Fontaine et Cadoré, 1995).
5.1. Mécanismes d’action antibactérienne

L’activité antibactérienne des diverses substances antibiotiques est en relation avec

leurs mécanismes d’action, généralement spécifique, sur les bactéries (Gogny et al, 1999).
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Les connaissances actuelles peuvent laisser dire que les antibiotiques sont essentiellement des
inhibiteurs de diverses réactions de synthése bactériennes. On distingue :
- Les antibiotiques inhibiteurs de la synthése du peptidoglycane (Béta-lactamines).
- Les antibiotiques actifs sur les enveloppes membranaires (Polymyxine E ou colistine).
- Les antibiotiques inhibiteurs des syntheses protéiques (Aminoside Macrolides,
Tétracyclines).
- Les antibiotiques inhibiteurs des acides nucléiques (quinolones).
- Les antibiotiques inhibiteurs de la synthése des folates (Sulfamides, Triméthoprime,
associations TMP-Sulfamides) (Duval 1989a ; Adam et al.1992).
5.2. Spectre d’activité / sensibilité

Le spectre d’activité, pour un antibiotique donné, est définit comme la liste des
espéces microbiennes dont la majorité des souches s’avérent sensibles in vitro. Selon que le
nombre d’espéces bactériennes couvertes est important ou non, on dit que 1’antibiotique
possede un spectre large ou étroit. En dehors de n'importe quelle résistance acquise, toutes
especes non incluses dans ce spectre seraient naturellement résistantes (Duval et Soussy,
1990 ; Martel, 1996).

En termes cliniques, le spectre d'activité d'un antibiotique est la collection des
microorganismes dont les infections associées peuvent étre traitées d’une maniére efficace
aux dosages habituels. Le spectre clinique prend en considération outre la CMI des bactéries,
les propriétés pharmacocinétiques de l'antibiotique et les résultats cliniques habituellement
obtenus (Mogenet et Fedida, 1998).

Au moyen de I’ Antibiogramme on détermine la Concentration Minimale Inhibitrice
(CMI) qui représente la plus faible concentration d’antibiotique capable d’inhiber toute
culture visible de la souche étudiée. L’évaluation de la sensibilité repose ensuite sur
I’intégration des données bactériologiques, représentées par la CMI, et pharmacocinétiques
conditionnant les taux d’antibiotique présents dans le foyer infectieux : une molécule ne sera
active sur le plan thérapeutique que lorsque, aprés administration, les concentrations
sanguines et tissulaires qu’elle est capable d’atteindre sont supérieures a la CMI (Fontaine et
Cadoré, 1995).

L‘idéal pour évaluer le degré de sensibilité serait de comparer la CMI de la souche
avec la concentration de I’antibiotique au sein du foyer infectieux. Faute de pouvoir connaitre
ce taux avec précision, on se réfere aux données pharmacocinétiques connues pour la

molécule a tester (Duval et Soussy, 1990).
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Classiquement, trois catégories de souches bactériennes sont distinguees et, délimitées
chacune par deux valeurs : la concentration critique supérieure (C) et inférieure (c) qui sont
specifiques a chaque antibiotique :
 Souches sensibles (CMI < ou = ¢) : Les concentrations produites sont sensiblement plus
élevées que la CMI. La probabilit¢é de la réussite d’une telle thérapeutique étant assez
importante ;
* Souches intermédiaires (c < CMI < ou = C) : Les concentrations produites sont proches de
la CMI. L’issue thérapeutique est impreévisible ;
* Souches reésistantes (CMI > C) : Les concentrations produites ne peuvent pas atteindre la
CMI, méme aux doses élevées de Il'antibiotique. Le risque d'échec est important (Duval et
Soussy, 1990 ; Martel, 1996 ; Mogenet et Fedida, 1998).
5.3. Mode d'action antibiotique : bacteriostase / bactéricide

Tous les antibiotiques ont le pouvoir de détruire (effet bactéricide) ou, d’inhiber la
multiplication (effet bactériostatique) de certaines bactéries. Selon leur concentration, ils
peuvent agir selon deux modalités différentes correspondant a des degrés dans 1‘intensité de
leur action : la bactéricide et la bactériostase (Duval et Soussy, 1990 ; Fontaine et Cadoré,
1995).

Tableau 4 : Classification d’antibiotiques suivant leur mode d’action (Mogenet et Fedida,
1998).

Action - Tétracyclines
bactériostatique -Macrolides
- Sulfamides

Actifs uniquement sur les germes en voie de | Béta-lactamines
multiplication (septicémie, infections aigués

Action bactéricide | Actifs sur les germes au repos (infections - Aminosides
chroniques), et en voie de multiplication. - Colistine
- Quinolones

Pour les antibiotiques bactériostatiques, un effet bactéricide peut étre obtenu mais a
des concentrations beaucoup plus importantes que celles reconnues bactériostatiques (CMB >
I8 CMI) (CMB = Concentration Minimale Bactéricide)

Des études récentes ont permis (mais uniquement pour un couple fixé anti-
infectieux/germe) aprés analyse des cinétiques de bactéricidie pour les antibactériens
bactéricides,de developper une nouvelle classification : antibiotiques dose-dépendants et

antibiotiques temps-dépendants.
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L’action bactéricide des premiers est d’autant plus rapide que la concentration
sérique est élevée au-dessus de la CMI : le paramétre le plus important pour 1’activité de ces
antibiotiques correspond a la hauteur du pic sérique. Pour les seconds, la dose d’antibiotique
n’a pas (ou peu) d’influence sur la vitesse de bactéricide : le parametre le plus important est
alors le temps pendant lequel est maintenue dans le sérum une concentration bactéricide
(Martel, 1996 ; Jean-Loup, 1997).

Tableau 5 : Principaux antibiotiques dose-dépendants et temps-dépendants (Martel, 1996 ;
Mogenet et Fedida, 1998).

Antibiotiques dose-dépendants
- Aminosides vis-a-vis de la plus part des bactéries
- Amoxycilline vis-a-vis d’Escherichia coli, et certains streptocoques.
- Fluoroquinolones vis-a-vis des bactéries a Gram-

Antibiotiques temps-dépendants

- PénicillineG vis-a-vis de la plus part des bactéries
- Céphalosporines vis-a-vis de la plus part des bactéries
- Fluoroquinolones vis-a-vis des bactéries a Gram+
-Macrolides et vis-a-vis de la plus part des bactéries
apparentées

5.4. Effets indirects des antibiotiques

Aux concentrations thérapeutiques ou, méme a des concentrations sub-inhibitrices,
les antibiotiques peuvent produire d'autres types d'effets antibactériens (Corpet et Brugere,
1995 ; Martel, 1996 ; Anonyme 8, 2000) :

e Certains antibiotiques continuent a inhiber la recroissance bactérienne, alors que leurs
taux sériques sont redescendus en dessous de la CMI : ¢’est 1I’Effet Post-Antibiotique
(E.P.A).

Cet effet peut étre d’autant plus long que la dose antibiotique initiale est élevée
(fluoroquinolones) ou, que le temps de contact avec I’antibiotique est prolongg.

Les plus longs EPA enregistrés (3 heures ou plus) sont obtenus avec les tétracyclines
et les macrolides sur les bactéries Gram+, et avec les aminosides sur les bactéries Gram-. Pour
les macrolides, cet effet est assez important et est directement lié a leur accumulation
cellulaire (phénomene de bactériopause). (Corpet et Brugere, 1995 ; Martel, 1996 ;
Anonyme 8, 2000) ;

e C(Certains d’autres, en interférant avec les mécanismes de synthése protéique, sont

responsables d’une inhibition de 1’attachement bactérien aux cellules de 1’hote, ainsi
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qu’a I’inhibition de la production des toxines bactériennes. Ce sont les pilis ou

facteurs d’attachement et les toxines qui conférent aux bactéries leur pathogénicité ;

e D’autres antibiotiques aussi, en se concentrant dans les leucocytes peuvent maintenir
une activité intracellulaire (macrolides et apparentés, fluoroquinolones). Cependant, la
valeur de cet effet chez la volaille est probablement limitée (Corpet et Brugere,
1995).

6. La résistance aux antibiotiques
6.1. Définitions

Un micro-organisme est considére « résistant » lorsque sa concentration minimale
inhibitrice (CMI) est plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des
autres souches de la méme especel. Les CMI ciblées pour une sensibilité, une sensibilité
intermédiaire ou une résistance microbiologique pour chaque espéce de bactéries et pour
chacun des antibiotiques sont déterminées par un laboratoire indépendant, le Clinical_and
Laboratory Standards Institute (CLSI) et mises a jour régulierement. En fait, une souche est
dite « résistante » lorsque la concentration d’antibiotique qu’elle est capable de supporter est
plus élevée que la concentration que 1’0n peut atteindre in vivo a la suite d’un traitement.

Parfois, la résistance a un antibiotique confére de la résistance a un autre
antibiotique, et c’est ce que 1’on appelle la résistance croisée. Les bactéries sont dites multi
résistantes lorsqu’a la suite d’une accumulation de résistances naturelles et acquises, elles ne
sont sensibles qu’a un petit nombre d’antibiotiques. Elles sont alors résistantes a plusieurs
antibiotiques ou classes pharmacologiques d’antibiotiques (Jones RN, 2001 ; Ahmad M et
al, 1999).

6.2. Facteurs contribuant a I’émergence et a la propagation de la résistance
L’émergence et la propagation de la résistance aux antibiotiques sont le résultat
d’une pression sélective exercée par les agents antimicrobiens et de la transmission de micro-
organismes resistants (Simonsen GS et al.2004). L’exposition a un antimicrobien favorise la
survie des souches bactériennes résistantes présentes dans une population. La réduction de la
pression sélective des antibiotiques est importante pour prévenir 1’émergence d’une résistance
microbienne et preserver le plus longtemps possible 1’efficacité des médicaments disponibles.
La figure 4 présente la maniére dont la pression sélective de la résistance s’effectue

(CDC, 2009). Elle décrit les événements qui suivent une mutation spontanée dans une
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population bactérienne. Si la mutation favorise 1’émergence d’une résistance a un

antibiotique, celui-ci va détruire les autres bactéries et sélectionner la souche mutante. Les

Exposition '

un antimic oblen

mutants vont se multiplier et devenir prédominants.

ares souches
resistantes

ombreuses souches
resistantes

Figure 4. Sélection de souches résistantes aux antimicrobiens (CDC, 2009).

Lorsque les mesures de lutte contre les infections sont inadéquates, comme le
lavage des mains, les clones résistants peuvent se propager d’un patient a 1’autre en produisant
une éclosion monoclonale ou oligoclonale, c¢’est-a-dire que toutes les bactéries résistantes sont
identiques a la souche originale mutante ou présentent un nombre restreint de clones. Par
opposition, la pression de sélection aux antibiotiques favorise une épidémiologie poly clonale,
c¢’est-a-dire la présence de clones multiples. Figure 5 illustre I’interaction de ces deux facteurs

sur I’émergence et la propagation de souches bactériennes résistantes (Ahmad M et al.1999).

Pression de _ Ll:ltte
sélection inadéquate

antibiotique contre les
infections

Favorlsel I_els clones Favorise les clones uniques
., mu !'p €s ou restreints (épidémiologie
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ou oligoclonale)

Figure 5. Emergence et propagation de souches résistantes
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*Les principaux facteurs contribuant a 1’émergence et a la propagation de la résistance
bactérienne sont présentes au tableau 6.

Tableau 6. Facteurs contribuant a la résistance aux antibiotiques (Murthy .2001 ; Rybak
MJ. 2004).

Facteurs E Exemples (liste non exhaustive)

Emergence de la résistance Usage abusif d’antibiotiques ;

Gravite accrue de 1’état des malades hospitalises ;
Manque de fidélité au traitement ;

Durée trop courte ou dose sous-thérapeutique ;
Diagnostic non confirme d’infection bactérienne ;
Utilisation inadéquate d’antibiotiques dans les pays en voie
de développement.

Propagation des souches Mesures d’hygiéne inadéquates dans les hopitaux ;
résistantes Non-respect des directives de lutte contre les infections ;
Promiscuité des patients hospitalises ;

Réduction du personnel infirmier et de soutien ;
Déplacements accrus des patients (transferts de patients
colonises ou infectes entre hépitaux et milieu
communautaire) ; Voyages internationaux.

Utilisation d’antibiotiques dans le | Animaux destines a la consommation ;

secteur agro-alimentaire agro-alimentaire Agriculture et aquaculture.
Utilisation d’antiseptiques et de | Agents antibactériens dans les produits d’entretien
désinfectants ménager, le dentifrice, les pastilles contre le mal de gorge,

les savons, etc.

6.3.Etapes du développement de résistance & grande échelle

Les bactéries développent de la résistance a la suite d’une exposition aux
antibiotiques. La résistance antibiotique se développe a grande échelle selon les étapes
suivantes : sélection d’organismes résistants, élimination de la flore normale sensible au
médicament et colonisation avec ces micro-organismes résistants, contact d’une personne a
I’autre et transmission dans I’environnement puis finalement la transmission globale
(Murthy. 2001).
6.4. Origine génétique de la résistance et modalités de transfert génétique

La résistance bactérienne a un antibiotique est d’origine génétique. Les genes de
résistance se trouvent soit dans le chromosome (résistance chromosomique), soit dans un
élément mobile, comme les plasmides, les éléments transposables ou les intégrons (résistance
extra chromosomique). La résistance peut étre soit naturelle, soit acquise (Mandell GL, et
al.2009 ; Lewis R et al. 2009).
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6.4.1. Résistance naturelle (ou intrinseque)

Les genes de résistance font partie du patrimoine genétique de la bactérie. La
résistance naturelle est un caractere présent chez toutes les souches appartenant a la méme
espece. Ce type de résistance est détecte des les premiéres études réalisées sur 1’antibiotique
afin de déterminer son activité et contribue a définir son spectre antibactérien. Cette résistance
peut étre due a I’inaccessibilité de la cible pour 1’antibiotique, a une faible affinité de la cible
pour I’antibiotique ou encore a 1’absence de la cible. Par exemple, la résistance des
entérobacteries et du Pseudomonas aux macrolides ou des bactéries a gram négatif a la
vancomycine est naturelle.

La résistance bactérienne naturelle est permanente et d’origine chromosomique. La
résistance naturelle est stable, transmise a la descendance (transmission verticale) lors de la
division cellulaire, mais elle n’est généralement pas transférable d’une bactérie a 1’autre
(transmission horizontale) ;(Mandell GL et al .2009 ; Lewis R.et al 2009).

6.4.2. Résistance acquise

Les bactéries peuvent développer de la résistance a un antibiotique préalablement
sensible, ce qui implique des changements génétiques. Cette résistance est souvent instable.
Ces changements peuvent étre de deux types : soit une mutation spontanée, soit 1’acquisition

de genes par un autre micro-organisme (Mandell GL et al .2009 ; Lewis R.et al 2009).
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Le taux d’humidité

Les résultats de la teneur en eau dans tous les échantillons varient entre 15% pour la
variété de Cedre et multi fleur (E1) a 21% pour la variété de 1’Eucalyptus (E2).Ces valeurs
cadrent les normes qui sont respectivement inférieures a 21% pour Les miels de nectar et 23%

pour le miel de bruyere (Calluna) et de miel de tréfle (Trifolium) (Bogdanov ,1999).

Toutes fois, les miels d’origines commerciales contiennent un taux d’humidité
compris entre 13.5 et 21 % lorsque la norme ne dépasse pas 21%. D’autres laboratoires
travaillent avec un taux d’humidité ne dépassant pas 18%, parce que Le risque de
fermentation des miels est trés faible pour les miels qui contiennent moins de 18% d’eau et
nul en dessous de 17% (Estupinan et col.1993 ; Estupinan et col.1998). En dehors de
I’origine botanique et de ’environnement 1’apiculteur peut également influencer le miel par
augmentation de ’humidité I’ors de la récolte et I’extraction des miels dans les locaux ayant

un taux d’humidité supérieur a 60%.(Mendes et col, 1997 ; Cano, 2003).

D’aprés 1'étude effectuée par Amrouche et Kessi (2003) sur les miels algériens a révélé
des valeurs comprises entre 15 et 22,6% avec une moyenne de 17,68 %. La variation de la
teneur en eau est due aux différentes conditions environnementales telles que : le climat,
I’origine florale des échantillons du miel, a la teneur en eau des nectars (Nandaa et al, 2003;
Bogdanov et al, 2004) et les techniques de traitement et les conditions de stockage (Ozcan et
al, 2006). La teneur en humidité est un élément important d’évaluation du degré de maturité

du miel et de sa durée de vie.

Selon les Normes de qualités relatives au miel la teneur en eau ne devra pas dépasser
18,5 %, a I’exception du miel de chataignier (19 %) et du miel de callune (22 %). Le taux

d’humidité le plus bas sera un gage de bonne qualité du miel.

En effet, ’humidité est un excellent critere de qualité qui intervient dans la viscosite,
la cristallisation, la saveur et la fermentation du miel (Ricciarelli et col. 1994 ; Stephen
,1945). En revanche lorsque le taux d’humidité est plus ou moins élevé, la conservation ou le

travail du miel devient difficile (Wen et col. 1995 ; Bogdanov et col. 1995).
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La teneur en cendres

Les variétés de la matiere minérale étudiées varient entre 0,017%-0,73%. Tous les
résultats obtenus cadrent les normes internationales qui sont inférieure a 0.6% pour le miel de
nectar. Cependant selon (Bogdanov ,1999), La limite établie est de 0,6% pour le miel de
nectar et 1% pour le miel de miellé ou mixte.

D’aprés Nandaa et al (2003), signalent que la limite permise de la teneur en cendres
des miels de nectar est de 0,6%. Par contre, celle du miel de miellat est de 1,2% (Al et al,
2009). Les valeurs de cendres trouvees étaient en dessous de 0,6% ; ces résultats sont en
accord avec la limite autorisée par Codex Alimentarius (2001) pour les miels de nectar.

Comme mentionné aussi avec les miels Algeériens, pour les quels les valeurs
rapportées sont dans la plage de 0,06 a 0,54% (Ouchemoukh et al, 2007). La variation de la
teneur en cendres peut s’expliquer par les procédés de récolte, les techniques de I’apiculture et
les matériels collectés par les abeilles lors de la recherche de nourriture sur la fleur (Finola et
al, 2007) et principalement déterminée par le sol et le climat caractéristique (Acquaron et al,
2007).

La teneur des substances minérales dépend des éléments chimiques (Na, Fe, Cl,
S....etc.) du terrain dans le quel poussent les plantes ou les abeilles cueillent leur nectar ou
leur miellé (Vorwohl, 1964).Des travaux de recherche (Bogdanov ,2003) montrent également
que La teneur en cendres est liée a I’origine botanique du miel. Le taux de cendre est présent
en pourcentage majeur dans les miels sombres et c’est le cas du miel chataigne, qui
normalement dépasse la limite, et de miellé. Actuellement, la détermination de la teneur en
cendres est en voie d’étre remplacée par la mesure de la conductivité électrique. Ainsi, la
teneur en cendres pourrait étre maintenue provisoirement jusqu’a ce que la conductivité
électrique soit reconnue comme norme internationale. (Sancho et col., 1991; Bogdanov
,2003).

Détermination le pH

Les résultats de PH des miels étudiés est compris entre 2,62 et 4,04.Ce résultats
similaires sont mentionnés par (Schweizer, 2005a) les miels de nectar, tres acides, ont un pH
compris entre 3.5 et 4,5. Les miels de miellats. Moins acides, ont un pH supérieur a 4,5. Ceci
est en accord avec le travail de Bogdanov et al, 2004, le miel est pH oscille en moyenne entre
3.5¢et6.
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D’apres (Azeredo et al, 2003, Saxena et al, 2010), tous les miels Algériens étaient de
nature acide, avec un pH qui varie entre 3,70 et 4,00. Ces valeurs sont similaires a celles
rapportées pour d'autres échantillons de miels provenant de I'Inde, le Brésil, I'Espagne et la
Turquie, qui auraient un pH entre 3,49 et 4,70. La variation du pH serait due a la flore butinée,
a la sécrétion salivaire de I’abeille et aux processus enzymatiques et fermentatifs pendant la
transformation de la matiére premiere (Louveaux, 1968).

Le pH caractérise 1’acidité ou la basicité¢ d’un produit (le miel est toujours acide). IL
influence fortement la vitesse de dégradation des sucres et des enzymes (Russo, 1997; Singh
et col, 1997). Les miels plus acides (ronces, phacélie...) vont se décomposer rapidement tous
les miels sont acides et ¢’est probablement 1’abeille qui leur confére cette propriété.

Détermination de I'acidité libre Acidité des lactones et acidité totale

Les résultats obtenus révelent que les valeurs d’acidité libre varient entre
18.90 mEqg/Kg et (E5) et de 39.86 mEqg/Kg. Nos résultats réalisé par (Bogdanov ,1999), On
enregistre que tous les résultats cadrent les normes qui sont Max 50mek/Kg d’acidité libre.

Concerne I’acidité des lactones varient entre 6.92 et 13.93 mEqg/Kg. les valeurs de
’acidité totale des miels étudiées varient entre 29.56 et la valeur 53.81 mEq/Kg.

Ce résultats s’accorde avec le projet du Codex Alimentarius, elle a été augmentée a 50
mEq/kg, étant donné qu'il existe quelques sortes de miels qui ont une teneur naturelle en acide
plus élevée ((Horn et Lillmann, 1992). Par contre I'ancienne norme prescrit une valeur
maximale de 40 mEqg/kg.

Selon (Russo, 1997; Singh et col, 1997), L’acidité des miels est essentiellement due a
I’acide gluconique. Cet acide est présent dans tous les miels. C’est une enzyme de 1’abeille, la
gluco-oxydase qui est a I’origine de celui-Ci.

Le pH et l’acidité libre vont influencer la stabilit¢ du miel et ses conditions de
conservation. Ils nous donnent également des informations sur son origine géographique ou
botanique .La fermentation du miel provoque une augmentation de I'acidité dans le miel, c'est
pourquoi une valeur maximale est trés utile, bien qu'il existe une fluctuation naturelle
considérable (Kohlich et col. ,1985). D’aprés les travaux de (RAMIREZ CERVANTES et
al, 2000) Le traitement thermique n'a pas eu d'influence significative sur I’acidité de miel.
Néanmoins, la croissance a été significative durant I'entreposage et proportionnelle a sa durée
ce qui concorde avec les résultats rapportés par (HADORN ,1962; IMAN ,1990).

Selon (Pe'rez-Arquillue et al. 1995), La variation de l'acidité dans les différents

miels peut étre attribuée a l'origine florale ou a des variations en raison de la saison de la
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récolte. D’aprés Schweitzer (2004), 1’acidité naturelle du miel s’accroit lorsque le miel vieillit,
lorsqu’il est extrait des rayons avec de la propolis et notamment lorsqu’il s’altére par
fermentation. L'acidité est un critere important de qualité, elle donne des indications trés
importantes de I'état du miel (Bogdanov, 1999, Gonnet, 1982).
Détermination de I’absorbance

Les résultats d’absorbance observés varient entre 0,068 et 0,222. Tandis que
I’échantillon a faible absorbance sont (E3) orange contienne de couleur clair, et (E2)
eucalyptus présente une absorbance plus élevé a 0,222, Cela est di a leur couleur tres fonceée.
Cette couleur pourra étre expliquée par la présence de certaine quantité de miellat. Similaires
sont mentionnés par Louveaux (1968), indique que la couleur du miel est liée a la teneur en
matiere minérale et en protéines. Ainsi les miels foncés sont plus riches en cendre, en

protéines, et en colloides.

L’analyse pollinique du miel

L’activité antibactérienne

Les résultats concernent I’activité antimicrobienne obtenus a 1’aide de la méthode de
diffusion sur disque et méthode de puits montrent que I’activité antibactérienne du miel testé
en fonction de la bactérie ciblée. On vu de nos résultats, on a constaté que les miels a une
bonne activité vis-a-vis les bactéries. Ce résultat remarqué, s’accorde avec les travaux de
(Pr. Sebastian AJ Zaat), chercheur du département de microbiologie médicale du centre
médical académique d’Amsterdam, «le miel ou ses composants isolés pourraient étre d’une
grande valeur pour la prévention et le traitement des infections causées par des bactéries
resistantes aux antibiotiques.» En effet, dans leurs expériences, quantités d’especes testées,
incluant des bactéries impliquées dans des intoxications alimentaires, Bacillus subtilis ou
Escherichia coli résistantes a plusieurs antibiotiques, ou des bactéries impliquées dans des
infections nosocomiales, ayant développé des résistances aux antibiotiques (Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa et Enterococcus faecium), ont toutes été tuées par une basse
concentration en 10 a 20% de miel (1 ou 2 millilitres de miel dans 10 millilitres de bactéries).
L efficacité de miel contre E. coli et P.aeruginosa confirmé par (Cooper R et al, 2012). Selon
Martos et al, 2000, Les actions thérapeutiques du miel sont dues a des propriétes
antioxydants et antimicrobiennes (Martos et al, 2000).

Concernant la sensibilité d’Escherichia coli notre résultat est différe a celui obtenu par

(Popeskovic D et Dakic M. 1979), qui représente E. coli la bactérie la plus résistante.



Discussion

L’activité inhibitrice du miel naturel sur Staphylococcus aureus est semblable a celle
des antibiotiques les plus actifs (Ak 30, AM 10, DA 2, E 15, K 30, S 10, TOB 10). La souche
bactérienne la plus utilisée pour tester les propriétés antibactériennes des miels d’A mellifere
a eté S aureus (Dold et al, 1938; Prica, 1938; White et al, 1962; Wooton et al, 1978;
Yatsunami et Echigo, 1984; Bogdanov et al, 1987). Concernant E. coli une souche
polyrésistante aux antibiotiques (E 12, Am10, DA 2), I’activité inhibitrice du miel naturel sur
cette souche est excellente avec tout I’échantillon E1, E2, E3, E4, E5 (deux fois plus que les
antibiotiques).

Le role antibactérien du miel a été a I’origine de son utilisation dans les plaies a haut
risque d’infections. Grace a ses propriétés antibactériennes (Al-Waili NS et al, 2011), il a
permis une réduction de la charge bactérienne apres 8 jours par rapport a un traitement
conventionnel avec un codt économique inférieur dans la prise en charge des maux perforants
plantaires (Moghazy AM et al, 2010). Aucune différence significative en termes de temps de
cicatrisation dans ces mémes plaies n’a été trouvée dans 1’étude de Shukrimi et coll. (2008).
Dans le traitement des bralures superficielles, les cicatrisations sont apparues, dans le cadre
d’une étude randomisée, plus rapides chez les patients traités par le miel (21 jours) par rapport
a ceux traités par la sulfadiazine argentique (24 jours). Par ailleurs, les 6 patients traités avec
le miel présentaient des plaies colonisées avec Pseudomonas aeruginosa alors qu’ils étaient
27 dans le groupe traité par la sulfadiazine argentique. Cette étude suggére donc 1’efficacité
du miel dans les bralures superficielles (Malik Kl et al, 2010).

Une étude prospective menée sur 20 patients para- ou tétraplégiques présentant des
escarres (stade 3 ou 4) a noté, quant a elle, une cicatrisation compléte des plaies chez 18
patients aprés 4 semaines de traitement a base de miel et une diminution de la charge
bactérienne des plaies (Biglari B et al, 2012). Ainsi, il existe des preuves d’efficacité
biologique et clinique suggérant I’intérét de 1’utilisation du miel dans le traitement des plaies
mais il manque encore des études avec de bons niveaux de preuves pour confirmer des effets

thérapeutiques indiscutables (Lee DS, 2011).

L’autre domaine dans lequel le miel pourrait apporter une contribution essentielle a un
probléme mondial de santé publique, est celui d’enrichir I’arsenal thérapeutique a notre
disposition, pour lutter contre les super-bactéries devenues résistantes aux antibiotiques
(streptocoque, staphylocoque doré résistant a la méthicilline, entérocoque). Le developpement

des infections nosocomiales et des résistances aux antibiotiques seront peut-étre 1’occasion de
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réintroduire le miel dans la pharmacopée moderne. Une utilisation judicieuse, pertinente du
miel doit permettre de réduire la surconsommation d’antibiotiques en France,
surconsommation dont on sait qu’elle favorise I’émergence de ces souches bactériennes
résistantes aux traitements. Compte tenu de son trés grand champ d’application, a la fois
préventif et curatif, antiseptique et antibiotique et de sa grande efficacité dans de nombreuses
indications, de sa facilité de mise en ceuvre, de sa parfaite innocuité et de 1’absence d’effets
secondaires, contre-indications ou incompatibilité, 1’utilisation du miel représente une
possibilité thérapeutique de premier plan qui ne demande qu’a étre mieux connue. Le miel
trouvera, dans un avenir proche, a n’en pas douter, une place importante dans 1’arsenal
thérapeutique medical. Toutefois, il est urgent d’agir et de protéger les cultures dont les
abeilles se nourrissent. 11 ne faudrait pas attendre que les abeilles aient disparu pour se rendre

compte a quel point le miel est précieux.

Les propriétés antimicrobiennes du miel ont été exploitées par les hommes, on sait
aujourd’hui que le miel provenant d'une ruche saine ne contient pas de bactéries, sous forme
vegétative. Comme explication de l'activité anti bactériostatique et bactéricide du miel, on
avait donne sa teneur en sucre ou bien, la présence de pollen transformé ou encore son pH
(LIBIS., 1971). Selon le méme auteur la valeur antibiotique du miel est attribuée a I'inhibée,
qui est une enzyme tres fragile a la chaleur et a la lumiere ; il affirme que pour conserver
l'activité de cette enzyme il ne faut pas dépasser 80°C pendant de 30 minutes
Selon DESCOTTES (2004)

Les substances contenues dans le miel murent qui sont responsables de l'activité
antibactérienne On a déja décelé différentes “inhibines dites non peroxydes» telles que des
lysozymes, flavonoides, acminés du miel. Il s'est révélé que des substances volatiles et
aromatiques du miel possédaient également une propriété antibactérienne (les publications de
Molan, 1992 et 1997offrent un apercu complet des substances antibactériennes et des effets
du miel).

Certaines caractéristiques du miel tel son pH, sa grande viscosité qui limite la
dissolution d’oxygeéne et sa faible concentration en protéines lui conferent un effet
antibactérien important (Arvanitoyannis IS et al 2005). D’ailleurs, la possibilité de prévenir
et de traiter certaines affections gastro-intestinales mineures comme de 1’inflammation ou un
ulcére gastrique par une administration orale de miel n’est pas exclue. En effet, ce dernier

diminuerait I’adhérence des cellules bactériennes aux cellules épithéliales de 1’intestin ce qui
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empécherait les bactéries de se fixer (Alnagdy A et al 2005) et de proliférer, en plus de
mettre & profit ses propriétes anti-inflammatoires. Le miel, quant a lui, crée un milieu humide
dans lequel la croissance des bactéries est évitée grace a son activité antibactérienne.

La composition du miel elle-méme dépend a son tour de nombreux facteurs, tels que :
la nature du sol, la race des abeilles et 1’état physiologique de la colonie (PROST P. 1979). la
nature des fleurs de nutrition de ’abeille et 1°origine florale de I’alimentation (VERDAN J.
2002, BIRI. M. 1999). En fait, DONADIEU (1978) a montré que tous les miels ont des
propriétés communes, mais chaque miel mono floral, se caractérise par des propriétés
thérapeutiques propres a lui (DONADIEU Y. 2006, DONADIEU Y. 1981).

Les raisons de 1’activité antibactérienne du miel sont maticre a controverse. L une des
interprétations admises actuellement est celle de White et Subers (1963) selon laquelle le
bioxyde d’hydrogéne qui provient de la glucose-oxydase du miel, serait la substance
inhibitrice des bactéries. Cependant, il est connu que le miel lui-méme et les bactéries
produisent de la catalase qui élimine le bioxyde d’hydrogéne et que la production de catalase
par les bactéries varie en fonction de leur cycle de développement (McCanthy et
Hinshelwood, 1959). Yatsunami et Echigo (1984) suggérent que cette activité du miel est
associee a une haute concentration en sucres, a de basses valeurs du pH et a I’accumulation du
bioxyde d’hydrogene. La théorie de I’inhibition des bactéries par des substances autres que
des péroxydes a fait récemment plusieurs adeptes : lalomiteanu et Daghie, 1973; Popesdovic
D et Dakic M, 1979; Molan et Russell 1988.
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Notre expérimentation a été réalisée au niveau du laboratoire de biologie de

I’université Dr. Moulay Tahar de Saida, durant I’année 2014-2015.
2. Choix des échantillons de miel

Nous avons travaillé sur 05 échantillons de miel provenant des différentes régions des
wilayas de Saida et Sidi bel Abbas, notamment au sein des forets. A chaque échantillon, il a

été attribué un chiffre allant de 1 jusqu’a 5 comme le montre le tableau suivant :

Tableau 7. Présentation des échantillons du miel étudié.

Echantillons | Date de récolte | Région de récolte Origine florale Présumée
El Aolt 2014 Saida(Rebahia) Sudre et multi fleur
E2 Juillet 2014 Saida(Rebahia) Eucalyptus
E3 Juillet 2014 Saida(Rebahia) Orange
E4 Mai 2014 Sidi Bel Abbes Forét
E5 Juin 2014 Saida Forét

3. Analyses physico-chimiques
3.1. Détermination de la teneur en eau par réfractomeétre (Arrété n°80-367)
Objet
La présente méthode a pour objet de déterminer la teneur en eau du miel, a I’aide du
réfractometre.
Définition
On entend par teneur en eau, le pourcentage pondéral d’eau déterminé selon le
protocole ci-apres.
Principe
Déterminer 1’indice de réfraction du miel parfaitement liquéfié. La table ci-jointe

indique la teneur en eau correspondante.
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Appareillage

e Flacon avec fermeture hermétique.
e Bain marie a 50°C.
e Baguette de verre.
e Réfractomeétre du type Abbe.
Mode d’opération
A-Préparation de I’échantillon
Introduire dans le flacon quelques grammes de miel homogeénéisé, obturer le flacon
et le placer au bain marie pendant un temps suffisant pour assurer la disparition des cristaux
de sucre. Homogénéiser par agitation et laisser refroidir.
B-Mesure de I’indice de réfraction et détermination de la teneur en eau
A I’aide de la baguette de verre déposer rapidement une goutte de miel sur le prisme
de réfractometre, fermer I’appareil, lire 1’indice de réfraction, et noter la température du
prisme. Si la mesure a été effectuée a une température différente de 20°C, la lecture doit étre
corrigée pour ramener I’indice de réfraction a 20°C. La correction est additive. Si la mesure
est faite au-dessus de 20 °C. Soustractive dans le cas contraire. Le terme correctif est de 0,000
23 par degre C.
C-Expression des résultats
En se rapportant a la table (Annexe 01), on obtient le pourcentage d’eau correspondant
a I’'indice de réfraction a 20° C.
3.2. Détermination de la teneur en cendres (Sancho et al, 1992)
But
La détermination standard de la procédure est de déterminer la teneur en cendres de
miel. La teneur en cendre est utilisée pour estimer le type du miel. La détermination de la
teneur en cendre est un critere de qualité qui dépend de I’origine botanique du miel.
Réactif
- Huile d’olive.
Appareillage
v Capsule de platine.
v Four électrique réglé a 600° + 25° C.
v Dessiccateur garni d’un déshydratant efficace.

v’ Balance analytique.
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Mode opératoire
Le taux du miel est le pourcentage de matiere minérale. Les cendres obtenues par la

dessiccation du miel dans un four a une T° de 600°C pendant 2 heurs. On place les capsules
vides dans 1’étuve pendant 15 min. On pése la capsule vide (m2) 5g de I’échantillon ont été
prés de 0,001g dans une capsule (mo), préalablement calcinée et tarée, et on ajouté 2 goutes
d’huile d’olive. Puis les capsules sont placées dans le four a 600°C pendant 2 heurs laisser la
capsule avec les cendre jusqu’au poids constant (ma).

Expression des résultats

La proportion du cendres W par g /100 g de miel est calculée par la formule suivant:
W= (m1-m2)/ mo x 100

Dont :

W: teneur en cendres.

M1: poids du plat de cendres plus les cendres.
M2: poids de plat de cendres.

Mo: poids de miel.

3.3. Détermination du pH
Le pH est mesuré dans une solution de miel a 10% a 1’aide d’un pH-metre (Codex
Alimentarius, 2001).

3.4. Détermination de I’acidité libre des lactones et de ’acidité totale. (AOAC
31-168)

Dissoudre 10g de I’échantillon dans 75ml d’eau distillée exemple de CO2 dans un
bécher de 250ml mélangé a 1’aide d’un agitateur magnétique immerger 1’électrode titrer avec
hydroxyde de sodium (NAOH) 0.05N a une vitesse de Sml/min arréte 1’ajoute de hydroxyde
de sodium a PH 8.50. Immédiatement ajouter a 1’aide d’une pipette 10ml d’hydroxyde de
sodium 0.05N et faire un dosage en retour a I’aide d’acide sulfurique (H2SO4) 0.05N jusqu'a
PH 8.30 ; faire un essai a blanc.

Réactifs
v" Solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 0,05 N.
v" Solution d’acide sulfurique (H2SO4) a 0,05 N.
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v’ Eau distillée ou de pureté équivalente exempte des CO2.
Appareillage

e PH metre.

e Agitateur magnétique.

e Vase cylindrique de 50 ml.

e Deux microburettes de 10 ml.

e Balance analytique.

e Becher de 25ml.
Mode opératoire

Peser au centigramme prés 10 grammes environ de miel. Dissoudre dans 75ml

millilitres d’eau distillée. Verser dans une bécher et Agiter modérément le liquide avec un
agitateur magnétique et doser I’acidité du miel avec NaOH, jusqu’a le pH 8.5 noté le volume
de NAOH et versé 10ml NAOH. Restant dans la micro burette une solution d’acide sulfurique
H2S04 (0,05 N) pour opérer un dosage potentiométrique en retour jusqu'a PH 8.3 et noté
volume de H2SO4. Noté le volume de blanc (eau distillée) de NAOH et H2SOa.

Expression des résultats

Calcule :
v e Vol NAOH-Vol-blanc X 50
Acidité libre =
PE
10ml-Vol H2504 X 50
Lactones =

PE

Acidité totale = Acidité libre + Lactones
3.4. Mesure le taux de I’absorbance
Appareillage
e Spectrophotométre.
e Fiole.
Mode d’opération
La mesure de I’absorbance a été faite selon la méthode de la FAO(1969). Peser 5g de
miel et dissoudre dans 100ml d’eau distillée pour une solution de 5% de concentration. La
mesure de 1’absorbance est réalisée a I’aide d’un spectrophotometre a 575 nm apres avoir

étalonner I’appareil avec de I’eau distillée.
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4. Analyse pollinique des miels

Examen microscopique de miel et des produits au miel
L’examen microscopique et, plus particulierement 1’analyse pollinique supposant des
connaissances spécialisées. Il convient de se reporter a 1’Atlas photographique d’analyse
pollinique des miels, tome Ill. 1970, des annexes microphotographiques aux méthodes
officielles d’analyse (service de la répression des fraudes et du contréle de la qualité), 42 bis,
rue de Bourgogne, Paris (7€) (Arréte n°80-367).
Objet

L’examen microscopique du miel a pour objet d’obtenir des informations sur :

» Son origine botanique.
Son origine géographique.
Son mode d’extraction.
Sa souillure éventuelle par des matiéres insolubles dans 1’eau.
Son état de conservation.

Son degré de filtration.

YV V V V V V

Par I’identification de ses constituants microscopiques.

Principe

Tous les miels naturels contiennent en suspension avant et apres leur extraction des
constituants figurés microscopiques dont les plus importants sont les grains de pollen
provenant des fleurs que ’abeille a visité pour la récolte du nectar. Outre les grains de pollen,
les miels naturels peuvent contenir en trés faibles quantités :
Des spores de champignons, des algues microscopiques, des levures, des grains d’amidon, des
fragments d’insectes, des poussiéres atmosphériques, etc.
Par centrifugation d’une solution de miel dans 1’eau, on peut concentrer les éléments figurés
dans un tres faible volume et en confectionner une préparation dont 1’examen sous le
microscope apporte les informations recherchées.
Réactifs

e Eaudistillee.

e Glycérine gélatinée de Kaiser : 7 grammes de gélatine sont coupés en petits morceaux
et placés dans 42 ml d’eau distillée pendant deux heures pour permettre le gonflement.
Ensuite, en agitant constamment, on ajoute 50 g de glycérine pure et 0,5 g de phénol

cristallisé. On chauffe 15 min. On filtre sur laine de verre mouillée.
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Appareillage
e Balance analytique.
e Vase cylindrique de 50ml.
e Tubes a centrifugation a fond conique de 50ml.
e Centrifugeuse de laboratoire tournant a 2500-3 000 tours/mn (accélération centrifuge
relative : environ 1350).
e Pipettes de Pasteur stériles (a usage unique).
e Lame porte-objet.
e Microscope (objectifs 10x, 40x, 60x, 100x, oculaires 6x ou 8x).
e Bain marie.
Mode opératoire
10 gr. De miel sont pesés exactement a 0,1 gr prés dans un vase cylindrique. On
ajoute 20 ml d’eau distillée chaude (ne pas dépasser 40° C). La solution obtenue est versée
dans un tube a centrifugation. On centrifuge pendant 5 mn a 2500-3 000 tours minute. On
jette le liquide surnageant avec précaution. On préleve le culot de centrifugation avec la
pipette de Pasteur stérile et on le dépose sur la lame porte-objet. On étale le culot sur une
surface d’environ 1 cm?. On laisse sécher sur une plaque chauffante. On dépose une goutte de
glycérine gélatinée préalablement liquéfiée en le portant a 45 °C environ au bain d’eau. On
recouvre avec une lamelle couvre-objet. Aprés refroidissement et solidification de la glycérine
gélatinée, on examine au microscope.
Interprétation des résultats
L’identification des différents constituants figurés visibles au microscope se fait par
comparaison avec des préparations de référence et en utilisant 1’iconographie contenue dans
les publications spécialisées. L’identification des pollens, des spores de champignons, et
autres ¢léments figurés d’origine végétale renseigne sur I’origine botanique et géographique
du miel. La mesure ou la simple estimation du volume du culot de centrifugation permet
d’obtenir des informations sur le mode d’extraction et le degré de filtration du miel.
L’abondance relative des levures renseigne sur I’état de conservation du miel.
L’abondance relative des poussieres atmosphériques, des particules minérales, des fragments

d’insectes ou des grains d’amidon renseigne sur la pureté du miel.
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5. Choix des souches bactériennes

Les souches ont été ramenées gracieusement par Mr Hala .N de la wilaya de Tlemcen
(souches de références) dont elles sont présentées dans le tableaus8.

Tableau 8 : présentation des souches utilisées

Souches testées

Staphylococcus aureus
Bactéries a ———
Listeria monocytogenes
Bactéries Gram(+ —
(+) Bacellus subtilis
Escherichia coli
Bactéries i
Pseudomonas aeruginosa
Gram (-)

6. Confirmation de la pureteé des souches

La confirmation de la pureté des souches testées, conservéees en gélose inclinée, a été
réalisée par repiquage sur un milieu solide (ensemencement sur gélose spécifique pour
certaines souches, et sur gélose nutritif pour d’autres). Et en suite vérifiée sur le plan de leur

critéres macro et microscopiques.

6.1. Observation macroscopique

La confirmation de la forme, la couleur et la taille des colonies de chaque bactérie.

6.2. Observation microscopique
Observation sous microscopique optique aprés une coloration de Gram pour chaque

bactérie. (Voir annexe).
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Ensemencement

N N

Bouillon nutritif

l

Incubation a 37 °C pendant 18 heures

Ensemencement l /

Milieu gélosé spécifique

|

Incubation a 37 °C pendant 18 heures

[ ]
— ] O

Examen macroscopique Essais avec et sans miel

Tube incliné

Examen microscopique

Figure 6 : schéma de révivication et purification des souches utilisées
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7. Test de sensibilité aux antibiotiques

Choisir quelques types de disques antibiotiques ramenés par Mr Ahmed laborantin
d’universit¢é de Moulay Tahar Saida présente dans le tableau 9 et testés sur les souches
pathogénes utilisées par la méthode de diffusion en milieu solide.
L’ensemencement des microorganismes est effectu¢ par 1’écouvillonnage de la suspension
bactériennes dans des boites de Pétri colée par le milieu Muller Hinton gélosé et déepose les
disques ATB a I’aide d’un pince stérile. Les boites de Pétri sont laissées pendant 4 heures
dans le réfrigérateur avant d’étre incubées pendant 24 heures a 37°C. Les résultats

s’effectuent par mesure du diamétre des zones d’inhibitions en (mm).

Tableau 9 : Les antibiotiques utilisés dans le teste antibiogramme

ATB Code ATB Code
Amikacin Ak 30 Kanamycin K30
Ampicillin AM 10 Streotomycin S10
Clindamycin DA 2 Tobramycin TOB 10
Erythromycin E 15

8. Activité antimicrobienne des différents miels

8.1. Méthode de diffusion en milieu gélosé (Méthode de disque)

L’activité antimicrobienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion
en milieu gélosé cité par (Treki et al, 2009).
Cing souches de référence ATCC, sont testées: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Listéria monocytogenes et Bacillus subtilise.
Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis incubées
a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des colonies isolées qui ont
servi par la suite a préparer ’inoculum en les trempant dans des tubes de solution d’eau
distillée stérile afin d’avoir une densité cellulaire initiale ou une turbidité voisine a celle de
0,5 McFarland. Apres 1’ajustement de la turbidité de la suspension servant d’inoculum, on a
trempeé un écouvillon dans la suspension et on a étalé la surface entiere avec la gélose Mueller
Hinton a trois reprises. Aprés chaque application, on a tourné la boite de 60° environ en vue
d’assurer une distribution homogene de I’inoculum. Enfin, on a écouvillonné partout autour

du bord de la surface de la gélose. Des disques de papier filtre stériles (6 mm de diameétre)
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sont imprégnés de concentrations croissantes d’extraits (miel dilug¢) a tester (a raison de
10pl/disque) (Celiktas et al ; 2007) et appliqués, a 1’aide d’une pince, sur la surface du milieu
GMH. Les boites de Pétri sont laissées pendant 4 heures dans le réfrigérateur avant d’étre
incubées pendant 24 heures a 37°C.
L’activité antibactérienne a ét¢ déterminée en mesurant a I’aide d’une régle le diamétre de la
zone d’inhibition.
8.2. Méthode des puits
Principe
Cette méthode permet de déposer le miel, a 1’aide de pipette pasteur stérile, dans des
puits creusés contenant le milieu Muller-Hinton renfermant préalablement les souches testées
(Adéle et Aschi, 2000).
Mode d’opération
Pour chaque suspension bactérienne, 1’inoculum (de départ) doit étre fixé a une
concentration référentielle de 5 10° UFC/ml (Miorin et al, 2003). 1l consiste a tremper un
écouvillon dans la suspension et puis a étaler la surface entiere avec la gélose Mueller Hinton a trois
reprises (méme chose a méthode de disque). On a écouvillonné partout autour du bord de la surface de
la gélose. Ensuite un puits est creusé a I’aide d’une pipette pasteur stérile ou par d’embos stérile et on
remplit cette puits par le miel dilué qu’on veut tester. Les boites laissées a la température du

laboratoire pendant 30 minutes, et incubées dans une étuve a 37°C pendant 24H, la lecture des

résultats s’effectue par mesure du diameétre des zones d’inhibitions en (mm).
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R
N ]
Inoculum de chaque souche
(ajusté a 5.10°UF/ml)
N
0,1 ml

Etalement de la souche en
surface de milieu

A

L’ajout de 10ul de
chaque E sur
chaque disque

Disques stériles (6mm)

J

L’incubation 24H a 37°C

Figure 7. Schéma de la méthode de diffusion sur disque (Ela et al ; 1996).



I11.1. Objectif

L’objectif principal de notre travail consiste en :

e

*

Etude physico-chimique des différents miels

X/
°e

Détermination des spectres pollinique de chaque échantillon étudie pour déterminé
’origine florale.

% L’identification et purification des souches testées.

« La mise en évidence de I’activité antibactérienne du miel et la sensibilité aux

antibiotiques sur (E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, B. subtilis, L. monocytogene).



3. Résultat de confirmation de I’identification des souches pathogénes

3.1. Examen macroscopique
3.1.1. Escherichia coli

L’examen macroscopique révele que les colonies d’Escherichia coli sont légérement

opaque, blanchatres, et brillantes (figure).
1VV.3.1.2. Staphylococcus aureus

L’observation a I’ceil nu montre la présence des colonies lisses, luisantes, et bombés a

contour régulier (figure).
1VV.3.1.3.Pseudomonas aeruginosa
1VV.3.1.4. Bacillis subtilis

Les colonies sont de forme irréguliere avec une marge dentelée, translucide de couleur

blanche creme ou jaune avec une surface brillante et une consistance gluante (figure).
IVV.3.1.5. Listeria monocytogenes

Les colonies apparaissent de petite taille, lisse, convexes a bords réguliers et de couleur
blanc laiteux en lumiere réfractée. Elles présentent en transi lumination optique, une coloration

bleu vert caractéristique (figure).
3.2. Examen microscopique
E. coli, les bacilles sont courts a Gram négatif, disposées en chainette et isolés (figure)

S.aureus, les cellules apparaissent sous forme coccisphérique avec de coloration de Gram
positif. Ils sont isolés ou groupés en diplocoques, en amas irréguliers ou grappe de raisin

(figure).

P.aeruginosa, sont des bacilles Gram négatifs fins droits et tres mobiles grace a un flagelle

polaire : ciliature monotriche, dépourvus de spores et de capsules.

B.subtilis, présentent sous forme des bacilles assez gros, parfois a bouts carres les cellules

montrent a Gram + (figure).


http://fr.wikipedia.org/wiki/Flagelle

Résultats et Interprétation

L.monocytogene, est un bacille non capsulé, non sporulé, elle reste immobile a 37°C avec

Gram + (figure).

3.1. L’aspect macroscopique

E. coli S. aureus

B. subtilus L. monocytogenes

P. aeruginosa

Figure 13 : I’examen macroscopique de bactéries testées.
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3.2. Coloration de Gram

Les résultats sont résumés dans les photos ci-dessous.

B. subtilus (Gram +) E. coli (Gram-)

P. aeruginosa (Gram -)

L. monocytogene

Figure 14 : coloration de Gram de bactéries testées (Gx100).
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4. Test de la sensibilité aux antibiotiques

Les résultats de sensibilité aux antibiotiques a été résumé dans le Tableauls.

Tableau 15 : Résultats de sensibilité aux antibiotiques contre les microorganismes cibles

Les souches bactéries

Code S. P. B. L.

ATB E.coli| aureus | aerugenosa subtilus monocytogenes
E15 / 11 14 11 /

Am10 / 19 12 11 /

S10 23 35 15 29 25

Tob10 14 24 11 15 13

DA2 / 17 25 10 11

AK30 25 35 19 27 26

K30 21 33 17 22 20

Nos résultats indiquent que les souches S. aureus, P. aeruginosa et B. subtilis montrent
une sensibilité a tout les antibiotiques testées par des zone d’inhibition variété entre 11mm et
35mm. Les souches E. Coli résistance a ATB (E15, Am10, DA30) et sensible a ’autre. L.
monocytogene résistances a ATB (E15, Am10), sensible a I’autre. La souche S. aureus le plus
sensible avec une zone d’inhibition élevée 35mm.
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S. aureus

L.monocytogenes
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B.Subtilus

P. Aeruginosa

Figure 09 : Test de sensibilité aux antibiotiques
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5. Effet antibactérien des miels

5.1. Résultats de méthode de puits

L’évaluation de l'activité antimicrobienne du miel est basée sur les mesures des
diametres en (mm) des halos d’inhibition des différents échantillons de miel. Ces mesures
permettent de déterminer 1’activité antimicrobienne du miel in vitro (figure 16). Les résultats
des antibiogrammes sont résumés dans le tableau 16.

Tableaul6 : Résultats de I'activité antibactérienne de miel dilué des échantillons étudiés avec

les 5 bactéries (méthode de puits)

Echantillon P. S. B. L.
S E. Coli aeruginosa auruse subtilus monocytogene
El 15 15 15 15 09
E2 20 18 17 11 10
E3 18 10 13 08 /
E4 25 16 20 12 09
ES 40 19 18 20 11

D’aprés les résultats obtenues on a constaté que la souche E. coli a une grande
sensibilité vis-a-vis dans tout 1’échantillon de miel, vient par la suit la souche de P.aeruginosa
qui présente une sensibilité a I’échantillon (E1, E2, E4, E5) et modérément sensible a
I’échantillon (E3) par zone d’inhibition 11mm. Méme la souche S.aureus sensible a tous les
types d’échantillons du miel. B.subtilis présents une sensibilité a 1’échantillon (E1, E4, ES) et
modérément sensible a E2, E3. L.monocytogene modérément sensible a tous 1’échantillon sauf
E3.
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S. aureus B.Subtilis

Figure 16 : Les zones d’inhibition d’effet du miel étudié avec méthode de puits pour les
souches testées
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5.2. Résultats de méthode de diffusion sur disques
Les résultats obtenus présenté dans le tableau 17.

Tableau 17 : Résultats de l'activité antibactérienne de miel dilué des échantillons étudiés

avec les 5 bactéries (Méthode de disques)

Echantillon P. S. B. L.
S E. Coli aeruginosa auruse subtilus monocytogene
El 28 11 15 15 /
E2 30 17 18 11 /
E3 25 / 12 08 /
E4 29 10 16 12 16
ES 31 19 11 20 14

D'apreés les résultats illustrés sur le tableau on peut constater que la souche E. coli tres
sensibles aux cing types de miel étudiés (E1, E2, E3, E4, E5) avec des différences d'un type a
un autre. La souche P. aeruginosa présent une sensibilité a 1’échantillon (E2, ES) et faiblement
sensible a E1, E4. Pour la souche S.aureus est sensible a 1’échantillon (E1, E2, E3, E4) et
modérément sensible a ESpar zone d’inhibition de 11mm. Concernant B.subtilis contient une
sensibilité a 1’échantillon (E1, E4, E5) et modérément sensible a E2, E3.Par la suit la souche
L.monocytogene qui présente une sensibilité¢ a E4, ES, et aucun effet a I’autre échantillon. 1l y a

une efficacité remarquable de miel E4 et E5 que ceux de I'échantillon importé E2.
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P. Aeruginosa E. Coli

L. Monocytogenes S. aureus

B. Subtilis

Figure 17: Les zones d’inhibition de I’effet du miel étudié avec méthode de disques

pour les souches testée.



Résume :

Le miel est un composé biologique trés complexe, d’une tres grande diversité, lui
conférant une multitude de propriétés, aussi bien sur le plan nutritionnel que sur le plan
thérapeutique. Une grande partie de I’intérét des recherches actuelles porte sur I’étude d’effet
de miel. L’objectif de notre travail vise a faire une étude physico-chimique et phytochimique,
et I’activité antibactérienne de quelques types du miel récoltés dans différentes régions de
Saida (Eucalyptus, Orange, Sudre, Forét) et Sidi-Bel-Abbes (Forét). Les résultats physico-
chimiques ont prouves qu’il y avait des différences d’un échantillon de miel a I’autre et ils
répondent aux normes internationales. La détermination de I’activité antibactérienne de
différents miels par les deux méthodes de disques et puits présente une bonne activité
antibactérienne vis-a-vis Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,

et faible effet de type du miel contre Bacillus subtilus, Listéria monocytogene.

Mots clés : Miel, analyses physico-chimiques, phytochimique, activité antibactériennes.
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Abstract:

The Honey is a very complex biological compound with very wide diversity, giving it
a multitude of properties, both nutritionally as therapeutically. Much of the current research
interest focuses on the study of honey effect. The objective of our work is to make a
physicochemical and phytochemical, and antibacterial activity study of some types of honey
which were harvested in different regions of Saida (Eucalyptus, Seder, Orange, and Forest)
Sidi-Bel-Abbes (Forest). The physicochemical results have proven that there were differences
from one sample of honey to another and are within international standards. The
determination of the antibacterial activity of the different honey the tow method of the disque
and of the wells has a good antibacterial activity vis-a-vis Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, and foible effect of the type of honey utilizing against
Bacillus subtilus, Listéria monocytogene.

Keywords: Honey, physicochemical analyses, antibacterial activity.
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Annexe

Meéthode de coloration de Gram

Un frottis fixé a la chaleur est coloré pendant une minute au violet de Gentiane ; il est
ensuit rincé rapidement a 1’eau distillée, trait¢ pendent une minute par la solution de Lugol et
de nouveau rince rapidement. On soumet alors le frottis coloré a une étape de décoloration en
le traitant avec un solvant comme I’éthanol (95%), la lame est maintenue inclinée et on fait
couler le solvant sur le frottis pendant 1 a 3 sec, et rincé immédiatement a I’eau courante. A ce
stade, les cellules Gram (-) seront incolores, les cellules Gram (+) violettes. On soumit en suit
le frottis a une contre coloration de 30 sec a la fuchsine, les cellules Gram (-) présentes une
couleur de fuchsine. Apres un bref ringage, on sécher le frottis au buvard et on I’examine a

I’objectif a huile immersion (grossissement x 100).

Milieu Bouillon nutritif(BN)

Peptone 10g

Extrait de levure 5¢

NaCl 5¢

Eau distillée 1000ml
PH=7,2

Gélose nutritive (GN)

Peptone 109

Extrait de levure 5¢

NaCl 5¢

Agar 15-20g

Eau distillée 1000ml
PH=7,2

Eau physiologique
Chlorure de sodium 9g

Eau distillée 1000ml



Annexe

Milieu Muller-Hinton

Infusion de viande 29

Hydrolyse de caséine 17,59

Amidon 1,59

Agar 179

Eau distillée 1000ml
PH=74

Milieu de Chapman

Peptone 119
Extrait de viande 19
Chlorure de sodium 759
Mannitol 10g

Agar 159
Rouge de phénol 0,025g
Eau distillé 1000ml

PH=74

Les colorants

Lugol

lode 19
lodure de potassium 29
Eau distillé 300ml

Violet de gentiane

Violet de gentiane 19
Ethanol a 90 10g
Phénol 29

Eau distillé 1000ml
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Fuchsine

Fuchsine basique 29
Acide phénique 10g
Alcool absolu 20ml

Dilution du miel
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Réfractometre de type abbé

L’analyse pollinique
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Mesure de 1’absorbance

Mesure 1’acidité



