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Résumé

Résumé

L'objectif de cette étude est d'évaluer la qualité de cing types d'échantillons de miel algérien, produits
par l'abeille Apis mellifera et provenant de différentes sources botaniques et géographiques, en
comparaison avec un échantillon de miel commercialisé (Manuka). L'évaluation se concentrera sur
le profil des sucres et les propriétés physico-chimiques de ces échantillons de miel. D’autre
part, I'étude vise a réaliser une analyse qualitative de la méliosopalynologie, a étudier l'activité
de la glucose oxydase (GOXx) et a examiner l'effet antibactérien du miel contre des souches
bactériennes pathogénes telles que E.coli, S.aureus et P.aeruginosa. Egalement, I'étude
explorera la corrélation entre l'effet antibactérien et antimutagéne du miel avec sa teneur en
polyphénols, flavonoides et couleur. Pour atteindre ces objectifs, cing échantillons de miel
naturel ont été prélevés aupres d'apiculteurs locaux, tandis que le miel de Manuka a été obtenu
en France. Pour évaluer l'effet antibactérien, des essais de diffusion en puits et de microdilution
ont éteé réalisés a six dilutions différentes (80%, 40%, 20%, 10%, 5% et 2,5%). L'étude a
également mesuré l'activité de la glucose oxydase (GOx) en utilisant du peroxyde d'hydrogeéne
comme étalon, ainsi que du peroxydase et de I'o-dianisidine. En outre, le test AMES a été réalisé
en utilisant trois souches de Salmonella typhimurium pour déterminer l'effet antimutagene du
miel. Les sucres ont été analysés a l'aide de la chromatographie échangeuse d'ions a haute
performance avec détection par amperométrie pulsée (HPAEC-PAD), et leurs parametres
physico-chimiques généraux ont été évalués. La méthode HPAEC-PAD a permis l'analyse
qualitative et  quantitative  simultanée de six mono- et disaccharides.
L'étude a donné des résultats significatifs, révélant que deux échantillons de miel (M1 :
Hedysarum coronarium, M4 : Ziziphus sp) pouvaient étre classés comme monofloraux, tandis
que les échantillons de miel M2, M3 et M5 étaient des miels multifloraux. L'analyse statistique
a indiqué une corrélation entre I'effet antibactérien et le niveau de GOX et le pH. L'analyse de
la teneur totale en polyphénols et en flavonoides dans les échantillons de miel a indiqué que
I'échantillon de miel M5 présentait les concentrations les plus élevées (307 pg de GAE/mg de
miel). De plus, tous les échantillons de miel ont présenté des effets antibactériens et
antimutagenes positifs. L'évaluation des propriétés physico-chimiques, y compris I'humidité, le
pH, la CE, le HMF et la couleur (Pfund), a donné des valeurs moyennes de 16.32 + 0.04 ; 4,36
+ 0.00; 0.38+ 0.37 mSecm-1 ; 09.84+ 0.19 mg+kg-1 et 75.4+ 0.24 mm, respectivement. Le
sucre dominant dans les échantillons de miel était le fructose, suivi du glucose, de la turanose,

de l'isomaltose, du maltose et du saccharose.



Résumé

En conclusion, le miel se révele étre un produit naturel important avec des propriétés
antimutagénes et antibactériennes remarquables contre les bactéries pathogenes, en faisant une

thérapie alternative potentielle pour traiter les plaies infectées par des souches multirésistantes.

Mots clés : Miel, paramétres physico-chimiques, HPAEC-PAD, effet antibactérien, effet
antimutagene, effet antioxydant glucose oxydase, E.coli, P.aeruginosa, S.aureus, flavonoides,
polyphénols
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Abstract

The aim of this study is to evaluate the quality of five types of Algerian honey samples,
produced by the Apis mellifera bee and coming from different botanical and geographical
sources, in comparison with a sample of commercial honey (Manuka). The evaluation will
focus on the sugar profile and physico-chemical properties of these honey samples. In addition,
the study aims to carry out a qualitative meliosopalynology analysis, investigate glucose
oxidase (GOX) activity and examine the antibacterial effect of honey against pathogenic
bacterial strains such as E.coli, S.aureus and P.aeruginosa. In addition, the study will explore
the correlation between the antibacterial and antimutagenic effect of honey and its polyphenol,
flavonoid and color content. To achieve these objectives, five samples of natural honey were
collected from local beekeepers, while the Manuka honey was obtained in France. To assess
the antibacterial effect, well diffusion and microdilution tests were carried out at six different
dilutions (80%, 40%, 20%, 10%, 5% and 2.5%). Bacterial susceptibility to honey was assessed
by well diffusion and agar dilution tests. The study also measured glucose oxidase activity using
hydrogen peroxide as a standard, as well as peroxidase and o-dianisidine. In addition, the
AMES test was carried out using three strains of Salmonella typhimurium to determine the
antimutagenic effect of honey. All honey samples were collected from various locations under
different climatic conditions. Sugars were analyzed using high-performance ion exchange
chromatography with pulsed amperometric detection (HPAEC-PAD), and their general
physico-chemical parameters were evaluated. The HPAEC-PAD method enabled the

simultaneous qualitative and quantitative analysis of six mono- and disaccharides.

The study yielded significant results, revealing that two honey samples (H1: Hedysarum
coronarium, H4: Ziziphus sp) could be classified as monofloral, while honey samples H2, H3
and H5 were multifloral honeys. All honey samples demonstrated a strong bactericidal effect
against pathogenic bacteria, and statistical analysis indicated a correlation between antibacterial
effect and GOX level and pH. Analysis of the total polyphenol and flavonoid content in the
honey samples showed that honey sample 5 had the highest concentrations (307 ug GAE/mg
honey). In addition, all honey samples showed positive antibacterial and antimutagenic effects
against pathogenic bacteria. Evaluation of physico-chemical properties, including moisture, pH,
EC, HMF and color (Pfund), yielded mean values of 16.32 £ 0.04; 4.36 + 0.00; 0.38+ 0.37 mS-
cm-1; 09.84+ 0.19 mg-kg-1 and 75.4+ 0.24 mm; 0.38 + 0.37 mS-cm-1, respectively. The
dominant sugar in honey samples was fructose, followed by glucose, turanose, isomaltose,

maltose and sucrose.



Abstract

In conclusion, honey is proving to be an important natural product with remarkable
antimutagenic and antibacterial properties against pathogenic bacteria, making it a potential
alternative therapy for treating wounds infected by multi-resistant strains. Further research is

needed to explore the underlying mechanisms and bioactive compounds present in honey.

Keywords: Honey, physico-chemical parameters, HPAEC-PAD, antibacterial -effect,
antimutagenic effect, antioxidant effect glucose oxidase, E.coli, P.aeruginosa, S.aureus,
flavonoids, polyphenols
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Le miel est la substance sucrée naturelle produite par I'abeille domestique (Apis mellifera) a
partir du nectar des plantes ou des sécrétions des parties vivantes des plantes ou des excrétions
des insectes suceurs de plantes sur les parties vivantes des plantes. Les abeilles le récoltent, le
transforment en le combinant avec des substances spécifiques qui leur sont propres, le déposent,
le déshydratent, le stockent et le laissent dans l'alvéole pour qu'il mlrisse et se développe
(Bouacha et al ., 2018; Codex Alimentarius, 2001). Cet aliment nutritif et sain est I'édulcorant
le plus efficace produit par la nature, qui a toujours été consommé pour ses composants
nutritionnels et ses effets bénéfiques sur la santé humaine (Hills et al., 2019 ; Pasupuleti et al.,
2017 ; Benaziza-Bouchema et Schweitzer, 2010). Il est également facile a digérer et offre

I'énergie nécessaire a l'organisme (Afrin et al., 2019).

Décrit comme une solution sucrée super-saturée, les valeurs nutritionnelles du miel sont
dues a sa composition complexe et riche, notamment en sucres (Bogdanov et al., 2008). Cette
substance est composee de glucides, d'eau et de plusieurs composants mineurs, en plus
d'environ 200 substances reportées également presents dans le miel, dont des acides aminés,
des vitamines, des minéraux, des enzymes, etc (Machado et al., 2020 ; White 1962). Au-dela
de la valeur énergétique, les propriétés physico-chimiques sont également fournies par les
hydrates de carbone. Les abeilles récoltent le nectar d'un seul type de fleurs ou de différents
types de fleurs, le miel produit est alors mono-floral ou multi-floral respectivement (Machado
et al., 2020).

De nombreux facteurs contrélent la composition chimique du miel : la source botanique, la
situation géographique, la saison, la zone de collecte, I'environnement, du traitement et des
conditions de stockage (Bouacha et al., 2022). Ces facteurs contrélent la concentration et les
propriétés de la teneur en sucre dans le miel. Différents types de disaccharides et de tri-
saccharides ont été identifiés dans le miel selon la technique analytique utilisée (Afrin et al.,
2019).

Le miel contient des acides organiques (acide gluconique) et des ions inorganiques (phosphate,
chlorure), qui sont responsables de son acidité. L'acidité élevée offre au miel une résistance a
l'altération bactérienne. 1l s'agit de la transformation des sucres en acides organiques. Ceci lui
confére un puissant effet antibactérien ainsi que sa forte osmolarité, et surtout sa teneur en

peroxyde d'hydrogéne (Boudiar et al., 2022).
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Le pollen, autre produit de I'abeille, est reconnu comme un élément important de la médecine
traditionnelle dans plusieurs pays. En raison de ses propriétés nutritionnelles et thérapeutiques,
le pollen est considéré comme un aliment fonctionnel dans l'industrie alimentaire. Les
composés phénoliques tels que l'acide gallique, caféique et trans-cinnamique sont les
composants du pollen qui sont responsables de son effet antibactérien. Des composants tout
aussi importants du pollen sont les flavonoides comme la quercétine, les flavones et les dérivés

de catéchine, les stéroides, les dérives de caroténoides et les terpénoides (Karadal et al., 2018).

Le pollen est la principale source de protéines, de substances grasses, de minéraux et de
vitamines de l'abeille et il est essentiel pour la croissance des larves et des jeunes abeilles et
adultes (Gary, 1992; Herbert, 1992). La composition du pollen est trés importante pour l'analyse
du miel et elle a été utilisee comme méthode traditionnelle pour déterminer l'origine florale du
miel. Les taxons du pollen indiquent les sources florales utilisées par les abeilles pour produire
le miel (Moore et al., 1991; Sawyer et Pickard, 1988). Le pollen est également une bonne source
de glycosides flavonoides et les profils de ces derniers par chromatographie liquide a haute
pression (HPLC) ont eté utilisés pour caractériser les pollens d'abeilles. Les flavonoides sont
presque exclusivement présents dans le pollen sous forme de glycosides. Ces flavonoides
peuvent également caractériser un miel uni-floral. Le groupe espagnol a également montré que

les flavonoides du miel sont des dérivés de la propolis (Ferreres et al., 1994).

Outre I'importance nutritionnelle, le miel possede de multiples effets biologiques tels que les
propriétés antimicrobiennes (Tesfaye et al., 2022), antioxydantes (Ahmed et al., 2018), anti-
inflammatoires (Liao et al., 2018), gastro-protectrices (Djebli et al., 2021), cicatrisante des
plaies (Febriyenti et al.,, 2019), des effets antimutagenes (Saxena et al., 2010) effets
anticancéreux (El-kott, 2008).

Le miel est utilisé depuis les temps anciens comme un remede traditionnel pour les infections
microbiennes (Al-Kafaween et al. 2020; Mandal et Mandal, 2011). Plusieurs auteurs ont prouvé
le fort effet antibactérien du miel contre les infections bactériennes causées par des souches
pathogenes multirésistantes (Abolhassani et al., 2022; Cilia et al., 2020; Bucekova et al., 2019;
Bouacha et al., 2018). L'activité antibactérienne du miel a été testée contre de nombreuses
especes bactériennes pathogenes dans différents environnements pour traiter les plaies et les
infections de brdlures souvent causées par les Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline
(SARM) et Pseudomonas (Hazrati et al., 2010). De méme, il a été testé contre les infections

des voies urinaires chez les femmes enceintes causées par des souches multirésistantes telles
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que Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, etc (Almasaudi, 2021
; Bouacha et al., 2018; Lusby et al ., 2005). Le pH est I'un des facteurs du miel qui inhibe la
croissance bactérienne. C'est pourquoi on parle "d'inhibines”. Ces éléments améliorent
considérablement le pouvoir antibactérien du miel en agissant seuls ou en synergie (Wahdan,
1998 ; Oka et al., 1987). Le miel est naturellement acide qu’elle que soit son origine
géographique, avec un pH compris entre 3,2 et 4,5, Ce faible niveau de pH inhibe la croissance
de la plupart des micro-organismes (Bouacha et Benbouzid, 2020; Molan, 1992). Ibrahim et al.
(2012) ont remarqué que ce faible pH constitue un milieu hyper-osmotique, une propriété
puissante agissant comme un inhibiteur de croissance pour de nombreuses bactéries
pathogénes. En absorbant I'eau vitale de ces pathogenes, il fournit un milieu ou ces bactéries ne

peuvent pas se multiplier (Kone et al., 2016; Bogdanov et Blumer, 2001).

En effet, le miel possede aussi un bon effet antimutagene, ce qui signifie qu'il peut protéger
I'ADN des effets negatifs potentiels de reactions induisant des mutations. Bien que le
mécanisme impliqué dans I'effet antimutagéne du miel ne soit pas bien identifié, cependant, il
pourrait étre lié a de nombreuses substances biologiques telles que comme les acides
phénoliques, les flavonoides, les vitamines, les enzymes et les sels minéraux (Wang et al.,
2002).

Les flavonoides et les polyphénols, des pigments naturels présents dans les plantes, jouent un
réle crucial en assurant une protection contre les radicaux libres, les rayons ultraviolets et la
photo-oxydation (Taormina et al., 2001). Ces composés aux propriétés antioxydantes sont
également présents dans le miel, contribuant ainsi a ses bienfaits pour la santé.Le pouvoir
antioxydant du miel est étroitement lié a sa couleur. En effet, plus le miel est foncé, plus il est
riche en pigments protecteurs tels que les flavonoides. Les abeilles, en récoltant le nectar de
différentes sources florales correspondant a des taxons de pollen variés (Mercan et al., 2007),

introduisent ainsi une diversité de flavonoides et des polyphénols dans le miel.

Le pollen des plantes polliniféres, nectariféres et anémophiles est souvent présent dans le miel,
reflétant les facteurs environnementaux et les ressources végeétales butinées par les abeilles.
Cette diversité de composés antioxydants confere au miel ses propriétés bénéfiques pour la
santé, renforcant son potentiel en tant que source naturelle de protection contre le stress oxydatif
(Da Luz et al., 2020).

L'Algérie est classée comme le plus large pays d'Afrique en termes de superficie ; elle est bordée

au nord par la mer Méditerranée, ce qui se traduit par tous les bioclimats méditerranéens du
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pays (humide, subhumide, semi-aride, aride et saharien). Les montagnes caracterisent I'Algérie
et divisent le pays en trois types de climats qui se distinguent par leur relief et leur morphologie,
d'ou une importante diversité biologique. L'Algérie dispose d'importantes ressources génétiques
végeétales en raison de sa situation géographique entre deux empires floraux : Holarctis et
Paleotropis. Cela lui confere une flore trés diversifiée décrivant 3 139 especes végétales
algériennes, dont beaucoup sont visitées par les abeilles domestiques (Commission des

ressources génétiques pour l'alimentation et l'agriculture, 2013; Quézel et Santa, 2000).

Par conséquent, la capacité de production du miel algérien est extrémement élevée (Rebiai et
Lanez, 2015). Le miel algérien est tres diversifié d'une plante & une autre au sein d'une méme
flore et d'une flore a une autre ainsi que d'une zone géographique a une autre. Les miels
algériens sont trés différents en termes d'ardme et de go(t, chaque région produisant son propre

type de miel.

Plusieurs articles ont été publiés sur les caractéristiques physico-chimiques et la composition
pollinique du miel provenant de différentes sources (Mercan et al., 2007). Cependant, les
rapports sur la composition chimique et la teneur en sucre des différents types de miel algérien
sont rares en raison de leur grande diversité et de leur énorme production. Malgré cela, un intérét
croissant a été porté a la détermination des effets thérapeutiques des échantillons de miel
provenant de différentes régions. Pourtant, les données disponibles sur le profil pollinique et
I'activité antibactérienne du miel algérien sont tres peu nombreuses par rapport a lI'importante
diversité botanique, climatique et géographique de I'Algérie. Ceci souligne la nécessité
d'approfondir I'exploration de ces aspects afin de mieux comprendre les propriétés et les

bénéfices potentiels du miel produit en Algérie.

Par conséquent, la présente étude vise a contribuer a la connaissance du miel algérien et a
évaluer sa qualité. Elle vise également a déterminer et a quantifier la composition en sucres (les
monosaccharides, disaccharides et tri-saccharides), par chromatographie d'échange d'anions a
haute performance avec détection ampérométrique pulsée (HPAEC-PAD), et les parametres
physico-chimiques du miel algérien provenant de cing régions aux climats et aux origines
botaniques différents. Le miel utilisé comme référence dans cette étude était celui du Manuka

provenant de la Nouvelle-Zélande.

Les effets thérapeutiques des échantillons de miel (antibactérien, antimutagéne et antioxydant)

ont également été examinés dans cette étude, mettant en lumiére leur importance. La corrélation



Introduction

entre le pH, l'activité enzymatique de la glucose oxydase (GOXx) et I'effet antibactérien du miel
algérien contre les bactéries pathogénes multirésistantes a été évaluée. Simultanément, l'origine
botanique du miel algérien a été déterminée grace a une analyse qualitative mélisso-
palynologique visant a identifier ses profils polliniques. La détermination de ces paramétres et

propriétés permet d'évaluer sa qualité et de s'assurer qu'elle est maintenue dans les normes
internationales et dans les valeurs de la Iégislation.
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1. Présentation de I’abeille
1.1. Définition

L’abeille « Apis mellifera » est un insecte qui appartient au genre Apis et a la famille des Apidae.
Les abeilles sont des insectes sociaux, capables de récolter de la nourriture et de la mettre a la
disposition des habitants de la ruche. L’espéce « Apis mellifera » est la plus adéquate a 1’élevage
et réponds aux besoins des apiculteurs et scientifiques, et s’adapte aux conditions climatiques
(Guillon,1996).

1.2. Classification (position systématique)

L’abeille algérienne appartient a la lignée Africaine A comportant deux sous espéces ; Apis

mellifera intermissa (Buttel-Reepen 1906) et Apis mellifera sahariensis (Baldensperger, 1924).

En 1906, Buttel Reepen a décrit et classé, 1’abeille Apis mellifera intermissa (figure 01), appelée
aussi I’ Abeille tellienne (Ruttner et al., 1978). Se trouve au Nord de I’ Afrique (Maroc, Tunisie
et Algerie) le long de la cote méditerraneenne (Grissa et al., 1990; Cornuet et al., 1988). La

race intermissa est la plus répandue s’étend sur toute 1’ Afrique du Nord, du Maroc a la Tunisie

(Loucif-Ayad et al., 2015 ; Hepburn et Radloff, 1996).

Sa position systématique est la suivante :

Embranchement : Arthropodes
Sous embranchement : Mandibulates
Classe : Insectes
Sous-classe : Ptérygotes
Ordre : Hyménopteres
Sous-ordre : Apocrites
Section : Aculéates
Famille : Apidés
Genre : Apis

Espeéce : Apis mellifera
Sous-espece : Apis mellifera intermissa (Buttel-Reepen, 1906).
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Figure 01 : L’abeille tellienne : Apis mellifera intermissa (Clément et al., 2002)
2. Miel
2.1 Définition

Le miel a été défini comme : « la substance sucrée naturelle produite par les abeilles « Apis
mellifera » a partir du nectar des plantes ou des sécrétions des parties vivantes des plantes ou
des excrétions des insectes suceurs de plantes sur les parties vivantes des plantes, que les
abeilles collectent, transforment en les combinant avec des substances spéecifiques qui leur sont
propres, déposent, déshydratent, stockent et laissent dans les rayons de miel pour mdrir et se

développer » ( Codex Alimentarius, 2001).
2.2 Origine du miel
Selon I’origine sécrétoire, deux variétés de miel existent ; le miel de nectar et le miel de miellat :

2.2.1 Miel de nectar

Le nectar est la sécrétion de la glande a nectar ou nectaire situé généralement dans les fleurs,
ou a la base de certaines feuilles. C'est un organe qui sécréte la séve sucrée ; l'une des
caractéristiques des fleurs pollinisées par des insectes ou des oiseaux (Nicolson et Thornburg ,
2007; Marchenay et Berard, 2007 ). Sa composition complexe varie selon les especes, Il se
compose d’eau, sucres, substances aromatiques et colorantes, des acides, des sels minéraux ou
quelques substances diverses et rares comme des vitamines ou des protéines. les propriétés du

miel sont influencées par la qualité et la composition du nectar (Lequet, 2010; Bessas, 2008).
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Le nectaire peut se trouver dans de nombreuses parties differentes de la fleur, de nombreux
détails sont donnés par Bohmker (1917), Feldhofen (1933),Daumann (1928-30) ; Bonnier
1878). La glande sécrétant le sucre peut étre sur le réceptacle, les pétales ou les sépales, ou a la
base des filaments, du carpelle et du pistil, ou dans l'ovaire.

2.2.2 Miel de miellat

Certaines espéces d’insectes sont capables de prélever la séve élaborée dans le phloéme (les
canaux ou elle circule) a I’aide d’une piéce buccale piqueuse (Koechler, 2015). La seve subie
des transformations dans le systéme digestif de I’insecte. Des microorganismes vivant en
symbiose dans I’appareil digestif trés spécifiques de I’abeille comme Snodgrassella et
Gilliamella et d’autres connus tel que les Lactobacillus, Bifidobacterium Bacillus etc. Celle-ci

est enfin produite sous forme d’une sécrétion liquide et sucrée (Guerriat, 1996).

2.3 Différents types de miel selon I’origine florale

Des facteurs tels que le type de fleurs butinées ainsi que la région florale affectent le type de

miel produit (ses propriétés sensorielles ; sa saveur, son aspect etc).

Selon le nombre d’espéces de fleur butiné par les abeilles ; unique ou bien multiple, le miel

produit est alors mono-floral ou polyfloral respectivement (Cuvillier, 2015).

2.3.1 Miel mono-floral

Les miels monofloraux possédent des caractéristiques palynologiques, physico-chimiques et

organoleptiques spéecifiques (Bogdanov et Blumer, 2001).

2.3.2 Miel poly-floral

Ce type de miel provient souvent de plusieurs espéces végétales, les abeilles butinent le nectar
et/ou le miellat de ces végétaux. Leurs origines géographiques permettent de valoriser leur

spécificité et mettre en évidence leur caractére dominant aux consommateurs (Gonnet, 1997).

2.4 Production du miel en Algérie

Le Pays contient de nombreuses ressources melliféres variées ce qui détermine I’activité apicole
en Algérie. L’apiculture est prédominante dans les régions suivantes :

<> Zone de littoral : miel d’agrumes et eucalyptus.

R/

X Zone de montagne : Kabylie : miel de toutes fleurs, lavande, carotte sauvage et bruyeére.

X Hauts plateaux : miel de sainfoin, romarin et jujubier.
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<> Maquis et forets : miel toutes fleurs et miellat.

L’ Algérie a produit 33000kg en 2011( 4 a 8 kg/ruche),ce niveau de production est faible par
rapport aux potentialités melliféres du pays.L’importation du miel arrive a 150 000 tonnes par

an ( chine, Inde, Arabie Saoudite et d'autres pays (Guerzou et al., 2021).
2.5 Miel de Manuka

Le Manuka (Leptospermum scoparium) est un arbuste appartenant a la famille des Myrtaceae.
Cette plante est originaire de la Nouvelle-Zélande et du sud-est de I'Australie. Le nom
"Manuka" est dérivé de la langue maori, le peuple indigéne de la Nouvelle-Zélande.Cette plante
est connue comme une source de miel monofloral sain. Les abeilles récoltent le nectar des fleurs
et le transforment en miel. La plupart de ce miel est produit en Nouvelle-Zélande, puis expédié
dans d'autres pays.

Parmi les miels monofloraux, ce miel de manuka, un miel foncé, a fortement attiré I'attention
de la communauté scientifique internationale pour ses propriétés biologiques, notamment pour
ses capacités antimicrobiennes et antioxydantes. Dans la médecine traditionnelle, différents
extraits du manuka sont utilisés comme seédatifs et comme remedes pour la cicatrisation des
plaies. En outre, le miel de manuka lui-méme est utilisé depuis longtemps pour éliminer les
infections, y compris les abces, les plaies chirurgicales, les plaies traumatiques, les bralures et

les ulceres d'étiologies diverses (Patel et Cichello 2013).

La valeur sanitaire inégalée de ce miel est attribuée a sa teneur en substances phytochimiques,
principalement du méthylglyoxal, mais aussi de peroxyde d'hydrogéne et de D-glucono-5-
lactone qui sont dérivés du glucose (oxydation) et de la propolis (Anthimidou et Mossialos,
2013; Sherlock et al., 2010).

Ces principaux composeés bioactifs du miel de manuka et les mécanismes responsables de leurs
activités biologiques font actuellement I'objet d'études. Ces études soutiendraient I'utilisation
accrue du miel de manuka dans la médecine cutanée et pourraient également servir de base a
l'isolement et a la purification de composés pour le développement de produits
biopharmaceutiques aux propriétés antimicrobiennes et cicatrisantes ; ces nouvelles
découvertes pourraient représenter une valeur économique ajoutée qui favoriserait également

les apiculteurs dans leurs productions (Alvarez-Suarez et al., 2014).

Le terme "IAA" signifie "International Antimicrobial Activity" (activité antimicrobienne

internationale). 1l s'agit d'un systeme de notation utilisé pour évaluer l'activité antibactérienne
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du miel de Manuka. L'lAA mesure le niveau d'un composé spécifique appelé méthylglyoxal
(MGO) dans le miel, qui est responsable de ses propriétés antimicrobiennes (Sherlock et al.,
2010). Un indice IAA de 5+ indique que le miel de Manuka a une activité antimicrobienne
modérée. Plus l'indice IAA est élevé, plus les propriétés antimicrobiennes du miel sont
importantes (Bagnyuk et al., 2021).

3. Propriétés organoleptiques des miels (sensorielles)

Le miel est une solution sucrée super-saturée, mais contient également de nombreuses
substances secondaires. Les ingrédients du miel ont un effet sur les propriétés sensorielles. Les
analyses sensorielles du miel ont des objectifs différents. Il s'agit ici de décrire et de
communiquer les propriétés sensorielles, d'évaluer la typicité de la variété, de déterminer la

popularité aupreés des consommateurs ou d'identifier les défauts.

La determination des variétés est donc effectuée par une combinaison d'analyses polliniques,
parametres chimiques et analyses sensorielles (Piana et al., 2004). Les caractéristiques

suivantes sont évaluées de maniére visuelle et tactile :

3.1 Texture

Il peut étre liquide, si les sucres sont dissous, ou cristallisés, lorsque les sucres précipitent en

formant des cristaux de maniére plus ou moins complete.(Marcazzan et al., 2018)

A basse température, les miels & faible teneur en eau cristallisent, le composant glucose
développant d'abord une texture cristalline. Les miels de fleurs qui cristallisent rapidement sont
par exemple le miel de colza et de tournesol. Le miel de miellat, le miel de chataignier et le
miel de robinier restent fluides plus longtemps. Le miel de forét cristallise beaucoup plus
lentement que le miel de fleurs. Les miels qui ont tendance a cristalliser rapidement sont le plus
souvent remués pour produire un miel crémeux apres centrifugation. Les cristaux grossiers sont

considérés comme un défaut du miel (Piana et al., 2004).

3.2 Couleur

La couleur du miel est en corrélation avec sa teneur en composés phénoliques, en pollen et en

substances minérales. Elle change au cours du stockage (Piana et al., 2004).

Au cours du stockage, le miel devient plus foncé en raison des réactions de Maillard (Annexe
01) et de la réaction des polyphénols. La rapidité avec laquelle le miel fonce dépend des

conditions de stockage. Les températures élevées favorisent le noircissement.
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La plus grande différence réside dans l'intensité de la couleur qui peut varier de tres claire
(paleur) a trés foncée. Elle peut étre évaluée selon I'échelle suivante : (tres clair, clair, moyen,

foncé, tres foncé) (Marcazzan et al., 2018).

La plupart des miels liquides ont une couleur qui correspond a une solution obtenue avec du
colorant caramel. Cependant, ils peuvent prendre différentes teintes parfois : jaune vif, grisatre,
rougeatre, avec un ton orange ou vert fluorescent, parfois terne, parfois vif (Marcazzan et al.,
2018).

Dans les miels cristallisés, la couleur varie en fonction du type de cristallisation et peut aller du
blanc au brun foncé en passant par toutes les nuances de beige, si un miel cristallise, il apparait
plus clair . - clarté (pour le miel liquide) ; - impuretés ; - bulles dair ou mousse..Ces
changements de couleur peuvent étre enregistrés et quantifies par une analyse sensorielle ou

instrumentale (Marcazzan et al., 2018) .

3.3 Odeur

En évaluant I'intensité de I'odeur, nous nous référons a l'intensité globale de la sensation pergue
lors de I'odorat du miel. L'échelle proposée est utilisée comme référence quantitative : - absent
- faible - moyen — fort. Les descripteurs olfactifs peuvent étre classés en familles et sous-

familles. Celles-ci sont présentées en annexe 8 (Marcazzan et al., 2018).

3.4 Gout

La teneur en hydrates de carbone du miel est de 80 a 85 %. La plus grande partie de cette teneur
est constituée par les deux monosaccharides fructose (27 a 44%) et glucose (22 a
40%).Cependant, les disaccharides maltose (3 a 16 %) et saccharose (0 a 8 %) ou les
trisaccharides (0 a 8 %) ou le trisaccharide melicitose sont également présents dans le miel.
Environ 20 glucides différents ont été trouvés dans le miel. Dans les miels de fleurs, la
proportion de sucre est typique de 1’espéces végétale concernée, avec une prédominance du
fructose et du glucose, mais dans des proportions différentes. Le fructose ayant un godt plus
sucré glucose, tous les miels ne sont pas aussi sucrés les uns que les autres sucré. La composition
du miel de miellat est différente. Le miel de miellat contient environ 25 & 55% dede saccharose
et de faibles quantités de melicitose, un trisaccharide composé d'une molécule de fructose et de

deux molécules de glucose.Les acides contenus dans le miel - acide gluconique, acide formique,
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acide oxalique, acide acétique, acide tartrique, etc influencent également le goQt. Toutefois, un
godt acide peut également apparaitre en cas de fermentation (Piana et al., 2004).

3.5 Arbme

L'une des taches de I'analyse sensorielle du miel consiste a évaluer la typicité de la variété.
Celle-ci est également déterminée par I'analyse de lI'ardbme. Jusqu'a présent, pas moins de 300
substances aromatiques ont été détectées dans le miel.L’ardme est la "combinaison complexe
des sensations olfactives, gustatives et trigéminales percues lors de la dégustation (Marcazzan
et al., 2018; ISO 5492, 2008).

L'intensité de la sensation gustative sucrée, aigre, salée et amere est quantifiée comme suit : -
absent - faible - moyen - fort (Marcazzan et al., 2018) .Si le miel cristallise, I'eau qui était
auparavant liee au glucose est libérée. L'activite de l'eau et donc le risque de fermentation qui

devient perceptible dans un off-aroma fermentaire - augmente.

La chaleur laisse également des traces déetectables et indésirables dans le miel. Lorsqu'il est
chauffe, I'nydroxyméthylfurfural (HMF) qui donne au miel un aréme de type caramel. La teneur

en HMF du miel est donc un parametre de qualité mesurable (Derndorfer, 2015).

4. Caractérisation pollinique des miels
4.1 Pollen

Le pollen est la principale source de protéines, de substances grasses, de minéraux et de
vitamines pour l'abeille et il est essentiel pour la croissance des larves et des jeunes abeilles
adultes (Gary 1992; Herbert, 1992).Le pollen est également une bonne source de glycosides
flavonoides (Mercan et al., 2007). La composition du pollen est trés importante pour I'analyse
du miel et elle a été utilisee comme méthode traditionnelle pour déterminer l'origine florale du
miel. Les taxons du pollen indiquent les sources florales utilisées par les abeilles pour produire
le miel (Moore et al., 1991; Sawyer et Pickard, 1988).

4.2 Origine des pollens dans le miel

Le miel naturel contient une petite quantité de pollen qui dépends de 1’origine géographique et
botanique de I’échantillon, ces facteurs influence la quantité ainsi que la qualit¢ du pollen

retrouvé dans le miel. 1l provient des fleurs visitées par les abeilles.
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Le pollen peut tomber mar sur le nectar dans certaines morphologies florales ou provient de la
pilosité de I’abeille butineuse en contact avec les étamines (Mercan et al., 2007b; Louveaux et
al.,1978)

4.3 Composition du pollen

La composition du pollen dépend fortement de source végétale, avec d'autres facteurs tels que

les conditions climatiques, le type de sol et des activités d'apiculteurs (Morais et al., 2011).

4.4 Structure et fonction du pollen

Un grain de pollen est constitué de deux cellules non cloisonnées et posséde donc deux noyaux
haploides (végétatif et reproducteur), le tout est recouvert d’'un manteau sous forme de double
enveloppe (Figure 02-03). La premiere couche externe appelée « exine », parcourue de petits
trous qui permettent lors de la reproduction, I'émission du tube pollinique congu pour féconder
I’ovule (Stanley et Linskens, 1974).

Le pollen a pour réle d’assurer la reproduction par son transport de I’étamine (1’élément male)
vers le pistil (¢1ément femelle) de la fleur. Aprés la fécondation, I’ovaire se transforme en fruit

et les ovules en graines (Boukendour, 2011).

noyau
végétatif

ectexine
exineA| e
endexine 4485

intine

......

noyau
génératif

paroi de la cellule
générative

Figure 02 : Structure d'un grain de pollen (Laaidi et al., 1997).
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il T T
Figure 03 : Pelotes de pollen (Bogdanov, 2006).

4.5 ldentification du pollen

La couleur du pollen est trés variée selon les fleurs butinées par I’abeille ; jaune, orangé, rouge

sang, violet, verts, trés sombre (noir presque) (Simenel et al., 2015; Somme et al., 2015).

Le microscope optique permet d’observer la forme du pollen et son aspect général, pour
observer ’ornementation des grains de pollen et plus de détails le microscope électronique a
balayage doit étre utilisé (Boukendour, 2011).

La diversité et la fréquence des grains de pollen sont considérées en premier lieu lors de
I'analyse des sediments du miel, et constituent I'analyse pollinique du miel. Par conséquent,
I’analyse pollinique des produits de l'abeille (miel, pollen et propolis) prend en compte les
grains de pollen, leurs caractéristiques morphologiques qui conduisent a lI'indication de l'espece
ou les taxons botaniques de leur origine, ainsi que la quantité qui peut étre un indicateur de
qualité. L'analyse palynologique des produits de I'abeille prend en compte, outre les grains de
pollen, d'autres éléments structurés comme les spores et les hyphes de champignons, les algues,
poils de plantes, soies d'insectes, silice, argile et terre, amidon et cire, qui enrichissent les
données et les connaissances sur la qualité du produit, de son origine a sa transformation
(Homrani, 2020).

5. Parameétres physico-chimiques du miel

Habituellement, les miels sont acides en raison de leur faible pH (~pH 4), et sont composés de
80 % de sucres et de 17 % d'eau, tandis que les 3 % restants sont constitués de divers enzymes,
acides et minéraux (Kahraman et al., 2010). Cependant, la composition du miel differe selon la

source florale et l'origine ( Lusby et al., 2005).
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5.1.Humidité

La teneur en eau est un paramétre de qualité, important avant tout pour la durée de conservation
du miel, mais d’une importance mineure pour la caractérisation des miels unifloraux. La teneur
en eau du miel dépend des facteurs environnementaux pendant la récolte et le stockage. Un miel
a forte teneur en eau se traduit par un potentiel de fermentation plus élevé, ce qui rend la
conservation et le stockage plus difficiles (Babarinde et al., 2011). La mesure de l'indice de
réfraction du miel avec une température de 20°C est utilisée pour déterminer la teneur en eau
du miel, qui donne des informations sur la stabilité et la resistance du miel a la fermentation
(Zulkhairi et al., 2018 a). Si la teneur en eau du miel est supérieure & 19 %, la fermentation du
miel est indésirable. Ainsi, un faible taux d'humidité est un bon signe pour une meilleure et plus
longue durée d'utilisation du miel (Vit, 2012). Le seuil fixé par la commission internationale du
miel pour un miel de bonne qualité en termes d'humidité est de 20 g/100 g, ce qui s‘applique au
miel d’Apis mellifera (Chuttong et al., 2016).

5.2 Acidité libre

L'acidité libre du miel est liée a la présence d'acides organiques dans le miel. L'acidité libre
élevée résulte de la fermentation des sucres en acides organiques par les enzymes sécrétées par
les abeilles (Bensefia, 2019). La teneur en acidité libre du miel décrit la quantité ou la présence
d'acides organiques tels que les acides butyrique, acétique, formique, lactique, succinique,
pyrogutamique, malique et citrique en équilibre avec leurs lactones correspondants, ou leurs
esters internes, et certains ions inorganiques, tels que le phosphate (Mesele 2021; Codex
Alimentarius, 2001)

La teneur en acides organiques du miel est utilisée pour déterminer la fraicheur du miel et
séparer les miels en fonction de leur origine botanique et géographique (Zulkhairi et al., 2018

b). Le miel de miellat et le miel de fleurs, ainsi que pour la classification du miel unifie.

Les valeurs acceptables de I’Union européenne (UE), et de ’Organisation mondiale de la santé
(OMS) de I'acidite libre du miel sont fixée a une limite de < 0,05 pour l'acidité libre (meqg/kg)
(Conseil de I'Union européenne, 2002; Codex Alimentarius, 2001). L'acidité libre dans le miel
d'abeille a été signalée comme variant de 5,9 meg/kg a 592 meg/kg. Les données d'acidité libre
doivent étre conformes aux normes établies par I'HCa savoir une acidité libre ne dépassant pas
50 meg/kg (Bogdanov, 2002 a).
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La variation importante de la quantité d'acides libres pourrait étre due a une réflexion sur le
temps nécessaire a la transformation compléte du nectar en miel dans différentes conditions
d'environnement, de force des colonies et de concentration en sucre du nectar (Mesele, 2021,
Muli et al., 2007). En effet, les valeurs de pH/acidité peuvent également varier en raison des
techniques et des conceptions d'extraction et de stockage, et des types d'‘équipements et de
matériaux utilisés pour le traitement (Nanda et Nakao, 2003; Terrab et al., 2002). Lorsque
I'acidité devient élevée, le miel est fermenté a un moment donné, et I'alcool qui en résulte est
converti en acide organique. Ainsi, le miel devient aigre au go(Qt, et par conséquent, il est moins

acceptable car il est de mauvaise qualité (da Silva et al., 2016).
5.3 La conductivité électrique

La conductivité électrique est un critére de distinction entre le miel de fleurs et le miel de
miellat. La conductivité électrique est un indicateur utile de l'origine botanique. Elle joue un
réle important dans [l'authentification du miel mono-floral et dans [I'évaluation des

caractéristiques physiques du miel (Serrano et al., 2004; Mateo et Bosch-Reig, 1998).

La qualité¢ du miel est évaluée en mesurant ’HMF (5-hydroxyméthylfurfuraldéhyde) ; PTHMF
est généralement absent du miel nouvellement récolté. Pendant le stockage, I'emballage ou
I'exposition a la chaleur, son niveau augmente. Les sucres du miel (hexoses) sont convertis en
hydroxyméthylfurfural par un mécanisme de déshydratation catalysé par un acide (Solayman
et al., 2023; White, 1994).Pour s'assurer de la pureté du miel, on détermine sa teneur en HMF,
qui est donc un paramétre crucial (Pasias et al., 2022). De nombreux facteurs rendent trés
difficile la standardisation de la composition du miel et lattribution de critéres de qualité
spécifiques. La qualité du miel est généralement basée sur des caractéristiques chimigues,

sensorielles, physiques et microbiologiques (Geana et al., 2020).

En général, les valeurs doivent étre inférieur a la limite maximale de 0,8 mS/cm fixée par le
Codex Alimentarius et la FAO/OMS du miel de fleurs est inférieure a 0,8 mS/cm, alors que
celle du miellat doit étre supérieure a 0,8 mS/cm (Codex Alimentarius, 2001). La conductivité
électrique du miel est directement liée a sa concentration en minéraux, sels, d'acides organiques
et de protéines (Zivkov-Balos et al., 2018). Ce paramétre compléte les autres parameétres utilisés

dans la détermination de I'origine florale du miel (Acquarone et al., 2007).
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5.4 pH (potentiel d’hydrogéne)

Le pH du miel est compris entre 3,4 et 6,4, bien que la limite du pH n‘ait pas encore été décrite
par les comités de réglementation, un niveau de pH entre 3,2 et 4,5 et l'acidité naturelle du miel
inhibent la croissance des micro-organismes, car le pH optimal pour la plupart des organismes
se situe entre 7,2 et 7,4 (Chuttong et al. 2016).Un pH plus faible est lié a la fermentation des
sucres présents dans le miel en acide organique. Le miel de fleurs a un pH compris entre 3,5 et

4,5, mais le miel dont le pH est supérieur a 5 est de mauvaise qualité (Berhanu et al., 2022).
5.5 Teneur en sucre

Dans le miel, la teneur en sucre et en eau est estimée a 95 - 99 %. Les types de sucre sont
principalement le fructose, le glucose, le maltose, le raffinose et le saccharose. Les principaux
sucres réducteurs du miel sont le glucose et le fructose qui représentent 65-75% des sucres
totaux (Farh, 2016; Terrab et al., 2002).

Les sucres contenus dans le pollen sont principalement le saccharose, le glucose et le fructose,
mais leurs proportions relatives sont generalement assez variables ; mais tres fiables pour
certaines familles botaniques (Pozo et al., 2015). En outre, le fructose et le glucose dans le miel
sont crédités pour prédeterminer les phases de maturité du miel, les sources de nectar dans les
différentes zones géologiques, et ils contribuent a décider de la composition en sucre du
miel(Berhanu et al., 2022). Un miel de bonne qualité doit avoir la valeur de sucre réducteur
(somme de fructose et de glucose) inférieur a 659/100 g. Cette limite minimale a été fixée par
les réglementations européennes et le Codex (Conseil de I'Union européenne, 2002 ; Codex
Alimentarius, 2001). Le glucose détermine la vitesse de cristallisation du miel tandis que le

fructose détermine le niveau des caractéristiques hygroscopiques du miel (Mesele, 2021).

Connaitre les principaux sucres réducteurs du miel permet de détecter et de différencier le miel
de fleurs et le miel de miellat (Motari, 2010). En effet, le miel de miellat contient moins de
monosaccharides (sucre réducteur) mais plus de di, tri et oligosaccharides que le miel de fleurs
(Diez et al., 2004).

En général, les types de miel provenant des plantes riches en nectar (miel floral) ont
habituellement une teneur élevée en sucres réducteurs (Motari, 2010). Cela implique également
que le systéme de gestion pendant la récolte, I'extraction et le traitement était bon (Maurizio,

1959).En outre, le sucre réducteur dans le miel permet de déterminer a l'avance les stades de
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maturité du miel et les sources de nectar dans différents lieux géographiques et de déterminer
la composition en sucre du miel (Da Silva et al., 2016).

La détermination de la quantité de saccharose est un parametre tres important dans I'évaluation
de la maturité des miels, l'identification de toute manipulation incorrecte du miel, ou
l'alimentation artificielle prolongée des abeilles avec des sirops de saccharose (Codex
Alimentarius, 2001).Selon les normes établies par I''HC, un miel de bonne qualité doit avoir

une teneur en saccharose qui n'est pas supérieure a 5 g/100 g (Bogdanov, 2002 b).
5.6 Couleur

La couleur est un des critéres d'apparence trés importants dans le commerce du miel et elle a
une grande importance dans la définition botanique du miel. La plus grande différence réside
dans Il'intensité de la couleur qui peut varier de tres claire (paleur) a trés foncée. Elle peut étre
évaluée selon I'échelle suivante - trés clair - clair - moyen - foncé - tres foncé (tableau 01).

La plupart des miels liquides ont une couleur qui correspond a une solution obtenue avec du
colorant caramel Cependant, la couleur du miel peut varier du jaune paille au presque noir. lls
peuvent parfois s'écarter de cette couleur caramel pour prendre différentes teintes : jaune vif,
grisatre, rougeatre, avec un ton orange ou vert fluorescent, parfois terne, parfois vif. Dans les
miels cristallisés, la couleur varie en fonction du type de cristallisation et peut aller du blanc au

brun fonce en passant par toutes les nuances de beige (Marcazzan et al., 2018).

Tableau 01 : Analyse de la qualité des couleurs du miel de I’abeille (Ward, 2014).

Couleur Indice de Pfund (mm)

Blanc d'eau <08

Extra blanc 09-17
Blanc 18-34
Ambre extra clair 35-50
Ambre clair 51-85
Ambre 86-114
Ambre foncé >114

Cette propriété dépend de la teneur en minéraux, en pollen et en composés phénoliques du miel
(Solayman et al., 2016). La couleur du miel varie fortement en fonction de son origine
géographique (Bakchiche et al., 2018). La méthode de production et les pratiques agricoles

peuvent également influencer la couleur du miel ( De Almeida-Muradian et al., 2013).
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Le miel est classé par couleur, particulierement les miels monofloraux, selon les normes de
couleur approuvees par 'USDA (United States Standards for Grades of Extracted Honey,
1985).

5.7 Teneur en hydroxyméthylfurfural

La teneur en hydroxyméthylfurfural (HMF) est largement reconnue comme un paramétre de la
fraicheur du miel. L’HMF est considéré comme un parametre de qualité dans I'évaluation de la
fraicheur du miel et de sa détérioration, ce qui est en fait un indicateur approprié de la qualité
du miel (Mesele, 2021; Rattanathanalerk et al., 2005).L’HMF dans un miel récemment récolté
est généralement absent, pendant la conservation, I'emballage ou I'exposition a la chaleur, son
niveau augmente. Les sucres du miel (hexoses) sont convertis en hydroxyméthylfurfural par
un mécanisme de déshydratation catalysée par un acide (Zappala et al., 2005; Belitz et al.,
1999). L’HMF est corrélé aux propriétés chimiques du miel telles que le pH ; il augmente a un
faible pH (Khalil et al., 2012; Zappala et al., 2005). L’HMF est un produit de dégradation des
sucres simples, en particulier du fructose. Plusieurs facteurs ont été rapportés pour affecter la
teneur en HMF, notamment le chauffage, les conditions de stockage, le pH des sucres simples
provenant d'une source externe. L’HMF est formé par la décomposition des sucres réducteurs
dans le miel en présence d'acide avec l'augmentation de la température et du temps de stockage
par la réaction de Maillard (annexe 1) ; il peut également étre créé en raison de mauvaises
méthodes de traitement et de conditions de stockage. La teneur en HMF a été fixee a 40 mg/kg

maximum dans un miel Apis mellifera de bonne qualité (Codex Alimentarius, 2001).
6. Composition du miel

Le miel se compose essentiellement d’eau, de sucres (glucose, saccharose, fructose), et de
plusieurs composants mineurs. Environ 200 substances signalées, dont des acides aminés, des
vitamines, des minéraux, des enzymes, acides organiques et de substances aromatiques sont

également présentes dans le miel (Machado et al., 2020; White, 1962).

La composition chimique du miel est diversifiée principalement en fonction de sa source
botanique, de son emplacement géographique, de la saison, de la zone de collecte, de
I'environnement, du traitement et des conditions de stockage. Ces facteurs contrblent la

concentration et les propriétés du sucre contenu dans le miel (Bouacha et al., 2022).
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6.1 La teneur en eau

La teneur en eau du miel est liée a différents facteurs climatiques, saisoniers, l'origine botanique
et géographique du nectar, les conditions pédologiques et, la saison de récolte, I'intensité du
flux de nectar, le degré de maturation, la manipulation par les apiculteurs pendant la période de
récolte, ainsi que les conditions d'extraction, de traitement et de stockage. (Machado De-Melo
et al.,, 2018). Cependant, selon la saison de production et le climat, les miels unifloraux
présentent des différences typiques de teneur en eau, qui affectent les propriétés physiques du
miel (viscosité, cristallisation) et influencent également la valeur du rapport glucose/eau (Oddo
et al., 2004). L’humidité est un parameétre de qualité important pour évaluer le miel. C’est un
indicateur important de la durée de conservation, la qualité, la durabilité du miel et surtout pour
sa stabilite contre la fermentation et la granulation. L’humidité élevée accélére le processus de
fermentation et réduit la durée de conservation du miel en augmentant la possiblité de
fermentation du miel par certaines levures osmotolérantes. La pression osmotique du sucre n'est
pas assez puissante pour éviter la prolifération de ces levures osmophiles (Afrin et al. 2019;
Bogdanov et Martin, 2002).

Selon les législations internationales, la teneur optimale en eau varie entre 15% et 20%(Codex
Alimentarius, 2001; Crane, 1975). Le miel dont la teneur en eau est plus élevée que 18,6 % ; ne
peut pas étre classé par 'USDA (United States Standards for Grades of Extracted Honey, 1985).
La détermination de I'numidité du miel a été examinéee en deétail par White (1969) ; aucun
développement significatif n'a eu lieu depuis. Certaines autres propriétés du miel telles que la
couleur, la cristallisation, la viscosite, la saveur et la densité sont également affectées par la
teneur en eau (Machado De-Melo et al., 2018).

6.2 Les glucides

Le miel est un mélange trés complexe de sucres principalement composé de glucides (tableau
02). Sa concentration doit étre comprise entre 95% et 99% de son poids sec. Les principaux
sucres du miel sont les monosaccharides (hexoses) fructose (32-44%) et glucose (23-38%)
(Machado De-Melo et al., 2018). Dans presque tous les types de miel, le fructose est le principal
sucre, mais il y a des exceptions comme les miels de colza (Brassica napus), de pissenlit
(Taraxacum officinale) et de myrtille (Trichostema lanceolatum), ou le glucose est présent en
plus grande quantité (White, 1979).
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En outre, environ 25 oligosaccharides différents ont été détectés (Bogdanov et al., 2008).
Différents types de disaccharides et de trisaccharides ont été identifiés dans le miel (annexe 1).
Les principaux oligosaccharides du miel de fleurs sont les disaccharides saccharose, maltose,
tréhalose et turanose, ainsi que certains oligosaccharides importants sur le plan nutritionnel
comme le panose, le 1-kestose, le 6-kestose et le palatinose (Alvarez-Suarez et al., 2010;
Bogdanov et al., 2008). La nature des sucres dépend du type de plantes butinées par I'abeille.
L'index glycémique varie donc d'un miel a un autre. Par rapport au miel de fleurs, le miel de
miellat contient des quantités plus élevées des oligosaccharides melezitose et raffinose
(Bogdanov et al., 2008 a). La liste des di et tri-saccharides (annexe 09-10) a été fournie par
Moreira et De Maria (2001). Un grand nombre des différents sucres (disaccharides et
trisaccharides) ne se trouvent pas dans le nectar, mais se forment lors de la maturation et du
stockage sous l'effet des enzymes des abeilles et des acides du miel (Alvarez-Suarez et al.,
2010). lls sont produits par les abeilles pendant le processus de maturation par la conversion du
saccharose du nectar par I'enzyme invertase provenant des glandes salivaires de I'abeille ( Afrin
et al., 2019; Machado De-Melo et al., 2018).

Tableau 02 : Teneurs en sucres des miels (Bessas, 2008)

Sucres Miel de nectar (%) Miel de miellat (%0)
Fructose 32,5-45,2 28,3 - 39,8
Glucose 24,3-39,9 19-315
Saccharose 0,05-6,2 0,056-1,0
Maltose 0,1-23 05-25
Turanose 08-29 0,5-2,5
Tréhalose 0,05-1,5 0,1-2,4
Disaccharides 1,1-5,5 0,5-5,0
Mélézitose +raffinose 01-11 1,1-23,5
Maltotriose 0,1- 4,0 0,1-1,3
Oligo- saccharides 1,0-3,0 1,0-3,0
Isomaltose 0,2-2,2 0,1-10,8
Total 61,5-82,5 60,5-81,0
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6.3 Les protéines

Les protéines du miel proviennent des glandes salivaires des abeilles et du nectar, miellat et
surtout le pollen des plantes. Environ 20 protéines non enzymatiques différentes ont été
identifiées dans le miel, dont beaucoup sont communes a tous les miels, ou l'on retrouve les
albumines, les globulines, les protéases et les nucléoprotéines (Doner, 2003; White, 1979). Le
miel contient une teneur totale en protéines allant de 0,1 a 0,5 % (protéines, principalement des
enzymes et des acides aminés libres), bien que certains miels, comme celui de bruyere lingue
(Calluna vulgaris), possédent une teneur en protéines plus élevée (1 a 2 %) (Machado De-Melo
et al., 2018).

Les inhibines et les défensines sont des protéines naturelles trés importantes. Les inhibines
empéchent la multiplication des bactéries alors que les défensines jouent un role dans le systeme
immunitaire. Les teneurs élevées en protéines étaient considérees comme supeérieures a 1000
ug/g (Alvarez-Suarez et al., 2010). La grande majorité des proteines présente dans le miel sont
des enzymes ajoutées par les abeilles. Une teneur élevée en protéines peut révéler une teneur

élevée en pollen, ce qui indique un miel naturel ¢ a d de bonne qualite (Kwakman et Zaat, 2012).

6.4 Les enzymes

Le miel naturel contient une petite quantité d'enzymes, dont la diastase, I'invertase et la glucose-

oxydase sont les plus importantes :

6.4.1 Diastase (amylase)

Cette enzyme décompose I'amidon ou le glycogéne en unités de sucre plus petites, La raison de
la faible activité diastasique du miel pourrait étre due a l'adultération, ou a l'alimentation

artificielle des abeilles, a la surchauffe et au stockage excessif du miel (DE, 1985).

6.4.2 Invertase (sucrase, a-glucosidase)

La gluco-invertase : qui décompose le saccharose en fructose et glucose= Elle permet
I’hydrolyse du saccharose pour libérer le glucose et le fructose. De plus, l'invertase a une
activité transglucosilicatrice, produisant des sucres plus complexes a partir de monosaccharides
(White et Maher, 1953). L’activité des enzymes diminue en cas de vieillissement et/ou de
surchauffe puiqu’elle sont thermolabiles.Les abeilles produisent a partir des glandes
hypopharyngiennes (origine animale) certaines enzymes comme l'invertase et la glucose-

oxydase pour accomplir la maturation du nectar en miel (Doner, 2003). Certaines enzymes
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proviennent du nectar, du miellat ou du pollen (origine végétale), comme la catalase et la
phosphatase acide a I’exception de quelques enzymes comme la diastase qui a une double
origine. D'autres origines possibles pourraient étre les micro-organismes du miel et dans le cas
du miel de miellat, certaines enzymes pourraient provenir des insectes suceurs de plantes qui
produisent le miellat (Cavia et al. 2002). La teneur en enzymes dépend également de plusieurs
facteurs tel que I’origine botanique du miel, 1’état et de la force de la colonie, I’activité
saisonniére des glandes hypopharyngiennes de I'abeille et de I'espéce, régime alimentaire, I’age
des abeilles, stade physiologique de labeille, flux dabondance du nectar, degré de
transformation du nectar (Gonzélez et al., 2010; Maurizio, 1962; Persano et al., 1999; White,
1979b).

6.4.3 La Glucose Oxydase (Gox)

La glucose-oxydase dégrade le glucose en gluconolactone, qui donne a son tour de l'acide
gluconique, augmentant lacidité du miel, et libérant de petites quantités de peroxyde
d'hydrogene, compose responsable de la résistance microbienne du miel (Machado De-Melo et
al., 2018b). Parmi les acides organiques, l'acide gluconique qui est dérive du dextrose, via
l'activité de la glucose oxydase.Cette enzyme est ajouté par les abeilles ou par l'action des
bactéries pendant la maturation (J. W. White, Subers, et Schepartz 1963; Stinson et al., 1960).

Cependant, l'acidité excessive du miel n'est pas recommandée car elle conduit a une texture
aigre, au mauvais go(t et a la couleur (Lopez et al., 1996), et de tels types de miel pourraient
étre associés a une fermentation donnant lieu a de l'alcool puis a de I'acide acétique. Cette
condition peut se produire en raison de la présence d'un nombre élevé de cellules de levure et
de la teneur en humidité du miel qui favorise la prolifération des levures, la fermentation et la
production d'acide. Par conséquent, la connaissance du pH/acides organiques de différents types
de miel nous permet de détecter et de suggerer les sources des types de miel, le go(t du miel ;

et leur capacité de conservation (White et Doner, 1980)

6.5 Acides aminés

La quantité d'acides aminés libres totaux dans le miel se situe entre 10 et 200 mg/100g, Les
acides aminés du miel proviennent principalement du polle. Le profil des acides aminés peut
permettre la caractérisation de 1’origine botanique du miel, 50% des acides aminés retrouvés
dans le miel correspondent a la proline, environ 26 autre acides aminés existent dans le miel

dont les proportions dépendent de leur origine (nectar ou miellat) (Iglesias et al., 2004).
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Les principaux acides aminés identifiés dans le miel de différentes origines botaniques et
géographiques sont : acide glutamique, acide aspartique, asparagine+sérine, glutamine,
histidine, glycine, thréonine, b-alanine ,arginine ,a-alanine, acidg-aminobutyrique, proline,
tyrosine, valine, méthionine, cystéine , isoleucine, leucine, tryptophane ,phénylalanine
,ornithine ,lysine (Pérez et al., 2007; Paramas et al., 2006; Iglesias et al., 2004; Hermosin et al.,
2003)

6.6 Acides organiques

Les acides du miel représentent moins de 0,5% des solides totaux, mais sont importants pour le
goat, l'arbme, la couleur et la conservation du miel, empechent la croissance des micro-
organismes (Ananias et al., 2013; Bogdanov 2012). Plus de 30 acides organiques non
aromatiques différents ont été trouvés dans le miel, tels que les acides acétique, butyrique,
citriqgue, formique, lactique, maléique, malique, oxalique, fumarique, pyroglutamique,
succinique, pyruvique et tartrique, entre autres (Mato et al., 2003). Ils contribuent a I'acidite et
a la conductivité électrique du miel. L'acide gluconique représentant les 70-90% du total des
acides organique du miel , Il provient du glucose par l'action de la glucose oxydase (Bogdanov
2012).L'activité métabolique de certaines bacteries Gluconobacter de l'intestin des abeilles

pourrait produire de I'acide gluconique (Khan et al., 2020).

Dans le miel, l'acide gluconique est en équilibre avec la gluconolactone (Cavia et al., 2002;
Sancho et al., 2013).

6.7. Minéraux ou oligo-éléments

Les minéraux ou oligo-éléments présents dans le miel sont le potassium, le zinc, le phosphore,
le calcium, le sodium, le magnésium, le soufre, le cuivre, le fer et le manganése (Rao et al.,
2016). En raison de son godt unique et de sa haute valeur nutritionnelle, le prix du miel est

relativement plus élevé que celui des autres édulcorants (Zulkhairi et al., 2018).

La teneur en minéraux (cendres) du miel peut étre influencée par différents facteurs tels que
l'origine florale, le type et la physiologie de chaque plante, les différences entre les types de sol,
les conditions atmosphériques, les substances recueillies par les abeilles pendant le butinage
(Khalafi et al., 2016). 1l peut également étre influencé par les différences de teneur en minéraux
des plantes productrices de nectar (Anklam, 1998). Les valeurs minérales du miel permettent
d'identifier le miel par rapport a son origine botanique soit comme miel de miellat, miel mixte
ou miel floral (White, 1962).
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La teneur en minéraux du miel peut également jouer un role essentiel dans la détermination de
la couleur, de la valeur nutritionnelle, de I'aréme, de la saveur, de la valeur médicinale et des
qualités de conservation du miel. Le mélange de miel de fleurs et de miel de miellat peut donner
lieu a des valeurs plus élevées de la teneur en minéraux, tandis que seul le miel de fleurs pur a
une teneur en cendres plus faible que le miel de miellat (Ouchemoukh et al ., 2007). Dans le
cas du miel d'Apis mellifera, il est frequemment rapporté que la teneur en minéraux du miel est

liée a l'indice de qualité du miel ; avantage nutritionnel du miel (Solayman et al. 2016).
6.8.Composés aromatiques

Les composés aromatiques sont présents dans le miel a de trés faibles concentrations sous forme
de mélanges complexes de composants volatils de différentes fonctionnalités et de poids
moléculaire relativement faible (Cuevas-Glory et al., 2007).

L'ar6me du miel est un paramétre de qualité important pour la commercialisation du miel (pour
I'industrie alimentaire), en effet, la plupart des composés aromatiques varient dans les différents

types de miel en fonction de leur origine botanique (Bogdanov et al., 2004).

7. Micro-organismes

Ils ont une influence, notamment vis-a-vis d'autres microorganismes, ce sont essentiellement
des probiotiques, qui se développant et en colonisant les voies digestives et constituent un
systéme microbien synergique qui soutient la flore digestive (Piquepaille 1987). Plusieurs

micro-organismes existent dans le miel tel que :

- Lactobacillus et Bifidobacterium (ferments lactiques) provenant du nectar ou du tube
digestif de l'abeille.

- Des algues unicellulaires.

- Des levures.

- Spores de certaines bactéries comme Bacillus sp ou de Clostridium botulinum.

- Lipopolysaccharide des parois des bactéries a Gram négatif.

8. Autres composants

<> Les ardmes : offrent une odeur sucrée au miel. Cette sensation provient de I’acide

phénylacétique des différents mélanges de plantes butinées.

L)

X2 Les lipides : ils sont en faibles quantités, néanmoins on retrouve du cholestérol libre,

des esters de cholestérol ou encore des acides gras.
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<> Les miels foncés sont plus concentrés en sels minéraux que les miels de couleurs claires.

< Les vitamines : La teneur en vitamines du miel est faible. Des vitamines telles que le
phyllochinon (K), la thiamine (B1), la riboflavine (B2), la pyridoxine (B6) et la niacine sont
signalées dans le miel (Cuvillier, 2015).

9. Les antioxydants

Comme leur nom l'indique, sont des substances chimiques qui inhibent l'oxydation, les
antioxydants doivent donc agir comme des piégeurs de radicaux, qui transforment les radicaux
réactifs en formes moins réactives et empéchent les réactions avec les cellules du corps afin
d'éviter les dommages cellulaires (Kumar et al., 2014). Les composés phytochimiques tels que
les polyphénols sont les principaux contributeurs aux effets des antioxydants dans le miel
(Khalil et al., 2012). Les polyphénols sont composés de flavonoides et d'acides phénoliques,
qui avec d'autres composants tels que les acides organiques, les acides aminés, les protéines,
les carotenoides, I'enzyme glucose oxydase et la catalase, sont attribués aux propriétés
antioxydantes du miel (Khalil et al., 2010). Ce sont des composés odorants avec au moins un
groupe hydroxyle qui agissent comme antioxydants, en éliminant les radicaux libres et en
inhibant I'oxydation des lipides. En raison de leur structure chimique, ils peuvent étre divisés
en acides hydroxybenzoique et hydroxycinnamique et il existe environ 10 000 composes
phénoliques (Singleton et al., 1999). Plusieurs composés phénoliques ont été déja indentifiés
dans le meil tel que I'acide caféique, I'acide syringique, I'acide p-coumarique, I'acide feruligue,
la quercétine, le kaempférol, la myricétine, la pinobanksin, pinocembrine, chrysine, acide
ellagique, galangine, acide 3-hydroxybenzoique, acide chlorogénique, acide 4-
hydroxybenzoique, acide rosmarinique, acide gallique, hespérétine, acide benzoique et autres
(Khalil et al., 2011; Hatano et al., 1988).

10. Effets thérapeutique de miel
10.1. Effets antibactériens

Le miel possede un puissant agent antibactérien grace a sa forte osmolarité, son acidité et surtout
sa teneur en peroxyde d'hydrogéne (Boudiar et al., 2022). Dans le miel, il existe deux
mécanismes d'activités antibactériennes. La premiére activité provient des composés du
peroxyde d'hydrogéne, appelée voie dépendante du peroxyde (activité antibactérienne du
peroxyde), qui représente le principal contributeur a l'activité antibactérienne. Pendant le
processus de maturation du miel, lI'oxydation du glucose, qui émerge de la glucose oxydase

(GOx), produit du peroxyde d'hydrogene (Almasaudi, 2021; Alvarez-Suarez et al., 2010).
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L'action de la glucose oxydase, qui produit de I'hydrogene peroxydase (H-0Oz), pourrait inhiber
la croissance bactérienne. Certaines conditions telles que la température et la concentration en
sucre doivent étre maintenues a certains niveaux pour que la concentration en peroxyde
d'hydrogene dans le miel soit suffisamment élevée pour protéger certains micro-organismes
pathogénes enperturbant leur métabolisme par une voie biochimique. Méme lorsque le miel est
dilué dans I'eau, il reste un puissant agent topique de cicatrisation (Mandal et Mandal, 2011).
D'autre part, le deuxiéme mécanisme est une activité antibactérienne non peroxyde causée par
les lysozymes, les acides phénoliques et les flavonoides. Cette activité est liée a l'origine des
plantes et des abeilles (Bouacha et al., 2018; Bogdanov 1997). Ces facteurs résistent bien a la
lumiére et a la chaleur et permettent au miel de rester intact aprés une longue période de

stockage (Alvarez-Suarez et al., 2010; Taormina et al., 2001).

Le miel contient des acides organiques (acide gluconique) et des ions inorganiques (phosphate,
chlorure), qui sont responsables de son acidité. L'acidité élevee offre au miel une résistance a
I'altération bactérienne. Il s'agit de la transformation des sucres en acides organiques. Selon les

normes, les miels dont le pH est faible (3,5 et 4,5) sont des miels de fleurs (Bogdanov, 1997).

Le pH est I'un des facteurs du miel qui inhibe la croissance bactérienne. C'est pourquoi on parle
d"inhibines". Ces éléments ameéliorent considérablement le pouvoir antibactérien du miel en
agissant seuls ou en synergie (Wahdan, 1998; Oka et al.,1987). Le miel est naturellement acide
quelle que soit son origine géographique, avec un pH compris entre 3,2 et 4,5, ce qui peut étre
dd a la présence d'acides organiques. Certain auteurs ont remarqué que ce faible pH constitue
un milieu hyperosmotique, une propriété puissante agissant comme un inhibiteur de croissance
pour de nombreuses bactéries pathogenes. En absorbant I'eau vitale de ces pathogénes, il fournit
un milieu ou ces bactéries ne peuvent pas se multiplier (Kone et al., 2016; Speer et al., 2015;
Mandal et Mandal, 2011; Bogdanov, 2002).

Plusieurs auteurs ont prouvé le fort effet antibactérien du miel contre les infections bactériennes
causées par des souches pathogénes multirésistantes (Abolhassani et al., 2022; Cilia et al.,
2020; Bucekova et al., 2019; Bouacha et al., 2018).

L'activité antibactérienne du miel a été testée contre de nombreuses especes bactériennes
pathogenes dans différents environnements pour traiter les plaies et les infections de brdlures
souvent causées par le SARM et Pseudomonas (Hazrati et al., 2010). Aussi, il a été testé contre

les infections des voies urinaires chez les femmes enceintes causées par des souches
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multirésistantes telles que Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
etc (Almasaudi, 2021; Bouacha et al., 2018; Lusby et al., 2005).

10.2 Effet antioxydant

Les radicaux libres d'oxygene sont un sous-produit naturel du métabolisme dans l'organisme.
Les radicaux libres peuvent oxyder les acides nucléiques, les protéines, les lipides ou 'ADN et
ont le potentiel de déclencher des maladies dégénératives. Il existe également des rapports
préliminaires indiquant le r6le du stress oxydatif dans le vieillissement (Gilca et al., 2007). Le
terme "stress oxydatif" décrit le manque d'équilibre entre la production de radicaux libres et
l'activité protectrice des antioxydants dans un organisme donné. La protection contre
I'oxydation permet de prévenir certaines maladies chroniques (Ames et al., 1993).

Les cellules presentent un systeme de défense contre les dommages oxydatifs. Ce systéme de
défense se compose de radicaux libres et d'autres agents de protection contre I'oxydation tels
que la catalase, la superoxyde dismutase, la peroxydase, I'acide ascorbique, le tocophérol et les
polyphénols (Nagai et al., 2001). Les antioxydants permettent le traitement des
dégenérescences cellulaires commencent a étre pris en compte car ils inhibent ou retardent le
processus oxydatif en bloguant a la fois l'initiation et la propagation des réactions en chaine
oxydantes.

Le miel posséde une activité antioxydante significative, y compris la glucose oxydase, la
catalase, l'acide ascorbique, les flavonoides, les acides phénoliques, les dérivés caroténoides,
les acides organiques, les produits de la réaction de Maillard, les acides aminés et les protéines
(Perez et al., 2007; Beretta et al., 2005; Al-Mamary et al., 2002). Cependant, la capacité
antioxydante varie fortement en fonction de la source florale du miel, probablement en raison
des différences dans le contenu des métabolites secondaires des plantes et de lactivité

enzymatique.

10.3 Activité antimutagene

Récemment, la capacité du miel a inhiber les effets mutagene de substances chimiques a été

documentée par certaines études (Bouacha et al., 2022; Saxena et al., 2017).

En effet, le miel présente un bon effet antimutagéne, ce qui signifie qu'il peut protéger 'ADN
des effets négatifs potentiels de réactions induisant des mutations. Bien que le mécanisme

impliqué dans l'effet antimutagéne du miel n'est pas bien identifié, cependant, il pourrait étre
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lié a de nombreuses substances biologiques comme les acides phénoliques, les flavonoides, les

vitamines, les enzymes et les minéraux. L'effet thérapeutique du miel

varie considérablement en fonction de la source florale, le climat, les conditions de récolte, la
saison, les facteurs environnementaux et des conditions de stockage (Bouacha et al., 2022;
Bucekova et al., 2018).

En effet, le contenu total en polyphénols tels que les acides phénoliques, les naphtoquinones,
les xanthones, les stilbenes, les flavonoides, les lignanes, les lignines et les tannins condensés
sont devenus de plus en plus importants pour les scientifiques qui recherchent de nouveaux
composés capables de prévenir plusieurs maladies humaines, y compris les maladies
cancéreuses. Ceci est d a leurs propriétés antimutagénes et anticarcinogénes (Santos-Buelga
et al., 2019; Gomez-Maqueo et al., 2018; Bels¢ak-Cvitanovi¢ et al., 2018).

30



Chapatre 11 :
L.es Souches bactériennes



Chapitre 11 : Souches bactériennes

Chapitre Il : Souches bactériennes

Les infections des voies urinaires et les infections de plaies sont des affections courantes qui
peuvent avoir un impact important sur le bien-étre des individus. Un point commun entre les
infections des voies urinaires et les infections de plaies réside dans leur susceptibilité a la
colonisation bactérienne. Les deux infections impliquent I'introduction et la multiplication de
micro-organismes, principalement des bactéries, dans des sites anatomiques spécifiques - les
voies urinaires dans le cas des infections urinaires et les plaies ouvertes dans le cas des
infections de plaies. L'invasion microbienne peut entrainer une inflammation, des
complications et, en I'absence de traitement, des conséquences potentiellement graves pour les
personnes concernées. Elles représentent un risque considérable, en particulier dans les

environnements hospitalier et de soins de santé (Flores-Mireles et al., 2015).

1. Les infections des plaies cutanées

La peau constitue une barriére efficace contre les infections bactériennes. Bien que de
nombreuses bactéries puissent entrer en contact avec la surface de la peau ou y résider, elles
ont genéralement du mal a provoquer une infection. Les infections bactériennes de la peau
varient en gravité, allant d'un simple bouton a une atteinte de la totalité de la surface corporelle,

et leur degre de séverité peut aller de benin a potentiellement mortel (Knapp et al., 2020).

Les infections bactériennes de la peau se développent lorsque des bactéries pénétrent dans la
peau a travers les follicules pileux ou de petites blessures cutanées provoquéees par des
égratignures, des morsures, des interventions chirurgicales, des brdlures, des coups de soleil,
des morsures d'animaux ou d'insectes, des lésions cutanées préexistantes. Ces infections
peuvent survenir apres diverses activités, telles que le jardinage dans un sol contaminé ou la

baignade dans des plans d'eau comme des étangs, des lacs ou de I'eau de mer contaminée.

Certaines infections peuvent se limiter a la peau, tandis que d'autres peuvent également affecter

les tissus mous situés sous la surface cutanée. Les infections mineures incluent :

e L'anthrax

e L'ecthyma

e L'érythrasma
e La folliculite

e Les furoncles
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e L'impétigo
e La lymphadenite

e De petits abces cutanés remplis de pus

Les infections bactériennes plus graves qui touchent la peau et ses structures sous-jacentes

comprennent :

e Lacellulite

e L'érysipele

e De grands abces cutanés

e La lymphangite

e Les infections cutanées nécrosantes

e Les infections de plaies

Le syndrome de necrolyse épidermique staphylococcique, la scarlatine et le syndrome du choc
toxique sont des conséquences d'infections bactériennes associées a la peau (Watkins et al.,
2021).

Divers types de bactéries peuvent infecter la peau, les plus courantes étant le Staphylocoque et
le Streptocoque. Le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (MRSA), également
connu sous le nom de SARM, est une bactérie courante responsable d'infections cutanées aux
Etats-Unis. Le SARM est résistant a de nombreux antibiotiques couramment utilisés en raison
de modifications génétiques qui lui permettent de survivre malgré I'exposition a certains
antibiotiques. Afin de traiter efficacement le SARM, les médecins adaptent leur traitement en
fonction de sa fréquence dans la région et de sa résistance a certains antibiotiques couramment
utilisés (Brazel et al 2021).

2. Les infections urinaires

L'infection des voies urinaires (IVU) est un terme général qui décrit la colonisation microbienne
de l'urine et l'infection des structures des voies urinaires - rein, bassin rénal, ureteres, vessie et
urétre, ainsi que les structures adjacentes telles que le fascia périnéphrique, la prostate et
I'épididyme (Kunin et al., 2021).

Les infections urinaires sont généralement classées en fonction du site d'infection et peuvent
également étre classées selon qu'elles sont simples (survenant dans les voies urinaires normales

d'individus immunocompétents, généralement de jeunes femmes en bonne santé et non
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enceintes) ou compliquées (survenant chez des individus de tous &ges et de tous sexes qui sont
immunocompromis ou dont les voies génitales présentent des anomalies structurelles ou

fonctionnelles, y compris le cathétérisme urétral) ( Hooton, 2003 ; Kunin, 1997, Mobley, 1996).

La majorité des infections urinaires sont causees par des entérobactéries qui proviennent de
l'intestin avant de pénétrer dans l'urétre (Robert et al., 1987). Les membres cliniqguement
importants des entérobactéries se répartissent en deux groupes : les agents pathogenes
opportunistes et les agents pathogenes manifestes.

Les pathogenes opportunistes comprennent le plus souvent Citrobacter spp,, Klebsiella spp.,,
Proteus spp,, Serratia spp,, Providencia spp, et Morganella sp,. Bien gu'ils soient considérés
comme des pathogénes opportunistes, ces organismes produisent des facteurs de virulence
importants, tels que I'endotoxine, qui peuvent étre a l'origine d'infections fécales. Cependant,
comme ils ne déclenchent généralement pas de maladie chez les hétes humains sains et non
compromis, ils sont considéerés comme opportunistes (Betty et al.,1998). Bien qu'E.coli soit un
habitant normal de I'intestin, sa classification pathogene se situe quelque part entre celle des
pathogenes manifestes (par exemple Salmonella, Shigella et Y.pestis) et celle des organismes
opportunistes. Les souches de cette espece expriment de puissantes toxines et provoquent de
graves infections gastro-intestinales (Rahal et al., 2000). E.coli était I'organisme isolé le plus
fréquent, responsable de 59 % des infections monobactériennes, les autres bacteries isolées
étant Klebsiella spp,, Proteus spp et Enterococcus faecalis. Les souches d'E. coli acquises dans
la communauté étaient plus susceptibles de porter des déterminants multiples pour des
adhésions particulieres (fimbriae P et S) et des toxines (hémolysine a et facteur nécrosant

cytotoxique) que les souches fécales.

Les souches d'E. coli acquises dans la communauté étaient plus susceptibles de porter des
déterminants multiples pour des adhésions particuliéres (fimbriae P & S) et des toxines (a -
hémolysine et facteur nécrosant cytotoxique) que les souches fécales. La fréquence de transport
des souches de reconstruction de la vessie était intermédiaire et non significativement
différente. La principale constatation est que les souches d'E.coli persistent pendant des
périodes prolongées, y compris 2 ans chez certains patients, souvent en dépit de divers

traitements antimicrobiens (Gniadkowski et al., 2001).
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3.Escherichia.coli
3.1. Historique

La "diarrhée infantile™ était un terme utilisé pour décrire les symptdémes d'une infection qui
existait depuis plusieurs siécles. Au fil des quatre derniers siecles, cette condition a été décrite
sous de nombreux synonymes tels que "prise aux tripes”, "choléra infantile", "diarrhée d'été",
et "gastro-entérite”. Jusqu'au début du siécle dernier, la diarrhée infantile constituait un
probléme majeur dans le monde entier, engendrant des taux élevés de morbidité et de mortalité
chez les nourrissons. Cependant, a partir de 1920, la mortalité associée a la diarrhée infantile a
commencé a diminuer dans les pays développés, ce qui a entrainé une réduction de la morbidité
infantile. Cette diminution a également conduit a un déclin de l'intérét pour la recherche sur
I'étiologie de la diarrhée infantile. Malgré cette tendance positive, les années 1930 ont été
marquées par des épidemies graves d'entéropathie néonatale nosocomiale a New York, aux

Etats-Unis, chaque épidémie étant associée & un taux de mortalité élevé (Kramer et al., 1960).
3.2. Définition

Cette espece appartient a la flore normale du tractus gastro-intestinal humain et animal, existe

dans les eaux, le sol, et la faune. La plupart sont mobiles ; certains sont capsulés.

Cette espéce cause les infections des voies urinaires : cystite, pyelonéphrite, infection des plaies
- appendicite, péritonite, septicémie et méningite néonatales. Certaines souches d’E.coli causant
des maladies diarrhéiques :

e E.coli entéropathogene (EPEC) provoque des épidémies de diarrhée infantile
autolimitative des diarrhées séveres chez les adultes. Le traitement antibiotique
raccourcit la durée de la maladie et permet de guérir la diarrhée.

e E.coli entéro-invasif (EIEC) : non mobile, ne fermentant pas le lactose, envahit la
mugueuse de I'iléon et du colon et provoque une dysenterie de type shigellose chez les
enfants des pays en développement et les voyageurs dans ces pays

e E.coli entérotoxique (ETEC) : le facteur de colonisation de I'organisme favorise
l'adhésion aux cellules épithéliales de lintestin gréle suivie de la libération
d'entérotoxine qui provoque diarrhée aqueuse médiée par la toxine chez les nourrissons
et les jeunes adultes (cause importante de la diarrhée du voyageur).La prophylaxie
antibiotique peut étre efficace mais peut augmenter la résistance aux médicaments (ne

devrait pas étre uniformément recommandée)
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E.coli entéro-hémorragique (EHEC) : E.coli de sérotype O157:H7 produisant une
vérotoxine cytotoxique, provoque une colite hémorragique (forme sévére de diarrhée)
et une infection de I'estomac et le syndrome hémolytique et urémique caractérisé par
une insuffisance rénale aigué, une anémie hémolytique et une faible numération
plaquettaire.

E.coli entéro-agressif (EAEC) : adherent aux cellules de la muqueuse intestinale de
I'hnomme et produisent une toxine de type ST (thermostable) et de I'hémolysine, et
provoque des diarrhées aigués et chroniques chez les personnes vivant dans les pays en
développement (Hartl et Dykhuizen, 1984 ).

Figure 04 : E.coli sous Microscope électronique a Balayage (Leboffe et Pierce, 2021)
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3.3. Habitat

La bactérie Escherichia coli a deux habitats principaux (figure 04). Le premier, que l'on peut
appeler I'habitat primaire, est l'intestin inférieur (colon) des animaux a sang chaud, comme
indiqué par Rosebury (1962) et Smith (1965). Le second, que l'on peut nommer I'habitat
secondaire, englobe I'eau, les sédiments et le sol, comme suggéré par Van Donsel et al.
(1967),(1971), Faust (1976), et Doran et Linn (1979). Chacun de ces habitats est constitué de
micro-environnements complexes, influencés par divers facteurs tels que la géométrie
physique, le régime alimentaire de I'h6te, le systeme immunitaire de I'h6te, I'état physiologique
de I'hdte, et I'état de santé de I'hdte dans le cas de I'habitat primaire. De plus, les interactions
avec d'autres micro-organismes présents dans la méme région jouent un réle essentiel. L'habitat
secondaire est tout aussi complexe, avec des déterminants incluant des facteurs géométriques
et physiques liés a I'eau, aux sédiments ou au sol, des facteurs climatiques et météorologiques,
I'apport en nutriments dans un paturage ou un bassin versant, ainsi que la présence d'autres
microorganismes dans le méme écosysteme. Bien que la compréhension détaillée de ces
habitats soit encore limitée, des informations suffisantes sont disponibles pour tirer quelques

conclusions générales sur leurs caractéristiques moyennes (Savageau,1983).
3.4. Pathotypes et pathogénie

E. coli entéropathogéne (EPEC). L'EPEC a été le premier pathotype d'E. coli a étre décrit. Les
mécanismes par lesquels les EPEC provoquent la diarrhée étaient inconnus et ce pathotype n'a
pu étre identifié sur la base du sérotypage O:H. Cependant, depuis 1979, de nombreux progres
dans la compréhension de la pathogénie de la diarrhée a EPEC, de telle sorte que 'EPEC est

aujourd'hui I'un des mieux de tous les E. coli pathogenes.

Une histopathologie intestinale caractéristique est associée aux infections a EPEC ; connue sous

le nom d™attachement et effacement” (A/E), cette histopathologie est associée a des infections
a E. coli. Les bactéries s'attachent intimement aux cellules épithéliales intestinales et
provoquent des changements cytosquelettiques, notamment ['accumulation d'actine
polymérisée directement sous les bactéries adhérentes. Les microvillosités de l'intestin sont
effacées et les structures en forme de piédestal sur lesquelles les bactéries se perchent
fréquemment sur lesquelles les bactéries se perchent s'élevent fréquemment de la cellule

épithéliale (figure 05) (Kaper, 2005).
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Figure 05 : Schéma pathogénique des E. coli diarrhéiques (Kaper, 2005)
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3.5 Structure antigénique

Les antigénes d'adhérence (ou adhésines) de nature protéique, en relation avec la présence de
pili sont classés parmi les antigénes K (K88, K99).

Parmi les principaux genres isolés dans les infections urinaires selon leur fréquence d’isolement

Escherichia coli est I'espece la plus fréeqguemment isolée du genre.

3.6. Résistance aux antibiotiques

La résistance naturelle aux antibiotiques est aussi d’une grande aide a la démarche
d’identification des entérobactéries, ainsi les Proteus sont naturellement résistantes aux
nitrofuranes et a la colistine. Les E.coli et Klebsiella sont devenues résistantes
aux céphalosporines de troisieme génération (C3G), qui constituent les antibiotiques de

référence pour traiter ces especes bactériennes.

La résistance acquise, souvent d’origine plasmidique, comme le phénotype « pénicillinase de
haut niveau » retrouvé chez pres de la moitié des souches de E.coli et I’émergence des BLSE,
et plus récemment des céphalosporinases plasmidiques, a encore montré 1’inefficacité des -

lacatamines sur de nombreuses souches d’E.coli (Zimmer et al., 2006).

3.6.1 Résistance aux B-lactamines

La résistance aux f3-lactamines chez Escherichia coli, une bactérie Gram négatif, peut étre due
a des mécanismes naturels ou acquis. La résistance naturelle est inhérente a toutes les souches
d'une espéce bactérienne, tandis que la résistance acquise résulte de mutations génétiques ou du
transfert horizontal de genes.

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer la résistance aux B-lactamines chez E. coli :

Mécanismes non enzymatiques :

1.Modification de la cible PLP (Protéine de liaison aux pénicillines) :

Modification qualitative : Une mutation de la cible de I'antibiotique peut altérer la structure,
empéchant le lien avec l'antibiotique. Certaines protéines peuvent aussi restreindre l'acces de
I'antibiotique a son site de liaison.

Modification quantitative : Augmentation de l'expression de la cible de I'antibiotique,
permettant aux bactéries de maintenir une activité biologique suffisante malgré la présence de

I'antibiotique.

38



Chapitre 11 : Souches bactériennes

2. Systéme d’efflux

Utilisation de pompes a efflux, des protéines transmembranaires, pour expulser activement les
antibiotiques en dehors de la bactérie. Ce mécanisme réduit la concentration d'antibiotiques
dans la cellule, limitant ainsi leur efficacité.

Plusieurs familles de pompes a efflux sont impliquées, telles que les familles ABC, RND, MSF
et SMR, chacune ayant sa spécificité dans le transport des antibiotiques.

3. Diminution de la perméabilité

Les B-lactamines, molécules hydrophiles, pénétrent la cellule par les porines, des canaux
protéiques dans la membrane externe. La résistance peut survenir par modification de la
structure ou la diminution du nombre de porines, limitant I'entrée de l'antibiotique dans la
bactérie.

Des souches d'E. coli présentant des altérations ou une réduction de I'expression des porines de
type OmpC et/ou OmpF ont montré une réduction de sensibilité aux B-lactamines. Ces
mécanismes peuvent étre intrinseques a E. coli ou acquis par le biais de mutations ou de transfert
de genes. La compréhension de ces processus est cruciale pour développer des stratégies

efficaces de lutte contre la résistance aux antibiotiques.

3.6.2. Résistance aux quinolones et aux fluoroquinolones

La résistance de Escherichia coli aux quinolones et aux fluoroquinolones, deux classes
d'antibiotiques largement utilisées, est devenue une préoccupation majeure dans les
établissements de soins et dans le domaine de la santé publique en général.

Les méecanismes a l'origine de la résistance de E. coli aux quinolones et aux fluoroquinolones

sont les suivants :

Altérations du site cible : Les quinolones et les fluoroquinolones agissent en inhibant des
enzymes bactériennes connues sous le nom de topoisomérases, cruciales pour la réplication et
la transcription de 'ADN. Des mutations dans les genes codant pour ces enzymes (gyrases et
topoisomérases 1) peuvent réduire I'affinité des antibiotiques pour leurs cibles, diminuant ainsi
leur efficacité (Garneau et Labby, 2016).

Mécanismes de pompe a efflux : Les bactéries, y compris E. coli, peuvent utiliser des
pompes a efflux pour éliminer activement les quinolones et les fluoroquinolones de I'intérieur
de la cellule bactérienne. Ce processus abaisse la concentration intracellulaire des

antibiotiques, réduisant ainsi leur efficacité (Pages et Amaral, 2009).
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Acquisition de génes de résistance : E. coli peut acquérir des génes de résistance par transfert
horizontal de genes, souvent par l'intermédiaire de plasmides ou d'autres éléments génétiques
mobiles, a partir d'autres bactéries résistantes. Ces genes peuvent coder pour des protéines
renforcant la résistance, telles que des protéines de transport actives ou des enzymes qui
modifient les antibiotiques, conférant ainsi une résistance aux quinolones et aux

fluoroquinolones (Cattoir, 2016).

2.6.3 Résistance aux aminoglycosides

Escherichia coli peut développer une résistance aux antibiotiques aminoglycosides par le biais
de divers mécanismes, tant intrinseques qu'acquis. La résistance aux aminoglycosides chez E.

coli peut étre due a plusieurs facteurs, notamment :

Modification enzymatique : Les bactéries E. coli peuvent produire des enzymes qui modifient
les aminoglycosides, les rendant inefficaces. Des enzymes telles que les enzymes modifiant les
aminoglycosides (AME) peuvent modifier chimiquement la structure des aminoglycosides,
réduisant ainsi leur capacité a se lier au ribosome bactérien, qui est leur site cible. Les
acetyltransférases, les phosphotransférases et les nucléotidyltransférases des aminoglycosides
sont des exemples d'AME (Egorov et al., 2018).

Diminution de I'absorption : Les altérations de la membrane externe de la cellule bactérienne
peuvent limiter I'entrée des aminoglycosides, réduisant ainsi leur absorption dans la cellule
bactérienne. Cela peut impliquer des changements dans les protéines porines ou d'autres

mécanismes qui régulent I'afflux d'antibiotiques dans la cellule (Reygaert, 2018).

Pompes d'efflux : A I'instar des mécanismes de résistance a d'autres antibiotiques, E. coli peut
utiliser des pompes d'efflux qui expulsent activement les aminoglycosides hors de la cellule
bactérienne. Ces pompes réduisent la concentration intracellulaire des antibiotiques, minimisant

ainsi leur efficacité (Mahamoud et al., 2007).

Résistance par mutation : Des mutations dans les genes bactériens impliqués dans les sites de
liaison des aminoglycosides aux cibles, tels que I'ARN ribosomal ou les protéines, peuvent
diminuer l'affinité des aminoglycosides pour leurs cibles. Cette altération peut entrainer une

diminution de la sensibilité d'E. coli aux aminoglycosides (Garneau et Labby, 2016).
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Le développement de la résistance aux aminosides chez E. coli implique souvent une
combinaison de ces mécanismes. En outre, I'émergence et la propagation de souches résistantes
peuvent se produire par transfert horizontal de genes, lorsque le matériel génétique porteur de
caractéristiques de résistance est transmis entre bactéries, contribuant ainsi a lI'amplification et

a la dissémination de la résistance (Krause et al., 2016).

4. Pseudomonas aeruginosa
4.1 Définition

C’est ’espece type du genre Pseudomonas (figure 06-08). Ce sont des bacilles a Gram négatifs,
aerobies strictes, oxydase positifs, mobiles, produisant souvent des pigments diffusibles colorés
en bleu (pyocyanine). L’existence de nombreux plasmides gouvernant les caracteres phéno-
typiques les plus variés : resistance aux antibiotiques et aux antiseptiques, modification du taux
de croissance, acquisition d’activités cataboliques sur certains substrats (Nauciel et Vilde,

2005).
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Figure 06 : Souche de Pseudomonas aeruginosa ensemenceé sur milieu sélectif Cétrimide
carctérisé par son pigment bleu-vert pyocyanine (Leboffe et Pierce, 2021)

N

Figure 07 : Pseudomonas aeruginosa sous microscope électronique a balayage (Madigan et
al., 2018)
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4.2 Habitat

Le bacille pyocyanique est un germe présent dans I’environnement ; on le trouve dans les
milieux humides. A 1’hopital, ce germe est répondu dans le méme type d’environnement
(robinets, douches, surface des thermometres buccaux, humidificateurs,... etc.).

En outre, ce germe peut vivre en commensale de ’'Homme et de ’animal au niveau du tube

digestif (Nauciel et Vildé, 2005).

4.3 Pouvoir pathogéne

P.aeruginosa est un germe typique des infections nosocomiales. Il exprime son potentiel
pathogene chez les personnes immunodéprimés. C’est donc une bactérie pathogéne

« opportuniste ». Des circonstances cliniques favorisantes conditionnent les types d’infections
: Mucoviscidose (infection pulmonaire),brilure (septicémie), cancer et leucémie (pneumonie,
septicémie) diabéte (otite), drogue (endocardite, ostéomyélite), trachéotomie (pneumonie),
période neonatale (diarrhée),cathéter veineux (thrombophlébite), neurochirurgie (méningite),

sonde urinaire et exploration instrumentales (infection urinaires) (Nauciel et Vildé, 2005).
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4.4 Substances élaborées

Outres les pigments, nombreuses sont les substances élaborées capables de diffuser dans le
milieu environnant. Celles qui participent au développement de ces infections sont surtout :

- Une hémolysine, relativement peu toxique.

- Des enzymes extracellulaires (protéases, phospholipase), qui vont faciliter la
multiplication des bactéries dans les tissus.

- De rares souches produisent une entérotoxine.

- D’autres produisent des bactériocines (pyocines).

- Une exotoxine A (protéique) : c’est le facteur de pathogenicité le plus important, il
diffuse dans tous les organes. Cette toxine présente un mécanisme d’action identique a
celui de la toxine diphtérique (arrét des syntheses protéiques de la cellule hote).

Par ailleurs, le germe est parfois entouré d’une pseudocapsule polysaccharidique « Slime » qui
joue un role important dans la pathogénicité de la bactérie ; elle possede des propriétés anti-
phagocytaires et empéche 1’opsonisation. L hyperviscosité du « Slime » entrave 1’action des
cils chargés normalement de 1’¢limination des bactéries de I’arbre respiratoire

(Wu et al., 2015 ; Molinari et al., 1993).

4.5 Reésistance aux antibiotiques

Les P. aeruginosa résistante aux antibiotiques (AR) est fortement associée aux infections
nosocomiales, qui sont un probleme mondial, qui constituent une de santé a I'échelle mondiale
en raison du développement croissant de souches MDR (c'est-a-dire résistantes a au moins trois

antibiotiques).

Différents défis P. aeruginosa MDR pose de nombreux défis thérapeutiques en raison de
stratégies de traitement efficaces. La littérature actuelle associe fortement un traitement
empirique inadéquat a des taux accrus de mortalité et de morbidité (Aloush et al., 2006 ;
Schechner et al., 2001).

P.aeruginosa est intrinséquement résistante a divers antibiotiques en raison d'une faible
perméabilité de la membrane externe, qui agit comme une barriére sélective (Bredenstein et al
2011 ; Lambert, 2002).

Cependant, cette bactérie est un pathogéne trés diversifié, capable de s'adapter au milieu

environnant. Lorsqu'elle est soumise a la pression sélective d'un antibiotique, la réponse induite
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facilite lI'adaptation au milieu environnant, la survie de la bactérie et développe une résistance

aux antibiotiques (Lambert, 2002).

L'émergence de la résistance aux antibiotiques a été signalée au cours de la colonisation de
I'nGte des patients atteints de fibrose kystique, ou les souches de P. aeruginosa développent et

acquiérent une résistance au cours d'une du traitement antimicrobien (Carmeli et al., 1999).

Des études menées par Messadi et ses collegues ont rapporté une forte corrélation entre
l'utilisation accrue de ciprofloxacine et la prévalence accrue des souches résistantes a la
ciprofloxacine (Messadi et al., 2008). Par conséquent, un autre facteur associé a l'augmentation
de la MDR-P. aeruginosa est due a l'utilisation fréquente d'agents antimicrobiens.

En outre, ces bactéries utilisent différents mécanismes pour résister aux antibiotiques, bien que
la présence d'un mécanisme ne justifie pas toujours toujours la source de la résistance (Aloush
et al., 2006 ; Carmeli et al., 1999).

Par conséquent, de nombreux chercheurs ont suggeré qu'une variété de mecanismes sont
impliqués, y compris la production d'enzymes inactivantes, la modification du site cible,

I'utilisation de pompes d'efflux et des mutations chromosomiques (Allen et al., 2010).

L’une des particularités de P. aeruginosa est de pouvoir associer de multiples mécanismes

de résistance aux antibiotiques (B-lactamases, imperméabilité, surexpression d’efflux) avec
des supports génetiques tres variés (plasmides, intégrons, transposons).

P.aeruginosa est naturellement résistante aux aminopénicillines a 1’association amoxicilline-
acide clavulanique ; elle produit naturellement une céphalosporinase, synthétisée a un niveau
relativement faible, mais participe fortement a la résistance naturelle de cette espéce aux
céphalosporines de premiére et de deuxieme génération et a certaines céphalosporine de

troisieme génération (Islam, 2008).
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P. aeruginosa exprime naturellement plusieurs systémes d’efflux de la famille RND
(Resistance Nodulation cell Division) qui sont constitués de trois protéines s’insérant dans la
membrane cytoplasmique et externe et qui, a la maniére d’une pompe, expulsent des
antibiotiques dans le milieu extérieur en utilisant 1’énergie du gradient électrochimique de la
membrane cytoplasmique, 1’expression de ces pompes a efflux explique en grande partie la
résistance naturelle élevée de P.aeruginosa a de nombreux antibiotiques (Phan, 2008; Tenover,
2006; Molinari et al., 1993).

Figure 08 : Pseudomonas aeruginosa au microscope électronique a transmission
(Prescott, 2018)
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5. Staphylococcus aureus
5.1 Définition

Les bactéries du genre Staphylococcus sont des coques (cocci) a Gram positif, regroupés en
amas ayant la forme de grappes de raisin, immobiles, non sporulés, catalase positive et oxydase
negative (figure 09). Les staphylocoques sont des anaérobies facultatifs, a l'exception des
espéces anaérobies S. saccharolyticus et S. aureus subsp. anaerobius. Bien que les
staphylocoques soient généralement catalase positive, de rares souches a catalase négative ont
été rapportées (Over, Tiig, et Sdyletir, 2000; Noble, 1993) .

Parmi les 27 espéces du genre, les principales sont : Staphyloccus aureus, S.epidermidis et
S.saprophyticus. L'espéce S.aureus sera prise comme type de description résistant a de
nombreux agents chimiques ou physiques, ce qui ne facilite pas leur éradication (Brahim et
Chouiref, 2016).

IIs présentent un métabolisme typiquement respiratoire et fermentaire. De plus, une
caractéristique commune a toutes les espéces de staphylocoques est qu'elles sont sensibles a la

lysostaphine, a de rares exceptions pres (Becker et al., 2015; Savini et al., 2009).

Le pourcentage de G/C dans I'ADN chromosomique des espéces de staphylocoques est
denviron 30 a 40 %. Les staphylocoques a coagulase positive (CoPS) représentent les
principales espéces pathogenes du genre et possédent la coagulase, une enzyme capable de

coaguler le sang du lapin en convertissant le fibrinogéne en fibrine.

A Tinverse, les staphylocoques dépourvus de coagulase sont classés comme staphylocoques a
coagulase négative (CoNS) et sont des agents pathogenes relativement mineurs qui provoquent

généralement des infections opportunistes chez des hotes fragilisés.

Les staphylocoques, y compris S.aureus, sont genéralement des agents pathogenes
opportunistes ou commensaux résidant sur la peau et les muqueuses de I'hdte chez les animaux

et les humains.

Les staphylocoques provenant de sites de portage peuvent se propager et étre transmis dans
I'environnement ou ils sont capables de survivre pendant une longue période (Neely et Maley
2000; Wagenvoort et al., 2000).

Les staphylocoques qui sont des commensaux peuvent devenir des agents pathogeénes s'ils

parviennent a pénétrer dans I'hdte par plusieurs mécanismes, tels que les traumatismes cutanés,
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I'inoculation, I'implantation de dispositifs, chez les patients immunodéprimés et chez tous ceux

qui présentent un microbiote altéré ( Kloos et Bannerman, 1994; Kloos et Schleifer, 1986).

Chez I'homme, plus de 80 % des maladies & S.aureus contractées a I'h6pital sont des infections

endogénes causées par des souches présentes dans le nez des patients (Von Eiff et al., 2001) .

Dans l'ensemble, une identification précise et fiable des espéces de tous les staphylocoques est
indispensable pour permettre une détermination détaillée des relations hote-pathogéne des
relations hote-pathogéne (Gribaldo et al., 1997; Kleeman et al., 1993).

Figure 09 : S.aureus sous Microscope électronique a Balayage (MEB) (Madigan et al., 2018)

5.2 Historique

Observés par Pasteur en 1879 dans un pus de furoncle, les staphylocoques doivent leur nom a

OGSTON (1881) qui les a mis en évidence dans des abces aigus et chronigues.

S.aureus est un commensal de la peau et des muqueuses de ’homme et des animaux (rhino-
pharynx, intestin). On le trouve sur la muqueuse nasale d’un tiers environ des sujets normaux.

Eliminé dans le milieu extérieur, ce germe peut survivre longtemps dans I’environnement

(Adimi, 2018).
5.3 Habitat

Les staphylocoques sont largement répondus dans la nature a I’état commensal (sol, eaux, air)

sur la peau et les muqueuses des organismes humains et animaux. S.aureus et S. epidermidis,
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appartiennent a la flore normale de nombreux individus qui sont des « porteurs
asymptomatiques ». Cependant ces souches peuvent étre a l'origine d'autoinfections ou
contaminer d'autres individus. S. aureus est une espece dotée d’une forte capacité de survie
dans un environnement défavorable ou méme hostile. Les staphylocoques peuvent étre trouves
particulierement dans les fosses nasales antérieures. Peuvent étre isoler de la peau (S.
epidermidis) et surtout des zones chaudes et humides de celle-ci (Camille, 2014; Nauciel et
Vilde, 2005)

5.4 Caracteres généraux

Germe pyogene par excellence, S.aureus est le microbe de la suppuration. Certaines souches
agissent aussi par libération d'une ou de plusieurs toxines (intoxication alimentaire, syndrome
de choc toxique, impetigo). La fréquence et la gravité des infections a staphylocoques
dépendent de trois principaux facteurs :

1. Le caractere ubiquitaire du germe.

2. L'abaissement des défenses locales et générales des malades soumis a des soins intensifs, des

interventions chirurgicales graves, etc.

3. La fréquente résistance aux antibiotiques du staphylocoque, notamment du staphylocoque

hospitalier.
5.5 Pouvoir pathogéne

Les espéces des staphylocoques sont essentiellement caractérisées par des lésions suppuratives
et nécrotiques, elles s’accompagnent de 1ésions veineuses caractérisées par
une thrombose septique (Sahki, 2021).
Isolement de staphylocoques pathogenes a partir du lait de mammite et sa sensibilité vis-a-vis
d'une huile essentielle.
Les infections a S. aureus sont trés fréquentes et apparaissent sous des aspects cliniques
trés varies :
e Les infections cutanées, sous cutanées et muqueuses : Furoncle, anthrax, panaris,
abcés peuvent évoluer de fagon isolée ou entrainer des septicémies.
e Les infections de la sphére ORL : Sinusites, otites, abcés, amygdales, mastoidites.

e Les intoxications alimentaires : Elles sont dues a I’ingestion d’entérotoxines
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préformées dans I’aliment, résistantes aux sucs digestifs et pour certaines a la chaleur,
entrainant des troubles d’apparition précoce (moins de 3 heures) avec vomissement,
diarrhée, déshydratation et absence de fiévre.

e Les entérocolites aigués : Elles surviennent chez un malade ayant recu, pendant une
période prolongée, un antibiotique a large spectre, mal absorbé par la muqueuse
intestinale. La flore intestinale normale a été détruite et remplacée par une S. aureus
résistante aux antibiotiques et sécrétrice d’entérotoxines (dysmicrobisme) (Denis,
2007).

e Les septicémies : souvent secondaires des formes précédentes, elles sont fréquentes et
redoutables surtout chez les sujets ayant une résistance diminuée et chez les nourrissons.
Elles peuvent étre suraigués, mortelles en quelques heures, ou aigués caractérisées par

de nombreuses métastases suppurées (septico- pyohémies) (Denis, 2007).

En général, le SARM présente une résistance a un certain nombre d'antibiotiques, notamment
les pencillines, les céphalosporines, le chloramphénicol, la tétracycline, les fluroquinolones et
autres (Zinner, 2007).

La vancomycine est maintenant, par necessité, le médicament de choix pour les infections au
SARM bien que, depuis 1997, les bactéries développent une résistance a cet antibiotique
(Hiramatsu et al., 2001).

En outre, de nombreux S.aureus résistants a la vancomycine (VRSA) sont isolés dans les

établissements médicaux du monde entier (Tiwari et Sen, 2006; Hiramatsu et al., 2001).

5.6 Résistance des S.aureus aux antibiotiques

Le développement de la résistance aux antibiotiques chez S.aureus a été signalé pour la
premiére fois au milieu des années 1940, lorsqu'une souche de S.aureus a développé une
résistance contre la pénicilline par la production d'une enzyme d'hydrolyse appelée pénicillinase
(Basset et al., 2011).

Depuis lors, les souches de S. aureus résistantes a la pénicilline ont été largement isolées dans
des cas de bactériémie au Royaume-Uni et aux Etats-Unis. Dans un premier temps, ces souches
résistantes n'ont été isolées que chez les patients et le personnel soignant ou elles ont été
décelées, d'ou le nom de S. aureus résistant a la pénicilline associé a une infection nosocomiale
(Lowy, 2003).
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Cependant, les souches résistantes sans facteurs de risque identifiables associés a I'nopital ont
ensuite été isolées chez des individus de la communauté (Chuang et Huang, 2013). Cela a
conduit & un scénario ou une résistance accrue a la penicilline a été observée entre la fin des
années 1940 et le début des années 1960, lorsqu'un homologue semi-synthétique de la
pénicilline a été mis au point appelé méthicilline a été introduit dans les cliniques comme
medicament stratégique de choix pour le traitement des infections a S. aureus. Cependant, le
développement de la résistance a la méthicilline chez S. aureus a été signalé moins d'un an aprés
son introduction en tant que médicament stratégique de choix pour le traitement de Il'infection

a S. aureus (Jevons, 1961).

Le Staphylococcus. aureus résistant a la méthicilline (SARM) est di a I'acquisition d'un géne
génomique de la bactérie. L'acquisition d'un ilot génomique porteur d'un déterminant de la
résistance a la methicilline, mecA. Depuis sa découverte au début des années 1960 au Royaume-
Uni, les S. aureus résistants a la methicilline ont gagné du terrain. Les S.aureus résistants a la
méthicilline ont acquis une notoriété mondiale en tant que cause les plus fréquentes d'infections
humaines, communautaires et épidémiques cause la plus fréquente d'infections humaines,
communautaires et animales dans le monde. Ainsi, conduisant a une réduction de la valeur
thérapeutique de nombreux antibiotiques d'importance critique et la prolongation de la duréee
d'hospitalisation (Purrello et al., 2014).

Au cours des dernieres décennies, le SARM a évolué, ce qui pourrait probablement a
I'expansion clonale de clones existants et a la conversion de S. aureus sensibles a la méthicilline
(MSSA) en SARM. Il s'agit d'une conséquence de l'acquisition d'un déterminant de résistance
a la méthicilline codant pour une protéine alternative de liaison a la pénicilline avec une
sensibilité réduite ou moindre a toutes les classes d'antibiotiques béta-lactamines classes

d'antibiotiques béta-lactames (Noto et al., 2008).

Le staphylocoque doré offre un modele meilleur et plus robuste pour comprendre la complexité
de la résistance adaptative des bactéries face a la pression sélective des antibiotiques. Ces
pathogenes ont manifesté une nouvelle capacité a répondre rapidement aux défis posés par les
nouveaux antibiotiques par [I'évolution de nouveaux mécanismes de résistance aux
antimicrobiens. L'évolution de la résistance chez ces agents pathogenes en développent une
résistance par l'altération du site cible du médicament, I'inactivation enzymatique de l'agent
antimicrobien, la pompe d'efflux et la séquestration de I'agent antimicrobien (figure 10) (Bitrus
et al., 2018).
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Figure 10 : Représentation schématique de la classe d'antibiotiques et du mécanisme de résistance aux antibiotiques chez les bactéries (Bitrus et
al., 2018).

52



Chapitre 11 : Souches bactériennes

D'autres mécanismes de résistance se sont développés par l'acquisition de déterminants de la
résistance, la sélection de position et la résistance spontanée (Bitrus et al., 2018; Pantosti et al.,
2007).

Staphylococcus aureus posséde un génome central hautement clonal qui est classé en lignées
caractérisées par des complexes clonaux. Les agents pathogénes sont également classés en
fonction de leurs caractéristiques épidémiologiques en tant que S. aureus nosocomial,
communautaire et associé au bétail. Outre le génome central, l'agent pathogéne posséde un
élément génétique mobile trés divergent et remarquablement variable. Plus de 15 % du génome
de S. aureus est constitué d'éléments génétiques mobiles up (MGE) tels que les chromosomes
cassettes staphylococciques (SCC), les bactériophages, les intégrons, les plasmides conjugatifs
intégratifs, les transpositions et les modifications de I'ADN, ainsi que d'autres éléments
génétiques mobile. plasmides conjugatifs, transposons et Tlots de pathogénicité. Tous ces EGM,
a l'exception des bactériophages, peuvent porter des genes de resistance aux antimicrobiens. La
majorité des isolats cliniques de S. aureus possedent un plasmide dont la taille varie de 1 a 60
kb et qui est un gene de résistance aux antimicrobiens. Ces plasmides sont connus pour porter
un nombre variable de génes de résistance. La résistance a la tétracycline, au chloramphénicol
et a I'érythromycine est portée par de petits plasmides, tandis que les grands plasmides portent
des genes de résistance multiple aux aminosides, aux béta-lactamines et aux macrolides (Bitrus
et al., 2018).
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Matériel et méthodes

La partie expérimentale de cette étude a été réalisé au laboratoire de Biochimie et de
Microbiologie Appliquée (LBMA), Departement de Biochimie, Université Badji
mokhtar Annaba (UBMA) ainsi qu’au niveau du Centre Techniques Apicoles de

Moselle (Cetam-Lorraine) a Guénange en France.

I- Matériel
1.1. Matériel utilisé au laboratoire

L’ensemble des milieux de culture, réactifs et appareillage seront cités au fur et a

mesure de leur utilisation.
1.2. Matériel biologique

1.2.1. Souches bactériennes utilisées

1.2.1.1 Souche de référence

Ces souches ont été gracieusement fournies par le laboratoire de microbiologie de
I’institut Pasteur d’Alger. L utilisation des souches de référence permet de vérifier la
conformité des résultats de I’antibiogramme et de la recherche de [Dactivité

antibactérienne. Les souches de référence utilisées sont les suivantes :
-Escherichia coli ATCC 25922
-Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

-Staphylococcus aureus ATCC 29213
1.2.1.1 Souches cliniques

Cette étude a éte réalisée sur un total de 78 souches bactériennes, dont 26 appartiennent
a I’espece Staphylococcus aureus, 26 a Escherichia coli et 26 a Pseudomonas
aeruginosa. L’isolement des souches pathogénes a été effectué au laboratoire de
microbiologie de 1’établissement public d'El Hadjar, Annaba, durant la période de
novembre 2016 jusqu'au mois d’octobre 2017. Les souches bactériennes ont été isolées
a partir des prélevements de pus des plaies infectées de grands brulés, de pied

diabétique et de plaies post opératoire et des infections urinaires(Annexe 12).
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1.2.2. Echantillons de miels

Cing echantillons de miel naturel sont collectés a partir de différentes sources florales,
provenant de différentes régions algériennes, dont le climat différe d'une région a une
autre (tableau 03, figure 15). Les échantillons de miel ont été récoltés aupres
d'apiculteurs durant I'année 2019 dans des récipients en verre stériles hermétiques
empaquetés au réfrigérateur a 4°C jusqu'aux analyses pour éviter une éventuelle
altération chimique et/ou biologique. De plus, un échantillon de miel de référence qui
provient de la nouvelle Zélande (Manuka IAA5+) a été testé dans les méme condition
(Figure 14).

Tableau 03 : Origines géographiques et botaniques des échantillons de miel

étudiés
Echantillon Région Sites de Climat Origine Saison et année
de miel collecte Géographique de récolte
Manuka Nouvelle- Zélande / Subtropical humide Champ /
M1 Laghouat Aflou Aride Champ Printemps 2019
M2 Annaba Berrahal humide Champ Printemps 2019
M3 Djelfa Guernini semi-aride Champ Printemps 2019
M4 Algiers Baba humide Montagne Printemps 2019
Ahcen
M5 El Bayadh El Mehara Semi-aride Champ Printemps 2019

Miel de référence

Figure 14 : Echantillons de miels testés
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Il. Analyses des échantillons de miel

11.1. Examen organoleptique

Principe

La méthode est basée sur I'évaluation des caractéristiques olfactives et gustatives du
miel (figure 16) par des évaluateurs entraines a identifier les stimulis sensoriels sur la
base de normes préalablement mémorisées (ISO 8586-1,1993). Elle a été concue en
particulier pour vérifier I'absence de défauts et la conformité des profils sensoriels des

miels unifloraux (Piana et al., 2004).

Figure 16 : Verres a pied ballon proposés pour I'évaluation sensorielle du miel
(Marcazzan et al., 2018).

Méthode

Les tests organoleptiques sont des évaluations sensorielles basés sur les sens humains
tels que la vue, l'odorat, le godt et parfois le toucher pour évaluer la structure (Piana et
al., 2004).

11.2. Analyses Physico-chimiques

11.2.1 Teneur en eau

La teneur en eau est un parametre de qualité, important avant tout pour la durée de
conservation du miel, mais d’une importance mineure pour la caractérisation des miels

unifloraux.
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Pour déterminer la teneur en eau du miel la préparation de I'échantillon de miel a été
soigneusement mélangée pour garantir une répartition homogene de I'humidité, étant

donné que cette derniere peut varier au sein du méme échantillon.

Suivi par la calibration du réfractométre : Avant d'entreprendre les mesures, le
réfractometre a été calibré en utilisant de I'eau distillée, remplissage de la chambre de
mesure : A l'aide d'une pipette stérile, une petite quantité du miel a été déposée dans la
chambre de mesure du réfractometre, en prenant soin d'éviter l'introduction de bulles

d'air.La chambre de mesure a été fermée hermétiquement pour éviter les fuites.

Réalisation de la mesure : L'indice de réfraction (RI) a été lu a travers l'oculaire du

réfractomeétre, et cette valeur a été consignée.

Un refractomeétre Abbé thermostaté a 20°C a été utilisé. Le prétraitement a éte fait dans
un bain-marie a 50°C jusqu'a la dissolution des cristaux (Bogdanov, 1997).

Pour déterminer la teneur en eau, nous avons utilisé un réfractométre Abbé-typ (RF 490,
Euromex holland) a une température de 20°C (annexe 7), basé sur la méthode de

réfractométrie (Bogdanov et al., 2004; Bogdanov, 1997).

L'indice de réfraction (RI) est converti selon la table de Chataway, la teneur en eau
(g/100g) est obtenu selon la méthode harmonisée des miels par la Commission

Internationale du Miel (Bogdanov, 2002).
11.2.2 Détermination du pH

Le pH-métre (CRISON 2000) est étalonné a pH 3,0, 7,0 et 9,0 (annexe 7). L'échantillon
de miel est dissous dans l'eau, le pH est mesuré et la solution est titrée avec une solution

d'hydroxyde de sodium 0,1 M jusqu'a pH 8,30.

Dans un bécher, 10 g d'échantillon de miel sont dissout dans 75 ml d'eau exempte de
dioxyde de carbone. Remuer avec l'agitateur magnétique, plonger les électrodes du pH
meétre dans la solution et enregistrer le pH. Titrer avec du NaOH 0,1M jusqu'a pH 8,30
(une lecture stable doit étre obtenue dans les 120 secondes suivant le début du titrage).

Enregistrez la lecture a 0,2ml prés (burette de 10ml) (Bogdanov, 2009).
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11.2.3 Mesure de la conductivité électrique

La conductivité est un bon critere de l'origine botanique du miel et est donc tres souvent

utilisée dans le contrdle de routine du miel.

La méthode trés simple, rapide et peu colteuse. Nous avons utilisé un conductimétre
modéle Knick selon la méthode de (Bogdanov 2002a).

La conductivité électrique est déterminée selon la méthode de Bogdanov et al (1997).
C’est la mesure a 20 °C de la conductivité €lectrique d’une solution de miel a 20 % de
matiere seche. Une masse de miel est pesée tel que M = (5 * 100) / MS (ou MS est la
teneur en matiére séche de miel).

La prise d’essai est dissoute dans 25 ml d’eau distillée de tres faible conductivité
¢lectrique (1,43 puS/cm).

La cellule du conductimetre (Consort C931) est immergée dans la solution de miel et la
conductivité est lue sur 1’appareil (annexe 7).

Les résultats des valeurs de la Conductivitée Electrique (solution de miel a 20%) sont
exprimeés en milliSiemens par centimetre (ms/cm) a 25 °C selon les mesures de

référence internationales (Bogdanov et al., 2004).
11.2.4 Intensité de la couleur

La couleur du miel naturel va du jaune clair a I'ambre foncé, et méme au noir (Diez et
al., 2004). Le miel est généralement commercialisé sur la base de I'échelle de couleurs
Pfund (Bogdanov et al., 2004). L'intensité de la couleur des échantillons de miel a été
déterminée par la méthode de I'échelle de Pfund en utilisant un spectrophotometre UV-
visible Cary 50 a la longueur d'onde A = 635 nm (Fell, 1978).

La formule (1) a été utilisée pour calculer la valeur de Pfund
Pfund [mm] =-38,7 + 371,39xAbs (1)
ou Pfund = valeur de la couleur du miel dans I'échelle Pfund
Abs = absorbance a la longueur d'onde de 635 nm (Ratiu et al., 2019).

Les résultats sont exprimés en millimétres (mm) de grades Pfund.
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11.2.5 Hydroxy Méthyl Furfural (HMF)

Pour garantir la pureté du miel, nous déterminons sa teneur en HMF ; il s'agit donc d'un

parametre crucial dans 1’évaluation de la qualité¢ de miel (Khalil et al., 2012).

Pour mesurer la teneur en HMF nous avons utilisé la méthode de Winkler (1955)
appelée aussi méthode spectrophotométrique basée sur l'absorption a 550 nm ; cette
méthode comprend la mesure de l'absorbance UV des solutions de miel avec de I'acide
barbiturique et de la p-toluidine (Bogdanov et al., 1999). L'analyse a été réalisée a l'aide
d'un spectrophotometre UV-visible Cary 50 et les résultats obtenus sont exprimés en
mg/kg

La mise de la solution de miel a été effectuée dans deux tubes a essai de 2 ml (20 %) et
0.5 ml de solution de p-toluidine ; on ajoute 1ml d'eau distillée (référence) ; au second
on ajoute 1ml de solution d'acide barbiturique 0.5% (échantillon) (Bogdanov 1997).

11.3. Analyse qualitative de la mélissopalynologie

L'analyse microscopique fournit des informations sur [lorigine botanique et
géographique du miel et permet d'évaluer la teneur en levures (fermentation). Elle
permet également de détecter la présence de contaminants du miel (poussiere, suie, etc.)

et d'autres particules microscopiques qui ne sont pas censees étre présentes dans le miel.

La méthode utilisée a été mise au point par la commission internationale de botanique
apicole et décrite par Louveaux et al.(1978), et Werner von Der Ohe et al.(2004).10 g
de miel sont dissous dans 20 mL d'eau chaude (inférieure a 40°C), puis centrifugés
pendant 5 min. 10 mL d'eau distillée sont ajoutés au culot résultant de la centrifugation
pendant 10 min a 3 000 rpm, transféré sur une lame de microscope, séché et identifie.
Les grains de pollen ont été identifiés a partir des bases de données numériques et
bibliographiques du laboratoire d'analyse et d'écologie apicole du centre (Cetam). Les

préparations ont été examinées a différents grossissements (x100, X400 et x1000).

Les pollens provenant de plantes anémophiles ou de plantes non nectariféres ont été
soustraits du nombre total de pollens avant de calculer les pourcentages provenant de
plantes nectariferes. Les pourcentages du pollen obtenu sont ceux des plantes

nectariféres uniquement. Si le taux de pollen dominant du miel provient d'une seule
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espéce de fleur (supérieur ou égal a 45%), alors le miel est monofloral (Benaziza-

Bouchema et Schweitzer 2010).

I1. 4. Détermination de la composition en glucide par HPAEC-PAD

Cet analyse joue un rdle majeur dans les enquétes alimentaires sur la composition, la
falsification, I'estimation des valeurs nutritionnelles, l'identification, les études de
contréle de l'origine, etc (Geana et al., 2020; Corradini et al., 2012).

Les différentes techniques analytiques peuvent étre appliquées pour préciser la
concentration des sucres dans le miel, comme la chromatographie sur papier (Corradini
et al., 2012; Rao et Beri, 1951), la chromatographie en phase gazeuse (Low et South,
1995). Parmi toutes les chromatographies liquides a haute performance (HPLC)
couplées a différent systémes de détection, comme la chromatographie échangeuse
d'anions a haute performance avec détection ampérométrique pulsée (HPAEC-PAD) par
sa rapidité d'analyse, son automatisation simple, les échantillons sont injectés
directement (sans ou avec un prétraitement mineur) (Hanko et Rohrer, 2000). Elle a une
haute resolution ; toutes les classes de mono-, oligo-, polysaccharides etc. qui peuvent
étre séparces selon des caractéristiques structurelles (taille, composition...etc.) en font
un outil analytique puissant dans la séparation des glucides. La chromatographie
d'échange d'anions haute performance est couplée a un détecteur ampérométrique pulsé
pour surmonter l'insensibilité. Elle offre un moyen sensible et selectif d'identifier les

sucres simples et complexes dans le miel (Corradini et al 2012).

Environ 95% du poids sec du miel est composé d'hydrates de carbone (Boukrad, 2013),
Afin d'identifier le profil de sucre de chaque échantillon, la méthode HPAE-PAD
décrite et validée par la commission internationale du miel a été utilisée selon les
méthodes harmonisées de la commission européenne du miel (Bogdanov, 2009). Les
sucres agissent comme des acides faibles a pH élevé (12-14) et sont totalement ou

partiellement ionisés (Rohrer, 2013; Bogdanov, 1997).

Pour préparer la solution d'élution B et les échantillons de miel pour I'analyse HPAEC-
PAD ; 200 mg de chaque échantillon de miel ont été peses et dissous dans un bécher de

25 mL avec quelques mililitres d'eau hautement purifiée (HPW) puis transférés dans
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une fiole jaugée de 100 mL et complétés avec de l'eau jusqu'a 100 mL. Trés bien

mélanger, 1 mL de cette solution de miel est pipeté dans une seringue Luer.

Apres avoir inséré un filtre de 0,02 um et injecté dans la boucle du chromatographe
avec les mémes conditions que pour la solution standard, le matériel et les conditions

sont les suivants :

- Systéme Dionex GP50 (USA) (figure 17) incorporant une colonne Carbopac PAl
(4%250), une colonne de garde PALl (4x50) et une détection amérométrique pulsée
(Weston et Brocklebank 1999).

- La composition du gradient d'élution contient deux phases mobiles :
- Phase A de I’eau hautement purifiee (HPW).
- Phase B solution du NaOH 0.2 M

- Le débit a été ajusté a 0.5mL/min, 0.1mL/min, ImL/min pendant 16min, 5min et

encore 16min respectivement.

- Conditions de détection : I'électrode de travail est maintenue aux potentiels et durées

suivants :

a) Potentiel d'oxydation E1= +0,2V t1= 500ms
b) Potentiel de nettoyage E2= +0,7V t2=100ms
c) Potentiel de réduction (désorption des produits oxydés) E3= - 0,9V t3= 100ms

- Le temps de séparation : 40min

La cristallisation du miel est généralement indiquée par le rapport Fructose /Glucose
(F/G). Lorsque ce rapport est élevé, le miel conserve sa texture liquide (Schweitzer,
2001).

Outre les principaux monosaccharides que sont le glucose et le fructose, les
disaccharides tels que le saccharose, le maltose, le turanose et I'isomaltose ont

également été quantifiés par HPAEC-PAD.
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Figure 17 : Systeme Dionex GP50 (USA) HPAEC-PAD

11.5. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux du miel a été effectuee selon la
méthode Folin-Ciocalteu (Beretta et al., 2005). Chaque échantillon de miel (1 g) a été
dissous dans 5 mL de méthanol. Cette solution a été mélangée avec 2,4 mL d'eau
distillée et 200 pL de réactifs de Folin-Ciocalteu pendant 3 min, puis 0,6 mL de sodium
(20%, Na.CO) ont éte ajoutés (20%, Na.COs). Apres incubation du mélange
réactionnel dans l'obscurité a 25°C pendant 2 h, la densité optique a été mesurée a 725
nm. Une ligne d'étalonnage a été réalisee a partir d'étalons d'acide gallique a différentes
concentrations. Les résultats sont exprimés en mg d'équivalent acide gallique/100 g de
miel (mg GAE/100 g).

11.6. Détermination des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée selon la méthode colorimétrique au
chlorure d'aluminium décrite précédemment par Meda et al. 2005. En bref, une solution
de 1 mL de miel (1 mg/mL dans du méthanol) est mélangée avec 1mL d'AlICI3 (2%).
Apreés 40 minutes d'incubation a température ambiante (23 + 2°C), on mesure la densité
optique est mesurée a 430 nm. Les concentrations de flavonoides ont été deduites de la
courbe d'étalonnage établie avec une solution standard de quercétine (20, 40, 60, 80, et
100 mg/l). Les résultats ont été exprimés en mg d'équivalents de quercétine par g de
miel (mgQE/g de miel) (Meda et al., 2005).
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11.7. Méthode d'évaluation de I'activité glucose oxydase (GOX)

Cette méthode est basée sur la formation de couleur par un chromogéne oxydé (o-
dianisidine) en présence de peroxyde d'hydrogene et de peroxydase (Flanjak et al.,
2016; Burgett, 1974).

La glucose oxydase catalyse l'oxydation du D-glucose en D-glucono-o-lactone et le

convertit finalement en acide gluconique et en peroxyde d'hydrogéne (Figure 18).

Le peroxyde d'hydrogéne est réduit en eau par la peroxydase, qui utilise I'o-dianisidine

comme co-substrat.

A 400 nm, labsorption maximale du produit coloré formé a été observée par
spectrophotomeétrie. L’H>O2 comme étalon (10-100 umol/L) avec de la peroxydase et de

I'o-dianisidine a été utilisé pour la détermination quantitative.
Le mélange réactionnel préparé est compose de :

e 0,7 ml de glucose (2,14 mM, dissous dans un tampon de phosphate de sodium
100 mM, pH 6,1),

e 0,1 ml de solution éthanolique d'o-dianisidine (1mg/ml),

e 1 ml de peroxydase de raifort et 0,1 ml de solution de miel (0,2 g/mL), préparée

dans un tampon phosphate de sodium 100mM de phosphate de sodium, pH 6,1.

Le mélange réactionnel a été incubé apres l'ajout de la solution de miel pendant 30

minutes a 37°C et terminé par l'ajout de 0,1 mL d'acide chlorhydrique 1 M.

Lecture

L'absorbance a été mesurée et ensuite corrigée par rapport a l'absorbance du mélange
réactionnel de zéro minute. Les activités enzymatiques ont été déterminées pour
I'ensemble des échantillons de miel dilués préparés par filtration avec I'eau du robinet
(20°C) pendant 24 heures. Les résultats ont été exprimés en ug H-O> /h g de miel (Sahin
et al., 2020).
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Figure 18 : Génération de peroxyde d'hydrogéne par la réaction catalysée de la glucose

oxydase.

I11. Isolement et identification des souches bactériennes

Les souches bactériennes ont été isolées a partir des plaies infectées (brGlures, pied
diabétique et plaies post-chirurgicales) et les infections urinaires. Les bactéries
pathogenes ont été identifiées par des méthodes microbiologiques conventionnelles
(coloration de Gram, test a I'oxydase et test a la catalase), et confirmées par I'indice de
profil analytique APl 20E, APl 20NE et API-STAPH (annexe 11) (Bio-Mérieux,
France). La lecture de ces réactions se fait a I’aide du tableau de lecture des API

(Annexe 2, 3, 4) et I’identification est obtenue a 1’aide d’un logiciel d’identification.

Le protocole général d’isolement et identification des souches cliniques selon le type de
prélevement ainsi que la vérification de la pureté des souches et I1’examen

macroscopique et microscopique des colonies sont représenté dans la figure 19-20.

Daprés leur profil de résistance aux antibiotiques, seules les souches bactériennes
présentant une multirésistance aux antibiotiques ont été sélectionnées. Les antibiotiques
testés sont ceux couramment utilisés pour le traitement des infections causées par

E.coli, P.aeruginosa et S. aureus (annexe 11).
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Figure 19 : Protocole d’identification biochimique des souches S.aureus, P.aerugenosa, E.coli
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T

Figure 20 : Evaluation de I’activité antibactérienne vis-a-vis des souches S.aureus P.aerugenosa,

E.coli
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IV. Etude de la résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques a été étudiee par la méthode de diffusion en milieu
solide des disques imprégnés des antibiotiques a tester. Cette méthode permet de
déterminer le comportement des bactéries a croissance rapide vis-a-vis d’une gamme

d’antibiotiques.

Le Choix des antibiotiques utilisés s’effectue selon les recommandations du CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute), le choix des antibiotiques testés sur les
différentes especes bactériennes isolées, repose d’une part, sur I’identification du genre
et son profil habituel vis-a-vis des antibiotiques et d’autre part, sur le spectre d’activité
de chaque antibiotique (Albaridi, 2019; Hoseinzadeh et al., 2017; CLSI, 2017). Les

antibiotiques utilisés dans cette étude sont regroupés dans 1’annexe 5.

V.1 Méthode de diffusion en milieu gélosé

Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure de 18 heures sur milieu d’isolement, préparer une
suspension bactérienne dans 1’eau physiologique stérile (0,9 %), de facon a obtenir un
inoculum de 106 & 108 UFC/ml, I’opacité doit étre équivalente & une D.O de 0,08 4 0,10

lue a 625 nm.

Meéthode

Les boites de gélose Mueller Hinton sont ensemenceées par écouvillonnage et les disques
d’antibiotiques y sont déposés sur la gélose (figure 27). Les boites sont ensuite,
incubées pendant 18 a 24 h a 37°C.
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Figure 27 : Représentation schématique de la méthode de diffusion sur disque.

Lecture
Pour chaque souche, et pour chaque antibiotique:

e Mesurer en millimétre les diameétres d’inhibition ;
e Reporter cette mesure sur 1’échelle de concordance correspondante
e Les résultats de I’antibiogramme indiquent alors si la bactérie est sensible,

intermédiaire ou résistante a ’antibiotique (Bogdanov, 2002c).

IVV.2 Détection de S.aureus méthicillino-résistant:

Il existe plusieurs méthodes de détection de la résistance a la méthicilline pour
I’espéce Staphylococcus aureus, parmi lesquelles on a choisis la méthode de
diffusion du disque d’oxacilline.

IVV.2.1 Méthode de diffusion du disque d’Oxacilline (1ug)
Principe
Un disque d’Oxacilline (1ug) a été appliqué sur une Gélose MH additionnée

2% de NaCl pour la détection des SARM selon les directives de CLSI (the

Clinical Laboratory Standards Institute).

Lecture

Aprés une incubation a 37°C pendant 24 heures, les souches sont considérées

résistantes pour diameétre d’inhibition <10 mm, intermédiaires pour 11-12 mm
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et sensibles pour diamétres >13mm (Rasheed et Ahmed, 2010).

Conservation des souches
La conservation des souches sélectionnées a été réalisee par ensemencement sur gélose
nutritive inclinée par I’anse de platine. Aprés incubation a 37°C pendant 24 heures, les

tubes ont été conservés au réfrigérateur a 4°C.
V. Evaluation des effets thérapeutiques des échantillons de miel

V.1. Evaluation de Pactivité antibactérienne

Les méthodes utilisées pour I’évaluation de 1’activité antibactérienne des échantillons de
miel ont été inspirées a partir de celles décrites par les recommandations du CLSI de
2017 (Clinical & Laboratory Standards Institute) destinées pour les antibiotiques
classiques (CLSI, 2017).

L'activité antibactérienne des échantillons de miel a été évaluée dans six dilutions (80%,
40%, 20%, 10%, 5% et 2,5%). Tandis que I'évaluation de la sensibilité bactérienne au
miel a été mesurée par plusieurs méthodes : méthode de diffusion, détermination de la
méthode de la concentration minimale d'inhibition (CMI), et méthode de Ila

concentration bactéricide minimale (CMB).

V.1.1. Méthode de diffusion en puits
Principe
L'essai de diffusion en milieu gelosé est largement utilisé pour évaluer l'activité
antimicrobienne des produits naturels. Ce test est basé sur la mesure de la taille d'une
zone d'inhibition de la croissance autour de I'échantillon, qui peut étre placé dans un
puits de gélose, zone d'inhibition de la croissance autour de I'échantillon, qui peut étre
placé sur un disque de papier ou dans un puits découpé dans la gélose dans l'agar
(Valgas et al., 2007; Magaldi et al., 2004).

Meéthode

Le milieu de croissance : La gélose Mueller Hinton (M.H.) est ensemencée a l'aide d'un
écouvillon imbibé de suspension bactérienne, ajustée a une turbidité de 0,5 Mc Farland.
Des puits de 6 mm de diamétre sont perforés sur une plaque de gélose M.H.. Au centre

de chaque puits, 100 ul de dilutions de la solution de miel sont inoculés (chaque puits
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correspond a une concentration des dilutions). Enfin, les boites de Pétri sont incubées a
37°C pendant la nuit. Pendant I'incubation, le miel diffuse dans la gélose créant une

zone claire autour du puits, appelée zone d'inhibition de la croissance bactérienne.

Il en résulte une zone d'inhibition de la croissance mesurable (figure 28)

Zone d'inhibition

Puit

Croissance bactérienne

Figure 28 : Représentation schématique de la méthode de diffusion du miel sur agar.

Lecture
Le diameétre des résultats de la zone d'inhibition de la croissance bactérienne est exprimé
en millimetres (mm) ; la taille de la zone d'inhibition est mesurée pour identifier le

pouvoir antibactérien du miel testé (Albaridi, 2019; Hoseinzadeh et al., 2017).

V.1.2 Méthode de dilution en milieu liquide (bouillon)
La méthode de micro ou macro-dilution en bouillon sont l'une des méthodes les plus
fondamentales et les plus importantes pour tester la sensibilité aux antimicrobiens des
produits naturels, y compris le miel, contre les bactéries anaérobies et aérobies (CLSI,
2017).

Cette derniere permet une étude quantitative a la fois des bactéries anaérobies et des

bactéries aérobies de l'activité bactériostatique et bactéricide (figure 29).
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Preparation of drug solution B Controlof growth

at a desired concentration 3) Transfer 100 pL
in sterile distilled water,
ethanol or DMSO

7) Incubation at 35°C for 18 h 5) Dilution of 1/150in MHB

6) Inoculation : transfer 50
pL of inoculum in each well

Microbialinoculum

Bacterial Suspension of 0.5
containing 10 CFU/mL

McFarland

Figure 29 : Microdilution en bouillon pour les tests antibactériens, conformément au
protocole du CLSI.

V.1.3 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Principe
L'activité bactériostatique est caractérisee par la concentration minimale inhibitrice
(CMI) de l'echantillon, c'est-a-dire la concentration la plus faible qui inhibe la

croissance visible des bactéries in vitro aprés une incubation d'une nuit.

Meéthode
Des dilutions de miel sont préparées et réparties dans des tubes a essai ; chaque tube est

inoculé avec la souche a tester et incubé pendant une nuit a 37°C (Albaridi, 2019).

En bref, pour un test de dilution microbienne, en particulier dans le contexte de l'analyse
du miel, les inoculums sont préparés en cultivant les souches sur une gélose au sang

pendant une nuit a 37°C, puis en suspendant les colonies dans une solution saline a 0,85
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%. Différentes concentrations de miel (2.5-80%) sont placées dans des plaques de

g
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Vortexing | 36§ 0.048 M
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BaSO,

Sterile Saline (0.85 %)

Turbidity adjusted to 0.5 McFarland
’ » Both methods give a microbial suspension of :
* (1-2)x108 CFU/mL for bacteria

Turbidity adjusted spectrophotomecally to
0.08-0.12 at 625 nm

Figure 30 : Préparation d'un inoculum microbien de 0,5 McFarland par suspension

directe de colonies, conformément aux recommandations du CLSI.

Lecture
La mesure de I'absorbance est réalisée par spectrophotométrie pour évaluer la croissance
bactérienne (turbidité) et pour évaluer la concentration minimale inhibitrice

correspondant a l'absence de turbidité visuelle (comme le témoin négatif) (figure 30)

Les plaques de microtitrage sont incubées statiquement pendant 24 heures a 37°C, apres
quoi les CMI sont mesurées visuellement comme étant la plus faible concentration de
miel résultant d'une analyse optique de la concentration de miel dans un puits

optiquement clair (Figure 31) (Green et al., 2020).
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Figure 31 : Concentration minimale inhibitrice par microdilution
V.1.4 Détermination de la concentration bactericide minimale (CMB)

Principe

Le miel inhibe la croissance des bactéries soit par un effet bactéricide, soit par un effet
bactériostatique. Un agent antibacterien a un effet bactéricide lorsqu'il tue 99,9% des
bactéries testées, mais lorsqu'il inhibe ou ralentit la croissance bactérienne, son effet est
bactériostatique (French, 2006).

Le test CMB permet de déterminer la concentration minimale de miel nécessaire pour

obtenir un effet bactéricide (99,9% des bactéries testées sont tuees).

Meéthode

Pour évaluer l'activité bactériostatique ou bactéricide du miel testé, nous avons ajouté
0,1ml de la concentration minimale inhibant la croissance bactérienne (CMB) a 9 ml de
bouillon et incubé pendant 24, 48 et 72 heures. Ensuite, 1 ml de ces cultures est inoculé
sur une gélose nutritive pendant 24 heures pour vérifier les indices de croissance

bactérienne (figure 32).

Lecture
Le miel est considéré comme bactériostatique si une croissance bactérienne a eu lieu et

bactéricide lorsque I'inhibition de la croissance a persisté (Almasaudi et al., 2017).
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Figure 32 : Concentration minimale bactéricide

V.2. Détermination de I’effet mutagénique et antimutagénique

V.2.1 Effet antimutagéne des échantillons de miel

L'effet antimutagene est réalisé selon la méthode décrite précedemment par Mortelmans
et Zeiger (2000) avec de légeres modifications en utilisant le test d’Ames (Mortelmans
et Zeiger, 2000). Ce test est basé sur l'utilisation de bactérie mutante Salmonella
typhimurium, qui a perdu sa capacité a produire de I'histidine, un acide aminé essentiel a
son developpement. En présence d'un agent mutagéne, la bactérie peut retrouver sa

capacité a produire de I'histidine et se développer sur un milieu de culture sans histidine.

V.2.1.1 Activation des souches de génotoxicité

Preculture de nuit

A partir des souches conservées, 20l de la souche a tester sont cultivés dans 5 a 20 ml
de bouillon nutritif. Incuber dans un bain marie avec une agitation douce a 37°C
pendant 16 heures. Les Milieux de culture utilisés pour les tests de génotoxicité sont

mentionnés dans 1’annexe 6.

Réisolement des souches
A partir de la culture de nuit de chaque souche, ensemencer une boite de gélose

minimale agar contenant une trace d’histidine et de biotine et 25 pg/ml d’ampicilline, et
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25 pg/ml de tétracycline pour la souche TA102. Incuber les boites pendant 24 heures a
37°C. Ces boites sont placées dans le réfrigérateur et servirons comme source de

bactéries pour des tests ultérieurs. Cette conservation durera jusqu’a 2 mois (Pillco et

de la Pefia, 2014; Chung et al., 2006).

V.2.1.2 Veérification des caractéres génétiques

Toutes les souches qui ont été regues a I’état lyophilisé ont été conservées a - 80 °C et
régulierement Vérifié pour leurs marqueurs génétiques (tableau 06). Le génotype des
souches a tester doit étre confirmé :

e Immediatement apres les avoir recues quand un lot gelé est destiné a
[’utilisation ;

e Quand le nombre de révertants spontanés par boite sort de I’intervalle indiqué
pour la souche a tester (tableau 04).

e Quand il y a une perte de sensibilité vis-a-vis des mutagénes standards (Tableau
05).
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Tableau 04 : Nombre de révertant spontanée par boite et par souche

Nombre de révertant spontanés /boite

Souches Avec S9 mix Sans S9 mix
TA 98 20- 50 20-50

TA 100 75-200 75-200

TA 102 100-300 200-400

Tableau 05 : Mutagenes standards utilisés pour les trois souches de S. typhimurium

Souches Temoins positifs

-S9 mix pg/boite  +S9 mix pg/boite
TA98 4-Nitro-o-phénylenediamine 2,5 2-Aminoanthracéne 5
TA100 Azide de Sodium 5 2-Aminoanthracene 5
TA102  Mitomicine C 0,5 2-Aminoanthracene 5

Tableau 06 : Caractéristiques géneétiques des souches de S.typhimuruim (Ames, 1973).

TA98 TA100 TA102
Mutation HisD3052 HisG46 HisG428
histidine
Séquence cible CGCGCGCG GGG TAA
Type de decalage du cadre substitution de Transition/tranversion
mutation de lecture paires de bases
Mutation uvr B + + -
Mutation rfa + I I
Plasmide détect¢ pKM101 pKM101 pKM101 et pAQ1
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V.2.1.3 Auxotrophie a I’histidine

Principe

Toutes les souches de S. typhimurium ont une mutation dans I’opéron histidine, qui les
rend auxotrophes a I’histidine, c'est-a-dire que la croissance bactérienne sera impossible

dans un milieu sans histidine.

Meéthode
Avec un écouvillon, faire une seule strie de chaque souche de S. typhimurium sur des

boites de Pétri contenant :

e Gélose minimale agar seul ;
e (G¢lose minimale agar enrichie d’une trace de biotine ;

e (G¢lose minimale agar enrichie d’histidine et de biotine.
Incuber a 37°C pendant 48 heures.

Lecture

La croissance des trois souches n’est observée que dans la boite de gélose minimale
agar enrichie d’une solution d’histidine/biotine (la croissance de toutes les souches de
S.typhimurium dépend de I’histidine)(Pillco et de la Pefia, 2014; Mortelmans et Zeiger,
2000).

V.2.1.4 Dépendance a la biotine

Principe

Une mutation par délétion dans le géne gouvernant la synthese de la biotine rend toutes
les souches de S. typhimurium (sauf la souche TA 102) incapable de pousser dans un

milieu sans biotine.

Meéthode
Avec un écouvillon, faire une seule strie de chaque souche de S. typhimurium sur des

boites de Pétri contenant :

e Gélose minimale agar seul
e Gélose minimale agar enrichie d’une trace de biotine

Incuber a 37°C pendant 48 heures
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Lecture
La croissance de la souche TA 102 est observée dans les deux boites (croissance
indépendante de la biotine), cependant aucune croissance n’est observée pour les

souches TA 98 et TA 100 (Chung et al., 2006; Mortelmans et Zeiger, 2000).

V.2.1.5 Mutation uvrB

Principe

Une mutation par délétion dans le géne uvrB rend toutes les souches de S. typhimurium
(sauf la souche TA 102) incapable de réparer les mutations produites apres exposition a

la lumiére UV.

Meéthode

Les trois souches de S. typhimurium (TA98, TA100, et TA102) et une souche sauvage
sont ensemencées par stries sur des boites de gélose minimale agar enrichie d’une trace
d’histidine et de biotine. La moiti¢ de la boite est recouverte par une plaque en verre,
ensuite exposé a la lumiere UV (260 nm) a une distance de 30 cm pendant 8 secondes.

Incuber les boites a 37°C pendant 48 heures.

Lecture

Aucune croissance n’est observée pour les souches de S. typhimurium TA 98 et TA 100
sur la moitié de la boite irradiée. Cependant, une croissance de la souche sauvage et la
souche TA 102 est observée dans les deux parties de la boites (Pillco et de la Pefia
2014; Chung et al., 2006).

V.2.1.6 Mutation rfa

Principe

Une mutation par délétion dans le gene rfa rend toutes les souches de S. typhimurium

plus perméable aux agents chimiques.

Méthode
Ensemencer une boite de gélose minimale agar enrichie d’une trace d’histidine et de

biotine avec I’une des trois souches de S. typhimurium.

Déposé a la surface de la boite un disque de papier wattman.
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Verser un volume de 10 pl de la solution de cristal violet (0,1 %w/v) sur le disque.

Incuber & 37°C pendant 48 heures.

Lecture
Un halo d’inhibition est observé autour de chaque disque boites (Pillco et de la Pefia
2014; Chung et al., 2006).

V .3.1.7 Résistance a I’ampicilline
Principe
La présence du plasmide pKM101 rend les souches TA 98, TA 100 et TA 102

résistante a I’ampicilline.

Méthode
Un disque d’ampicilline est déposé directement a la surface d’une boite de gélose
minimale agar enrichie d’une trace d’histidine et de biotine et ensemencé avec ’'une des

trois souches de S. typhimurium.Incuber a 37°C pendant 48 heures.

Lecture
Aucune zone d’inhibition n’est observée autour du disque d’ampicilline pour les trois

souches testées (Pillco et de la Pefia, 2014).
V.2.1.8 Résistance a la tétracycline

Principe

La présence du plasmide pAQL1 rend la souche TA 102 résistante a la tétracycline.

Méthode
Un disque de tétracycline est déposé a la surface d’un milieu de gélose minimale agar

ensemenceé avec la souche S. typhimurium TA102.Incuber a 37°C pendant 48 heures.

Lecture

Aucune zone d’inhibition n’est observée autour du disque de tétracycline (Pillco et de

la Pefia 2014).
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V.2.2. Test d’Ames

Principe

Le test d'Ames consiste a examiner la capacité d’une substance chimique ou un agent
physique d'induire des mutations spécifiques chez des souches de S. typhimurium
porteuses d'une mutation dans un des génes gouvernant la synthése de I'histidine. Avec
une fréquence tres faible, ces mutations His- reversent spontanément vers His+ (figure
33). Cette fréquence de réversion peut augmenter en exposant les bactéries His- a des
agents génotoxiques (Pillco et de la Pefia 2014; Ames, 1973).

Méthode sans activation métabolique

e Un volume de 20 pl de la souche a tester est cultivé dans 5 a 20 ml de bouillon
nutritif enrichi d’une trace d’histidine et de biotine et de 25 pg/ml d’ampicilline,
pour la souche TA102, 25 pg/ml de tétracycline sont ajoutées.

e Aprés 18 heures d’incubation a 37°C avec agitation dans un bain marie, 100 pl
de cette culture sont mis en contact avec 100 pl de chaque dilution de
I’échantillon de miel a tester, et 500 pl du tampon phosphate.

e Le melange est incubé a 37°C pendant 20 min (étape de préincubation).

e Un volume de 2 ml du milieu top agar sont ajouté au mélanges et verser apres
une légere agitation sur le milieu gélose minimale agar.

e Apres solidification du mélange, les boites sont incubées pendant 48 heures a

37°C (Mortelmans et Zeiger, 2000 ; Chung et al., 2006).

Les produits suivants sont utilisés comme témoins positifs :

e L’azide de sodium (5 pg/boite),

e Le 4-Nitro-o-phénylenediamine (2.5 pg/boite),
e La mitomicine C (0.5 ug/boite),

e Le 2-aminoanthracene (5ug/boite).

L’eau distillée stérile a été utilisée comme témoin négatif.

Tous les tests ont été effectués en double exemplaire et chaque expérience a été répétée

trois fois.
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Lecture
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Figure 33: Protocole du test d’Ames (Pillco et de la Pefia, 2014)
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Apreés une légere agitation dans une plaque d'agar au glucose minimal. Aprés une

incubation de 48 h a 37°C. Le nombre de colonies révertantes a été compté.

Un échantillon de miel est considéré comme ayant un effet mutagéne si le coefficient de

réversion (CR) est supérieur ou égal a deux. Ce coefficient est calculé selon cette

R1
formule: CR = —
RO

L'effet antimutagene du miel s'exprime en pourcentage d'inhibition (1%) de la

mutagénicité d'un mutageéne positif ; il est calculé selon la formule suivante :
1(%) = 100 (R3) 100
= — (=) x
° R2

Ou : RO est le nombre de colonies révertantes spontanées par plaque
R1 est le nombre de colonies révertantes induites par le miel
R2 est le nombre de colonies révertantes par plaque exposées a un mutagene positif

R3 est le nombre de colonies révertantes par plaque exposée au mutagene positif et au

miel.

V1. L’activité antioxydante

V1.1. Pouvoir antiradicalaire (Méthode de balayage du radical libre DPPH)

Les propriétés antioxydantes de chaque échantillon de miel ont également été étudiées
en évaluant l'activité de piégeage des radicaux libres par le DPPH, selon la méthode
proposee par Ferreira et al. 2009. Brievement, un extrait de miel (1 ml) a été mélangé a
une solution méthanolique contenant des radicaux DPPH (0,25 mM, 1 ml). Le mélange
a été vigoureusement agit¢ a ’aide d’un vortex et laissé reposer pendant 30 minutes
dans l'obscurité (jusqu'a ce que leur absorbance reste inchangée), un blanc est composé
de la solution de DPPH

La réduction du radical DPPH a été déterminée en mesurant l'absorbance du mélange a
517 nm (khalil et al., 2011).

L'activité de piégeage des radicaux (APR) a été calculée en pourcentage de décoloration

par le DPPH a l'aide de I'éguation suivante :
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Pourcentage d’inhibition (%) =100* [(absorbance du blanc - absorbance de
I'échantillon) / absorbance du blanc.

L'IC50 représente la concentration de miel nécessaire pour inhiber 50 % du radical
DPPH (couleur). Pour déterminer cette valeur on utilise la modélisation du pourcentage
d'inhibition en fonction de la concentration du miel a laide d'une équation

exponentielle.

V1.2. Méthode de I'émulsion b-caroténe-acide linoléique

L'activité antioxydante des solutions méthanoliques de miel a été évaluée a l'aide du
systéme modéle b-caroténe-linoléate (Silva et al., 2013). Une solution de b-carotene
(0,2 mg/ml) a ete préparee dans du chloroforme et deux millilitres de cette solution ont
été pipetés dans un petit ballon a fond rond (100 ml). Apreés élimination du chloroforme
sous vide a 40°C, 20 mg d'acide linoléique, 200 mg de Tween 40 et 50 ml d'eau distillée
ont été ajoutés a la fiole en agitant vigoureusement.

Des aliquotes (4,8 ml) de I'émulsion préparée ont été transféerées dans une série de tubes
contenant 0,2 ml d'échantillons de miel. Apres avoir placé les tubes a essai dans un bain
-marie a 50°C, l'absorbance de chaque tube a été mesurée régulierement a l'aide d'un
spectrophotometre a 470 nm en commencant par I'absorbance au temps zéro (t = 0 min)
et a des intervalles de 15 minutes jusqu'a la fin (t = 120 min) de I'expérience. Le BHT et
a-tocophérol ont été utilisés comme étalons.

500 microlitres de solution de 1’échantillon de miel ou d’antioxydant de la référence
(a-tocophérol) [solubilis¢ dans le méthanol] ont été ajoutés a 2,5 ml de I’émulsion
précédente. La méme procédure a été répétée avec le Butyl hydroxy toluéne (BHT)
comme étalon et avec un blanc (sans BHT). L’absorbance a été mesurée a 490 nm avant
et aprés le traitement thermique avec des intervalles de temps réguliers pendant 48

heures. L’analyse de blanchiment du -caroténe a été calculée comme suit :

% Inhibition = (Absorbance du produit 4 T 0 — Absorbance du produit & T60min) /

Absorbance du contréle a T 0 — Absorbance du controle a T60min) *100.
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VII. Analyses Statistiques

Les données ont été soumises a une analyse statistique a l'aide du logiciel SPSS Version
26, un outil sophistiqué d'analyse et de traitement de données développé par IBM (IBM
SPSS Statistics, Armonk, New York, USA).

Tests Statistiques Utilisés :

Présentation Descriptive des Données : Pour la description des données, nous avons
utilisé les fréquences et pourcentages, ainsi que la moyenne, l'erreur-type et I'écart type.

- Fréquence (%)

- Moyenne (M)

- Erreur Standard (SE)
- Ecart Type (SD)

Test du Khi-deux (y?) : Le test du Khi-deux est une méthode non paramétrique
employée pour determiner si deux variables catégorielles ou nominales sont
susceptibles d'étre liées ou non.

Niveau de Signification (P) : Une corrélation est considérée significative si la valeur de
P est inferieure & 0,05 ou 0,01.

Cramer's V (Khi-deux) : La taille d'effet (R) est utilisée comme mesure de la force de
I'effet observé d'une variable nominale sur une autre, avec les valeurs suivantes
indiquant la force de l'effet :

- R=0.8 (fort)
- R=0.5 (moyen)
- R=0.2 (faible)

Cohen's D : Le test de Cohen's D est utilisé pour comparer les proportions des colonnes
(Post-Hoc) et est ajusté par la méthode de Bonferroni.

Obijectif : Pour déterminer la signification des différences entre les proportions des
colonnes.

Critére : Les valeurs dans la méme ligne qui ne partagent pas le méme indice sont
considérées significativement différentes (P < 0,05 ou P < 0,01).

Kruskal-Wallis ANOVA Unidirectionnelle : Le test de Kruskal-Wallis est employé
pour évaluer la signification des différences dans I'activité bactérienne (DI, MIC, MBC,
Ratio) entre les groupes de familles de bactéries dans chaque type de miel.
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Méthode : Il s'agit d'une méthode non parameétrique utilisée pour comparer deux ou
plusieurs échantillons indépendants sur une variable ordinale.

Comparaisons Multiples en Paires (Post-Hoc) : Les comparaisons multiples en paires
sont effectuées pour déterminer la signification des différences entre chaque groupe de
famille et les autres groupes dans un méme type de miel.

Objectif : Evaluer la signification des différences entre chaque groupe et les autres
groupes.

Critere : Les valeurs dans la méme ligne qui ne partagent pas le méme indice sont
considérées significativement différentes (P < 0,05 ou P < 0,01).
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Résultats et discussion

Cette étude cherche a évaluer les échantillons de miel algérien comparativement a un miel
commercial (Manuka). L'évaluation se concentre sur les sucres, les propriétés physico-
chimiques, l'identification des sources florales par méliosopalynologie, I'activité de la glucose
oxydase (GOX) et l'efficacité antibactérienne contre E.coli, S.aureus et P.aeruginosa. Elle
explore également la relation entre l'effet antibactérien et I'activité antimutagene avec les
polyphénols, flavonoides et la couleur du miel et évalue également ’activité antioxydante des

miels étudiés.
1.Examens organoleptiques des échantillons de miel étudiés

Les résultats des examens organoleptiques des échantillons de miel étudiés sont représentes

dans le tableau 07.

Tableau 07 : Examen organoleptique des échantillons de miel étudiés

Echantillon Structure Couleur Odeur Saveur
Miel 1 Cristallisation Ambré clair Puissance Assez doux,
perceptible moyenne, fruité fruité, acidulé
Miel 2 Cristallisation Ambré clair Assez puissant, Assez doux,
assez fine et assez fruité tres fruité,
ferme acidulé
Miel 3 Cristallisation Ambré Puissance Complexe,
perceptible et trés moyenne, fruité, acidulé,
ferme végétal mentholé, assez
persistant
Miel 4 Cristallisation Ambré clair Assez puissant, Complexe,
perceptible et complexe, fruité, assez
assez ferme mentholé acidulé,
persistant
Miel 5 En voie de Ambré Puissance Complexe,
cristallisation avec moyenne, "animal”,

amorce de

fruité, acidule
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séparation de complexe,

phase "animal”
Miel de Cristallisation trées ~ Ambré Assez Complexe,
Manuka grossiere puissant, "animal”,
complexe, fruité, acidule,
"animal” persistant

L'analyse sensorielle du miel est utilisée pour évaluer sa qualité, déterminer son origine et
verifier son authenticité. L'interprétation des caractéristiques sensorielles du miel differe selon
les critéres établis pour chaque variété de miel en cours d'évaluation. Chaque type de miel

présente des propriétés organoleptiques spécifiques qui lui sont propres.

La couleur des échantillons de miel étudiés varie de I'ambré clair a I'ambré. Les échantillons
M1, M2, M4 sont ambrés clair. Les échantillons M3, M5 et miel de Manuka sont de couleur
ambrée (Bogdanov et al., 2004; Gonnet et al., 1986).

L'intensité de la couleur du miel peut étre interprétée comme un indicateur fiable de la présence
de pigments ayant des propriétés antioxydantes. Beretta et al. (2005), ont montré que
l'augmentation de l'intensité de la couleur est associée a une augmentation des propriétés
antioxydantes et de la teneur en polyphénols. Irina et al. (2010), ont révélé I'existence d'une
forte corrélation entre l'activité antioxydante des différents types de miel et leur teneur en
composés phénoliques, tels que les caroténoides et les flavonoides (Irina et al., 2010). De plus,
la couleur du miel est fortement influencée par son origine botanique (Moniruzzaman et al.,
2013).

Par ailleurs, tous les échantillons étaient acides. Cet indicateur est tres important ; il donne un
apercu de la qualité, de la stabilité et de la maturation du miel. Ce taux est influencé par la
teneur en eau de I'origine botanique, le degré de maturité de la ruche, les conditions climatiques,
la saison de récolte et l'origine géographique (Machado De-Melo et al., 2018). Une forte
interaction se produit entre les sucres du miel (sursaturés a environ 80% de monosaccharides)
et les molécules d'eau. La transformation des sucres en acides organiques (acide gluconique) et
la présence d'ions inorganiques (phosphate, chlorure) sont responsables de I'acidité du miel. La
forte teneur en sucre empéche le développement des bactéries de toute espece dans le miel

completement mdr en rendant I'eau indisponible (Molan, 1992).
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2.Les résultats des parametres physico-chimiques
2.1 Humidité

Les résultats de la mesure de I’humidité des échantillons de miel sont représentés dans la

figure 34.
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Figure 34 : Taux d’humidité des échantillons de miels.

L'humidité ou la teneur en eau est un indicateur important pour la durée de conservation du
miel, sa qualité et sa durabilité (Prica et al., 2015; Gonnet et al., 1986). Le taux d'humidité
élevée peut entrainer une fermentation involontaire du miel causée par des levures tolérantes a
I'osmose, produisant du dioxyde de carbone et de I'alcool éthylique pendant le stockage; ce
processus dégrade la qualité du miel (Ibrahim Khalil et al., 2012). En revanche, un faible taux
d'’humidité prolonge la durée de conservation du miel. Par ailleurs, les réglementations
internationales en matiére de qualité précisent qu'il est recommandé d'utiliser un miel dont le
taux d'humidité est inférieur ou égal a 20 % (Council Honey Directive, 2001). Le taux
d'humidité des échantillons de miel étudiés varie entre 15 et 18.5 %, avec une moyenne de
16.5%.

La teneur en eau du miel est influencée par la variation de la saison de récolte, les conditions
climatiques (température de I'air et humidité relative), le degré de maturité de la ruche, I'origine

géographique et méme la teneur en eau de I'origine botanique (Machado et al., 2020).

94



L'humidité du miel M1 est plus faible que dans les rapports précédents (Haouam et al., 2016;
Benaziza-Bouchema et Schweitzer, 2010). Le miel M2 a le taux d’humidité le plus élevé en
raison du climat méditerranéen de la région de récolte (un climat humide). Ces résultats
confirment les conclusions de Chefrour et al. 2009 (Chefrour et al., 2009). Les Miel M3, M4,
M35 contiennent un taux d’humidité inférieur a celui du Manuka qui se fermente plus rapidement

alors que ces échantillons se conservent mieux.
2.2. pH des échantillons de miel

Les résultats de la mesure du pH des échantillons de miel dont regroupé sur la figure 35. Les
valeurs de pH des échantillons analysés sont comprises entre 3,78 et 4,89, dont M1, M2, M3 et
Manuka sont des miels de fleurs selon les normes avec un pH compris entre 3,5 et 4,5
(Bogdanov et al., 2008; AOAC, 1990). En méme temps, les miels M4 et M5 sont des miels de
miellat, avec un pH compris entre 4,5 et 5,5 (Gonnet et al., 1986).
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Figure 35 : Les valeurs du pH des différents échantillons de miels.

La provenance florale et la zone géographique de récolte influencent fortement les valeurs de
pH (Sousa et al., 2016). Ce dernier influence la stabilité, la durée de conservation et méme la

texture du miel.
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Selon Bogdanov (2008), I'acidité élevée permet au miel de résister aux altérations bactériennes

et lui confere un potentiel antibactérien. Tous les échantillons avaient des valeurs de pH acides.

Les résultats retrouvés sont en corrélation avec les mesures de pH rapportées par plusieurs
auteurs (Zerrouk et al., 2018; Zerrouk et al., 2011; Haouam et al., 2016; Rebiai et Lanez, 2015;
Haderbache et al., 2013). La variation entre les résultats en pH est influencée par la saison de

collecte et I'année selon la localité de collecte au sein d'un méme état.
2.3. Mesure de la conductivité électrique

Les résultats de la mesure de la conductivité sont portés sur la figure 36. Tous les échantillons
de miel possédent une valeur de conductivité supérieure a 179. Le miel M2 qui provient de la

région d’Annaba possede la valeur de conductivité électrique la plus élevée.
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Figure 36 : La conductivité électrique des différents échantillons de miels.

La conductivité électrique (CE) est un critere de distinction entre le miel de fleurs et le miel de
miellat. La CE est un indicateur utile de I'origine botanique. Elle joue un réle important dans
I'authentification du miel monofloral et dans I'évaluation des caractéristiques physiques du miel
(Serrano et al., 2004; Mateo et Bosch-Reig, 1998).
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Selon Persano et al (1995) la valeur de la conductivité électrique (CE) est négativement corrélée
avec la quantité de pollen de la plante qui affecte les propriétés physico-chimiques et

sensorielles selon l'origine botanique (Oddo et al., 1995).

Inférieure a 0,8 (ms / cm) pour les miels de fleurs et les miels de miellat de sorbier tandis que
supérieure a 0,8 (ms / cm) pour les miels de miellat et de chataignier (Benaziza-Bouchema et
Schweitzer, 2010; Ouchemoukh et al., 2007).Toutes les valeurs de CE étaient inférieures a 0,8

(mS/cm) (Figure 36) dans les limites des parameétres prescrits.

Les valeurs de conductivité électrique des échantillons étudiés sont en accord avec les résultats
préalablement rapportés par plusieurs auteurs (Zerrouk et al., 2018; Haouam et al., 2016; Rebiai
et al., 2015; Haderbache et al., 2013; Ouchemoukh et al., 2007).

2.4. Mesure de I’intensité de couleur

Les résultats de la détermination de I’intensité de couleur sont représentés sur la figure 37.
Ces résultats montrent que le miel M5 qui provient de la région d’ElBaydh est plus foncé que
les autres échantillons de miel.
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Figure 37 : La coloration des différents échantillons de miels.
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Selon les normes de couleur de I'USDA, le miel est classé par couleur et généralement
commercialisé sur la base de I'échelle de couleur Pfund (United States Standards for Grades of
Extracted Honey, 1985). Le miel est de couleur ambré clair si sa valeur de Pfund en mm est
supérieur a 51 et inférieur a 85, ambré si sa valeur est supérieur a 86 et inférieur a 114 (Tesfaye
et al., 2016). La couleur intense du miel est souvent le reflet de sa richesse en substances
bioactives. Plus le miel est de couleur intense, plus il est probable que le miel contienne des
composés bénéfiques tels que des antioxydants, des enzymes et des polyphénols. Cette intensité
de couleur est généralement associee a la diversité florale de la région ou les abeilles ont butine.
Les miels plus foncés, sont souvent vantés pour leurs propriétés thérapeutiques. Ainsi,
I'observation de l'intensité de couleur du miel peut offrir des indices sur sa concentration en
substances bioactives, contribuant ainsi a eévaluer son potentiel pour la santé (Zerrouk et al.,
2018; Haderbache et al., 2013; Ouchemoukh et al., 2007). La couleur des échantillons de miels
sont comparables aux résultats rapportés par Rebiai et Lanez (2015) et Zerrouk et al (2011).
Cette différence d'intensité de couleur est due a la période de conservation, ou le miel devient

plus foncé avec le temps.
2.5. Mesure du 5-hydroxymeéthylfurfuraldéhyde (HMF)

Les résultats de la mesure de I’'HMF sont portés sur la figure 38. Les résultats obtenus ont
montré que tous les échantillons de miel algériens ont une teneur en HMF bien inférieures au
maximum autorisé par les législations internationales et les rapports des miels algériens, qui
varient entre 3,10 et 14,40 mg/kg. Le miel de Manuka a un HMF de 45,8 mg/kg, une valeur qui

est tres élevée et dépasse la limite fixée par I’Union européen.
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Figure 38 : Le contenu d’Hydroxymethylofurfural (HMF) des échantillons de miels.

La mesure de ’'HMF est crucial pour évaluer la qualité d emiel (Khalil et al., 2012). L’HMF
dans le miel nouvellement collecté est généralement absent. Cependant, pendant le stockage,
I'emballage ou I'exposition a la chaleur, son niveau augmente. Les sucres du miel (hexoses) sont
transformés en hydroxyméthylfurfural par un mécanisme de déshydratation catalysé par un
acide (Zappala et al., 2005). De nombreux facteurs font que le miel est trés sensible a I'influence
de la chaleur. De nombreux facteurs rendent tres difficile la standardisation de la composition

du miel et lI'attribution d'attributs de qualité spécifiques.

Les valaurs d’HMF des échantillons M2, M3, M4 étaient meilleurs car celles-ci étaient
inférieurs aux résultats des miels publiés par Zerrouk et al. (2018), Makhloufi et al (2010) et
Benaziza-Bouchema et Schweitzer (2010). Alors, les valeurs d’HMF du miel de M1 sont

similaires a celles de Benaziza-Bouchema et Schweitzer (2010).

Selon la directive 110/2001 de I'Union européenne, la limite maximale d’HMF du miel est de
40 mg/kg (EU, 2002). Alors que le Codex Alimentarius a spécifié la valeur de 80mg/kg apres
conditionnement et 60mg/kg lorsque le miel est fraichement récolté et mis en bouteille ( Codex
Alimentarius, 2001). Les valeurs HMF différent selon la période de conservation ce qui entraine
son augmentation au fil du temps. Nos résultats prouvent que nos miels n'ont été exposés a

aucun traitement thermique pendant leur collecte et leur conservation.
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3.Résultats du profil glucidique

Les résultats de la détermination du profil glucidique sont porté sur les figures 39-41 et 42.
L'analyse des glucides joue un role majeur dans les enquétes alimentaires sur la composition,
la falsification, I'estimation des valeurs nutritionnelles, I'identification, les études de contrdle de

I'origine, etc.(Geana et al., 2020; Corradini et al., 2012).

Le profil des sucres varie d'un échantillon de miel a l'autre, en fonction du type de fleur, du
climat et de la région géographique (Mateo et Bosch-Reig, 1998). Les sucres tels que le
fructose, le glucose, monosaccharides le saccharose, ’isomaltose, le maltose, le turanose,
disaccharides ont été identifiés et quantifiés par chromatographie ionique dans les échantillons

de miel testés.
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Figure 39 : Profils chromatographiques HPAE-PAD des sucres dans les échantillons de miel (M1, M2).
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Figure 40: Profils chromatographiques HPAE-PAD des sucres dans les échantillons de miel (M3, M4)

102



S Y B222048 ECO
= 7007 - APoE* mv
== lg 4
] s =
M5 2 Manuka .
S @ =
. [l 600 o
< = i S=
o =1
N | S
] 500 -8
7 i o
400+
3004
= =g
oD .
g
~i0
=i -
. s = -
83 = 200 HET o
=T £ =] 1 = = o )
£5 2 = St = =
3 : =
=y DOC = b xd ar -— L]
B S = . % = & -
ol E % 1004 % = g 3
] o = i =i 6 £ =
g &y = : o
A e B-J_._a—‘—n— \‘— o e P . Lt e
= i i min
T T T T T T T MmNl -100; T T i i T T i .
3,0 5.0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,1 0.0 5.0 10.0 15.0 20,0 25,0 30,0 350 40,0

Figure 41: Profils chromatographiques HPAEC-PAD des sucres dans I’échantillons de miel M5 et miel de Manuka

103



H Fructose M Glucose

Résultats et discussion

W Sucrose M [somaltose ™ Maltose B Turanose

50.00 2.50
45.00
40.00 2.00
35.00
30.00 1.50
25.00
20.00
1.00
15.00
10.00
5 00 0.50
0.00
Miel 1 Miel 2 Miel 3 Miel 4 Miel 5 Manuka 0.00
Miel 1 Miel 2 Miel 3 Miel 4 Miel 5 Manuka
Le ratio fructose/glucose La somme fructose+glucose
1.60
78.00
1.40 76.00
74.00
1.20 72.00
1.00 70.00
68.00
0.80 66.00
0.60 64.00
62.00
0.40 60.00
0.20 58.00 I
56.00
0.00 Miel 1 Miel 2 Miel 3 Miel 4 Miel 5  Manuka
Miel 1 Miel 2 Miel 3 Miel 4 Miel 5 Manuka

Figure 42 : Résultats du profil glucidique des échantillons de miel identifié par HPLC (HPAEC-PAD).
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Le fructose est quantitativement le principal sucre du miel. Cependant, sa teneur est plus élevée
dans certains types de miel que dans d'autres, et elle dépend de la source botanique, précisément
de sa richesse en fructose dans le nectar. Ce sucre majeur est quantitativement trés important
dans le miel suivi par le glucose, le turanose, lI'isomaltose, le maltose et enfin le saccharose.
Selon White (1962), la teneur en fructose du miel varie entre 27,25 % et 44,26 %, avec une
moyenne de 28,19 % (White, 1962). Les résultats de la teneur en fructose des échantillons
étudiés varient de 33 a 43,97% avec une moyenne de 41,2% sont proches de la fourchette de
valeurs de White, 1962.

Les valeurs de glucose varient entre 29,60% et 32,20% avec une moyenne de 30,73%. Les
teneurs en glucose des échantillons étudiés sont semblables a ceux rapportés par Haouam et al.,
2016, Benaziza-Bouchema et Schweitzer (2010) mais d’autres auteurs ont trouvé des valeurs
différentes Zerrouk et al (2018) Haderbache et al (2013) et Ouchemoukh et al (2010) Il est clair
que la teneur en fructose est plus élevée dans certains miels que dans d'autres, cela dépend de

la source botanique et plus précisément de la richesse en fructose de son nectar.

La qualité des échantillons de miel est confirmée par le fait que la teneur en glucose est
inférieure a celle du fructose dans tous les échantillons algériens, ce qui prouve également que
les abeilles algériennes sont nourries naturellement. De plus, les résultats retrouvés
correspondent a ceux précédemment rapportés par plusieurs auteurs (Balo$ et al., 2020;
Haouam et al., 2016; Haderbache et al., 2013).

Selon la norme internationale du Codex pour le miel, la teneur en saccharose ne doit pas
dépasser 5 % (Codex Alimentarius, 2001). Cette recherche a montré une trés faible teneur en
saccharose, entre moin de 0,1% jusqu’a 1,5%. La plus faible teneur en saccharose a été détectée
dans le miel M4 et la plus élevée par le Manuka. La teneur en saccharose est réduite par I'action
de l'enzyme invertase, ce qui se produit lorsque le miel est en phase de maturation dans les
rayons des cellules, alors que sa recolte avant la maturation conduit a des niveaux élevés de

saccharose (Belay et al., 2017 ; Bogdanov et al., 1996).

Selon Molan, la composition de la sécrétion végetale affecte la proportion (F/G)(Molan, 1996).
Les résultats varient entre 1,1% et 1,46 % , si ce rapport dépasse 1,5% le miel se présente sous
une forme liquide. Cette proportion correspond a celles trouvées par plusieurs auteurs (Zerrouk
et al., 2018; Haouam et al., 2016; Draiaia et al., 2015).

Outre le rapport F/G, la somme F+G joue un rdle important dans la qualité du miel, il s'agit de

Iindice de réduction des sucres, qui est un indicateur de la qualité du miel. Par ailleurs, la
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somme du fructose (F) et du glucose (G) correspondant au taux du sucre réducteur est trés
important pour évaluer la qualité du miel. Le miel M3 représente la valeur la plus élevee de
sucres réducteurs (75,2%), tandis que le miel de Manuka a montré les valeurs les plus faibles
(62,9%). Selon la norme du codex pour le miel, la valeur minimale est fixée a 60% au moins
(figure 42).

Les valeurs de fructose et de glucose dans tous les échantillons de miel sont dominantes, et
aucune valeur maximale n'a été fixée pour ces deux sucres ; inversement, la valeur minimale
totale est fixée a 60 g/100 g au moins (White et Doner 1980; Codex Alimentarius, 2001). Tous
les échantillons ont fourni des valeurs en sucres réducteurs qui correspondent aux valeurs

acceptees par le Codex Alimentation (figure 42).

Parmi les disaccharides, le saccharose est un facteur crucial dans la détection de la qualité du
miel. Selon les réglementations internationales, la teneur en saccharose ne doit pas dépasser
5 /100 g (Codex Alimentations, 2001 ). La teneur en saccharose dans tous les échantillons est
bien en dessous de cette valeur limite.Les résultats des échantillons étaient proche a celle de
plusieurs auteurs (Haouam et al., 2016; Haderbache et al., 2013; Benaziza-Bouchema et
Schweitzer, 2010; Ouchemoukh et al., 2010). La teneur en saccharose est réduite par I'action
de I'enzyme invertase, ce qui se produit lorsque le miel est en phase de maturation dans les
alvéoles, tandis que sa récolte avant maturation conduit a des niveaux élevés de saccharose
(Belay et al., 2017; Bogdanov, 1997).

Le turanose est le principal disaccharide présent dans tous les échantillons. Sa teneur varie de
0,90% a 2 %. Les teneurs en turanose sont similaires a celles publiés auparavant par
Ouchemoukh et al (2010) Haouam et al (2016), certaines valeurs sont inférieures a celles

rapportées par Zerrouk et al (2018).

La quantification du maltose a donné des résultats bien inférieurs aux rapports des miels de
Haouam et al (2016) et Ouchemoukh et al (2010). Le miel M3 contient moins de maltose que
les miels étudiés par Zerrouk et al.(2018) et Ouchemoukh et al. (2010) ; d'autre part, le miel
d'Ouchemoukh et al. (2010) a révélé un niveau de maltose plus élevé que notre teneur en

turanose.

Les rapports sur la concentration d'isomaltose dans le miel algérien sont rares, Ouchemoukh et
al. (2010) ont quantifié ce sucre dans divers échantillons, dans le miel de M1 nous avons trouvé

des résultats tres similaires, cependant dans chacun des miels de M2, M4 et M5 une
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concentration plus élevée de turanose a eté trouvée par rapport a la découverte d'Ouchemoukh
et al (2010).
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4. Résultats de I’étude palynologique
Les resultats de la détermination de la composition en miel sont regroupés sur le tableau 08.

Tableau 08 : Les types de pollen présent dans les miels testés (%) (palynologie qualitative)

Echantillon Pollens % Pollens %  Pollen %  Pollen trés minoritaire Pollens anémophiles ou %
dominants d’accompagnements Minoritaires (<3%) de plantes réputées non
(>45%) (>16 % and < 45 %) (>3%et<16 nectariféres
%) (% en pollens totaux)
M1 Hedysarum 49 Brassica napus 25  Lotus sp 4 Stachys type, buxus sempervirens, ranunculaceae, brassicaceae, Cistus sp 18
coronarium prunus dulcis, genista type, eucalyptus sp,

medicago sativa, fabaceae, rosmarinus officinalis, asphodelus sp,

asteraceae, myrthaceae, carduus type, forms avortees.

M2 0 / Rhamnaceae 29  Helianthus sp, 11  Carduus type, hedera helix, convolvulaceae, chrozophora Olea europaus 13
Apiacea 18 myrthacea, 7 tinctoria, prunus/pyrus, erica arborea, asteraceae liguliflore, cistus sp poaceae 11
brassicaceae, 4 tifolium sp, solidago type, 4
ceratonia 4
siliqua, 4
genista type
M3 Ziziphus sp 51 Brassica sp 33  Ericaarborea 4 Xanthium sp, asteraceae liguliflore, apiaceae, trifolium sp, Cistus sp 3
carduus type 3 prunus/pyrus, arctium type
lotus sp 3
M4 Apiaceae type 91 0 / Brassica sp 4 Erica arborea, rubus type, prunus/pyrus, formes avortees 0 /
coriandrum
M5 Apiaceae 47 Ziziphus sp 40 0 / Trifolium sp, arctium type, Trigonella sp, rubus sp, brassica sp, Olea europaeus 5
asteraceae, dipsacaceae, centaurea sp, fabaceae, Cistus sp /
Manuka Leptospermum 94 0 Trifolium sp 5 Knightia excelsa, lamiaceae, eucalyptus sp, asteraceae liguiflore,  Plantago sp
scoparium apiaceae, mentha sp, brassicaceae, carduus type, prunus/ pyrus poaceae
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Figure 43-a : Photographies en microscopie optique de quelques grains de pollen observés dans des échantillons de miel (X1000). 1 : Ziziphus sp, 2 :

Brassica napus, 3 : Lotus sp, 4 : Hedysarum coronarium, 5 : Type Carduus, 6 : Cistus sp, 7 : Erica arborea, 8 : Type Apiaceae Coriandrum
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Figure 43-b : Photographies en microscopie optique de quelques grains de pollen observés dans des échantillons de miel (X1000). 9 : Apiaceae, 10 :

Asphodelus sp, 11 : Asteracea liguliflore, 12 : Buxus sempervirens, 13 : Ceratonia siliqua, 14 : Chrozophora tinctoria, 15 : Hedera helix, 16 : Helianthus sp.
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Figure 43-c : Photographies en microscopie optique de quelques grains de pollen observés dans des échantillons de miel (X1000). 17: Medicago

sativa, 18 : Olea europzus,19 : Poacee 20 : Prunus dulcis, 21 : Rosmarinus officinalis, 22 : Trifolium sp, 23 : Trigonella sp, 24 : Xanthium sp.
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Figure 44: Observation microscopique des pollens du Miel de Manuka (X100)
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L'analyse du miel M1 montre que le pollen dominant est Hedysarum coronarium (49 %). Ce résultat

est en accord avec ceux obtenus par Ouchemoukh et al. (2007) (tableau 08).

L'analyse du miel M5 et M4 montre que le pollen dominant est celui de la famille des Apiaceae (47 %)
et (type Coriandrum) (91 %) respectivement. Ce résultat est en accord avec les résultats obtenus par
Zerrouk et al. (2017).

Le pollen d'Apiaceae (18%) accompagne le pollen de Rhamnaceae a 29% dans le miel M2. Cet
échantillon ne contient pas de pollens dominants, mais la famille des Apiaceae est détectée comme
pollen d'accompagnement. L'échantillon M4 ne contient pas de pollens secondaires. Quelques pollens
isolés existent dans tous les échantillons de miel. Les différents types de pollens de la famille des
Brassicaceae enregistrent un pourcentage de 25 % et 33 % en tant que pollen d'accompagnement dans
les échantillons M1 et M3, respectivement ; ils étaient des pollens mineurs avec un pourcentage de 4
% dans les échantillons M2 et M4. Une grande variété de pollens mineurs caractérise les échantillons
de miel M2 et M3 ; Helianthus sp 11%, Myrtaceae 7% et 4% pour Ceratonia siliqua, et type genista
pour le miel M2, tandis que le miel M3 a Erica arborea 4%, type Carduus 3%, lotus sp 3%. Lotus sp
est également présent en tant que pollen mineur avec le méme pourcentage (3%) dans I'échantillon M1,

tandis que M5 ne contient pas de pollens mineurs (figures 43).

Les pollens d'arbres fruitiers (Prunus/Pyrus) existent dans un trés faible pourcentage dans tous les
échantillons de miel, a I'exception du miel M5 d'El bayadh (zone saharienne). Ces arbres existent a

I'état sauvage ou sont cultivés pour leurs fruits ou leur valeur ornementale.

Les pollens anémophiles ou pollens de plantes sont considérés comme non-nectariféres. Ils sont
présents dans tous les échantillons de miel sauf le M4. Les pollens les plus détectés sont les pollens de
Cistus sp, puis d'Olea Europaea (M3, M5). Makhloufi et al. (2007) ont trouvé la présence de ces genres
dans le miel algérien. Cependant, le pollen de la famille des Poaceae a été détecté uniquement dans
I'échantillon M3.

L'analyse du miel de Manuka montre que le pollen dominant est celui de I’espéce Leptospermum

scoparium (94%) et le pollen minoritaire de I’espéce Trifolium sp (5%) (figure 44).

Dans ce travail, la méthode mélissopalynologique a confirmé l'identité des sources de miel. Deux
échantillons de miel peuvent étre classés comme monofloraux (M1 : Hedysarum coronarium, M3 :
Ziziphus sp), tandis que les trois autres sont des miels multifloraux (M2, M4, M5) et confirmer
également que le Miel de Manuka est Monoflorale et provient reellement de 1’espéce Leptospermum

scoparium ce qui est en accord avec la bibliographie (Moar, 1985).
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5- Evaluation de I'activité GOx

Les résultats de I'activité glucose oxydase sont porté sur la figure 45.
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Figure 45 : Histogramme illustrant la répartition des niveaux de glucose oxydase releves dans les
échantillons de miel analysés et celui du Manuka.
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Les données fournies montrent les niveaux de glucose oxydase dans différents types de miel. Cette
enzyme a des propriétés antibactériennes et antioxydantes, ce qui en fait un composant important du
miel. En analysant les résultats, on peut noter les variations significatives des niveaux de glucose

oxydase entre les différents échantillons de miel :

Dans le miel 1, une quantité relativement élevée de glucose oxydase (9.5) est présente, ce qui suggere
une activité enzymatique considérée comme supérieure. En revanche, le miel 2 affiche un niveau
modéré de glucose oxydase (5), ce qui traduit une activité enzymatique moins intense en comparaison

avec le miel 1 (figure 45).

En poursuivant I'analyse, le miel 3 se distingue avec un niveau élevé de glucose oxydase (29), indiquant
une activité enzymatique considérablement plus élevée que celle observée dans les deux premiers
miels. Le miel 4, quant a lui, présente un niveau encore plus élevé de glucose oxydase (46), témoignant
d'une activité enzymatique particulierement prononcée. Des constatations similaires sont faites pour le
miel 5, qui révele également un niveau élevé de glucose oxydase (43), suggérant ainsi une activité

enzymatique marquée.

En contraste, le miel Manuka affiche une quantité relativement basse de glucose oxydase (4), ce qui

suggere une activité enzymatique moins marquée que dans les autres miels évalués. Ces variations
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significatives dans les niveaux de glucose oxydase reflétent les différences d'activité enzymatique

potentielle dans les différents types de miel.

Ces variations dans les niveaux de glucose oxydase peuvent étre influencées par plusieurs facteurs, tels
que la source florale du miel, les conditions environnementales, les méthodes de récolte et de traitement

du miel, ainsi que le type de miel.
6. Profil d’ Antibiorésistance

6.1. Résistance des souches de S.aureus aux antibiotiques

Les résultats de I’antibiogramme des 26 souches de S.aureus en utilisant la méthode de diffusion sur
milieu gélosé, ont révélé des niveaux de résistances tres €levés aux différentes familles d’antibiotique

testées, particulierement aux B-lactamines et aux aminosides (Figure 46-48).

Au milieu du vingtieme siecle, l'introduction des antibiotiques a révolutionné le traitement des
infections bactériennes, y compris celles causées par S. aureus. Des antibiotiques tels que la pénicilline
et la méthicilline ont été largement utilisés avec succes pour traiter les infections a S. aureus. Dans les
années 1940, peu apres l'introduction de la pénicilline, des souches de S. aureus résistantes a cet
antibiotique ont commencé a apparaitre. La résistance a la pénicilline est principalement due a la
production d'une enzyme, la bétalactamase (Pénicillinase), qui dégrade l'antibiotique et le rend
inefficace (Amenu, 2014).

Toutes les souches de cette étude sont résistantes a la pénicilline, on note aussi des niveaux de
résistances tres élevés vis-a-vis des autres B-lactamines avec un taux de 76% vis-a-vis de I’oxacilline
et 68% vis-a-vis de la céfoxitine.

Les souches ont montré une résistance trés importante pour les aminosides, traduisant un taux de

résistance de 89 % pour la kanamycine et la gentamycine suivi par un taux de 73. % pour I’amikacine.
6.2. Détection de S.aureus méthicillino-résistant

Au début des années 1960, des souches de S. aureus résistantes a la méthicilline (SARM) sont apparues,
posant un défi majeur au traitement des infections a S.aureus.Le SARM se caractérise par la
production de la protéine PBP2a, qui a une faible affinité pour les antibiotiques béta-lactamines, y

compris la méthicilline (Harkins et al., 2017).

La recherche phénotypique des souches SARM par la méthode de diffusion du disque d’oxacilline

(1pg) a montré que parmi les souches de S.aureus sélectionnées, 42% des souches ont présenté des
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zones d’inhibitions autour du disque d’oxacilline inférieur a 10 mm, ce qui indique leur résistantes a la

méthicilline.
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Figure 46 : Profil de résistance des souches S.aureus aux antibiotiques cliniques.

Figure 47 : Activité des antibiotiques sur les souches de Staphylococcus.aureus
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Figure 48 : Antibiogramme des souches de S.aureus ; a : S.aureus n°3; b : S.aureusn® 4 ;

c: S.aureus n°5 ; d: S.aureus n°7 ; e : S.aureus n°8 ; f : S.aureus n°11
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La dissémination de la résistance : La résistance aux antibiotiques de S. aureus, en particulier du
SARM, s'est rapidement répandue dans les hdpitaux et les établissements de soins de santé du monde
entier. Cette propagation a été facilitée par des facteurs tels que la transmission nosocomiale,
I'utilisation excessive ou inappropriée d'antibiotiques et la capacité de S. aureus a développer et a

transférer des genes de résistance (Rahmani et Meradi, 2023).

On note une résistance assez élevée vis-a-vis de la pristinamycine (43%) vis-a-vis de I’érythromycine
(31%) et un taux de 21% pour la lincomycine. La résistance a la tétracycline a été remarquée chez 68%
des souches.

Des souches de S. aureus resistantes a la vancomycine (VRSA) ont également été identifiées. Cette
résistance est souvent associée a l'acquisition de genes de résistance provenant d'autres especes
bactériennes, telles que Enterococcus faecalis ou Enterococcus faecium, qui sont résistantes a la
vancomycine (Adoui et Lahouel, 2019).15% des souches isoilées ont montré une résistance vis-a-vis
de la vancomycine.

La résistance a 1’ofloxacine et a la fosfomycine était également importante avec un taux égal a 58%.
De méme la rifampicine et le chloramphénicol, elles ont présenté respectivement des pourcentages de
résistance de 21% et 26%.

L'émergence de nouveaux antibiotiques : En réponse a la résistance de S. aureus aux antibiotiques
existants, de nouveaux antibiotiques ont été développés, tels que le linézolide, la daptomycine et la
ceftaroline. Toutefois, au fil du temps, des cas de résistance de S. aureus a ces nouveaux antibiotiques
ont également été signalés (COTE, 2019).

L'évolution de la résistance de S. aureus aux antibiotiques cliniques souligne la nécessité d'une
utilisation prudente des antibiotiques, des mesures de contrdle des infections, des stratégies de
prévention et du développement continu de nouveaux agents antimicrobiens pour lutter contre cette

bactérie pathogene.
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6.3 Résistance des souches Gram négative aux antibiotiques
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Figure 49 : Profil de résistance des souches d’E.coli aux antibiotiques cliniques

La résistance des Escherichia coli (E.coli) aux antibiotiques est un probleme de santé publique
important et complexe. Les bactéries E. coli sont normalement présentes dans le tractus intestinal des
humains mais certaines souches peuvent causer des infections, notamment des infections urinaires, des
infections gastro-intestinales et des infections généralisées potentiellement mortelles (Vaillancourt,
2015).

Les résultats de la sensibilit¢ aux antibiotiques des 26 souches d’E.coli sont illustrés dans
I’histogramme (Figure 49).

La résistance aux antibiotiques chez E. coli et d'autres bactéries peut étre due a différents mécanismes.
L'un des mécanismes courants est I'acquisition de génes de résistance par transfert horizontal, ou les
bactéries peuvent échanger des morceaux d’ADN contenant des génes de résistance avec d'autres
bactéries. Ces génes de résistance peuvent coder pour des enzymes capables de dégrader les
antibiotiques, de modifier la cible de I'antibiotique ou de pomper l'antibiotique hors de la cellule
bactérienne (Colomer-Lluch et al., 2011).

Durant cette étude, les E.coli ont montré un taux de résistance tres élevé vis-a-vis les 7 p-lactamines
testées.
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- La résistance a I’amoxicilline, ’amoxicilline associée a ’acide clavulanique et la ticarcilline a été
observée chez 100% des souches.

- La ceftazidime et la céfoxitine ont présenté respectivement des taux de résistance de 84% et 53%.
Bien que les souches, ont montré une résistance assez élevée exprimant un taux de 38% pour
I’imipénéme et la céfotaxime.

Concernant les aminosides, on observe une résistance assez marquée pour la gentamicine de 38%, en
revanche toutes les souches (100%) étaient sensibles a L’amikacine.

En analysant les profils de résistance aux antibiotiques des 12 souches étudiées, on note une résistance
de 58% vis-a-vis I’acide nalidixique et un taux de résistance le plus faible a été observé pour la
ciprofloxacine (15%).

Pour les autres antibiotiques testés, la fosfomycine s’est montré le plus efficace avec un taux de
sensibilité de 100%, suivie du Co-trimoxazole (46%). Concernant la colistine, une activité a été

maintenue sur 7% des souches.
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Figure 50 : Profil de résistance des souches P.aeruginosa aux antibiotiques cliniques

P. aeruginosa est une bacterie Gram negatif largement répandue dans I'environnement et qui peut
causer des infections opportunistes chez les personnes immunodéprimées, les patients hospitalisés et
les personnes atteintes de fibrose kystique (Diggle et Whiteley, 2020).

Au fil des années, P. aeruginosa a développé une résistance a de nombreux antibiotiques, y compris
aux fluoroquinolones, aux aminoglycosides et aux carbapénémes, qui sont des antibiotiques souvent

utilisés pour traiter les infections graves. La résistance de P. aeruginosa aux antibiotiques est un
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probléme sérieux, car cette bactérie posséde une capacité intrinseque a résister a de nombreux
médicaments. En outre, elle a une grande aptitude a développer de nouvelles résistances par
I'acquisition de geénes de résistance. Cette résistance est souvent liée a l'utilisation répétée de ces
antibiotiques dans les hopitaux, ou P. aeruginosa peut acquérir de nouveaux genes de resistance par

transfert horizontal (Reygaert, 2018).

Les résultats du test de sensibilité des souches de Pseudomonas aeruginosa aux 11 antibiotiques choisis
sont présentés dans la figure 50.

La totalité des souches sélectionnées ont montre une résistance a la pipéracilline et la céftazidime.

Un taux de résistance tres élevé (80%) a été observé vis-a-vis 1’aztréonam et la ticarcilline et un
pourcentage de 40% vis-a-vis de I’imipéneme.

Les aminosides, La tobramycine s’est montré le plus efficace avec un taux de sensibilité
de 80%, suivie de la gentamicine et I’amikacine (60%).

La résistance a la ciprofloxacine a été observée chez 20% des souches testées. Une résistance assez
remarquée vis-a-vis la colistine avec un taux de 20%. En revanche, aucune souche n’a été résistante a
la fosfomycine.

La résistance de P. aeruginosa est multifactorielle. Parmi les mécanismes de résistance courants, on
trouve la production d'enzymes appelées bétalactamases qui dégradent les antibiotiques de la classe
des bétalactamines, tels que les pénicillines et les céphalosporines. P. aeruginosa peut également
développer une résistance par modification de la cible de I'antibiotique, par altération des porines (les
canaux qui permettent I'entrée des antibiotiques dans la cellule bactérienne) ou par activation de

systemes d'efflux qui pompent les antibiotiques hors de la cellule (Mancuso et al., 2021).

La résistance aux antibiotiques est devenue un probléme mondial majeur, rendant certaines infections
difficiles, voire impossibles a traiter. Les infections a E. coli, P. aeruginosa et S.aureus résistantes
aux antibiotiques peuvent entrainer une augmentation de la morbidité et de la mortalité, des séjours
hospitaliers prolongés, des colts de soins de santé plus élevés et une diminution de I'efficacité des

traitements médicaux (Sanders et al., 2011).

Pour faire face a ce probleme, il est essentiel de promouvoir I'utilisation rationnelle des antibiotiques
en limitant leur utilisation inappropriée et excessive. De plus, la recherche continue dans le
développement de nouveaux antibiotiques efficaces contre P. aeruginosa et I'amélioration des
stratégies de prévention des infections sont nécessaires pour lutter contre la résistance aux antibiotiques

de cette bactérie pathogéne (Mangin, 2016).
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7.Resultats de ’activité antibactérienne du miel :

Les résultats des diametres d'inhibition des échantillons de miel, la concentration minimale inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB) ont été

déterminées contre les souches cliniques : E.coli, S.aureus et P.aerugenosa. Les résultats sont présentés dans les figures (51-55).

Tableau 09 : Résultats des analyses statistiques de 1’activité antibactériennes des échantillons de miels vis-a-vis des souches pathogenes (E.coli,

Souche Paramétre
bactérienne
E.coli
Dl
CMI
CMB
Ratio
P.aeruginosa
Dl
CMI
CMB
Ratio
S.aureus
Dl
CMI
CMB

Ratio

Les moyennes suivies des mémes lettres dans chaque colonne ne sont pas significativement différentes (test de comparaison par paire de Kruskal-Wallis), P<0,05 ajusté par la correction de Bonferroni pour les tests
multiples) DI: diamétre d’inhibition ; Ratio : CMB/CMI

Miel 1

14.26 +0.57*

0.38 £ 0.05°

0.60 + 0.05°

157 +0.12*

15.25 +1.51*

0.12 £ 0.03*

0.17 £0.04¢

1.41+0.13*

21.34 +1.532

0.27 £0.05°

0.43 £ 0.06°

1.59 £0.11%

Miel 2

15.73 £ 0.53?
0.45 + 0.06°
0.70 £ 0.03*

1.55+0.22%®

15.92 £ 0.97°
0.16 £ 0.03*
0.39 + 0.05*

2.43+0.26°

19.35 + 1.34%
0.13 £0.02*
0.37 £0.05%

2.48 +0.16®

P.aerugenosa, S.aureus)

Moyenne + SE

Miel 3

14.15 + 0.58?
0.42 +0.06%
0.71 £ 0.03®

1.69 +0.14%®

16.25 + 1.50°
0.26 + 0.04°
0.41 +0.05"

1.57 +0.12*

20.63 +1.70°
0.20 £ 0.05%
0.27 £ 0.05%

1.35 £ 0.05°

Miel 4

13.88 +£0.48%
0.20 £ 0.03*
0.49 £ 0.03°

2.45 +0.23*

17.73 £1.23%
0.22 + 0.04°
0.16 + 0.03*

0.72 £ 0.06°

21.69 +1.64°
0.17 £0.02*
0.25 £ 0.03*

1.47 £0.08%

Miel 5

15.90 + 0.50*
0.16 +0.03°
0.68 + 0.04°

4.25 +0.22%

18.67 £ 1.41°
0.11 +0.03*
0.17 +£0.04%

1.54 +0.14%

24.51 +£1.69°
0.22 +0.04*
0.45 + 0.06%

2.04+0.07%

Manuka

14.34 + 0.40*
0.83 £0.04
0.40 + 0.06™

0.48 +0.02%®

20.09 +1.59*
0.77 £ 0.04
0.42 +0.06®

0.54 +0.02°

22.38+1.73°
0.64 +0.05
0.19 £ 0.04%

0.29 +0.19°
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Tous les échantillons de miel ont présenté un bon effet antibactérien contre les bactéries pathogénes
(Figure 51-54, Tableau 09). Cependant, S. aureus est plus sensible que les bactéries Gram-négatives.
En effet, les bactéries Gram-négatives possedent une enveloppe qui comprend la membrane externe et
la membrane cytoplasmique ; la perméabilité de ces deux structures joue un réle important dans la
sensibilité des bactéries. Elle peut moduler la diffusion des substances antibactériennes, et réguler leur
expulsion. Les porines de la membrane externe et les pompes d'efflux qui forment des complexes intra-
et intermembranaires sont les principaux facteurs impliqués dans les mécanismes médicamenteux
(Pages et Garnotel, 2003). L'analyse statistique a montré qu'il n'y a pas de différences significatives
entre les échantillons de miel. De nombreuses études ont également montré précédemment qu'il n'y a
pas de différence significative entre les miels malaisiens (Zainol et al., 2013), les miels d'Australie
occidentale (Roshan et al., 2017) et les miels algériens (Bouacha et al., 2018, 2022a). Cependant,
d'autres études ont montré gu'il existe des différences significatives entre l'effet antibactérien des
échantillons de miel provenant de différentes flores et de différentes régions (Sherlock et al., 2010 ;
Alzahrani et al., 2012 ; Abbas, 2014 ; Moghadam et Khaledi, 2021). En effet, la similitude ou la
divergence des résultats de l'activité antibactérienne de différents échantillons de miel peut étre
influencée par plusieurs facteurs, dont certains sont liés a I'abeille comme I'espéce d'abeille, sa région
géographique, et les espéces de plantes butinées. D'autres sont liés au miel, comme les conditions de
récolte, les conditions de stockage et la teneur en composés actifs, notamment la teneur totale en
polyphénols et en flavonoides. Ces éléments dépendent fortement de l'origine géographique et
botanique des échantillons de miel. La variation des conditions expérimentales et des tests d'évaluation
utilisés pour évaluer I'effet antibactérien, ainsi que le niveau de susceptibilité des souches bactériennes,

peuvent également conduire a des différences dans les résultats de I'effet antibactérien des miels.
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Figure 51 : (a) Activité antibactérienne (zone d'inhibition en mm) des échantillons de miel multifloral contre Escherichia.coli, évaluée par la

méthode de diffusion en puits ; (b) Moyennes de I'activité antibactérienne des échantillons de miel multifloral contre E.coli évaluée par la

méthode MIC ; (c) Moyennes de I'activité bactéricide des échantillons de miel multifloral contre E.coli évaluée par la méthode MBC ; (d)

diameétre d’inhibition de la croissance bactérienne en (mm).
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Figure 52 : (a) Activité antibactérienne (zone d'inhibition en mm) des échantillons de miel multifloral contre les souches Pseudomonas.aeruginosa

évaluée par la méthode de diffusion en puits.; (b) Moyennes de I'activité antibactérienne des échantillons de miel multifloral contre les souches de

S.aureus, évaluée par la méthode CMI; (c) Moyennes de l'activité bactéricide des échantillons de miel multifloral contre E.coli évaluée par la

méthode CMB.
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Figure 53 : (a) Activité antibactérienne (zone d'inhibition en mm) des échantillons de miel multifloral contre les souches Staphylococcus.aureus,

évaluée par la méthode de diffusion en puits.; (b) Moyennes de I'activité antibactérienne des échantillons de miel multifloral contre les souches de

S.aureus, évaluée par la méthode CMI; (c) Moyennes de l'activité bactéricide des échantillons de miel multifloral contre E.coli évaluée par la

méthode CMB.
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Figure 54 : Zone d’inhibition des échantillons de miels vis-a-vis des Souches (a : S.aureus ; b :
P.aeroginosa ; ¢ : E.coli)
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Statistiquement, les diameétres d’inhibition enregistrés ne présentent aucune variation significative

contre les E.coli, les diametres étaient entre 15.25 a 20.09 mm

Il existe une différence significative entre le miel de Manuka (M6= 0.83) et les autre echantillons de
miels testés, d’ou sa valeur de concentration minimale inhibitrice CMI est la plus élevée, ce qui signifie
que son potentiel d’inhibition bactérienne contre les souches E.coli est le plus faible. Les échantillons

Algériens sont plus efficaces sur ces souches .

Les résultats du test de CMB concentration minimale bactéricide ont permis de détecter 1’apparition
d’une différence significative entre le miel de Manuka (M6= 0.40) ayant donné la valeur la plus faible
et I’échantillon M1 (M 1= 0.60) ceci est d0i a plusieurs facteurs tels que la zone géographique de récolte,

le climat, le type de plantes et de pollen ...etc d’un échantillon a un autre.

Tous les échantillons de miel possédent une activité antibactérienne bactériostatique sur les souches
d’E.coli. L’échantillon M5 varie de 1’échantillon M1, le miel M5 a donné un rapport trés élevé ce qui
signifie qu’il exerce une activité bactériostatique plus forte que celle du miel M1, alors que ’activité

bactériostatique du miel de Manuka est similaire a celle des autres echantillons.

La taille des diametres des zones d’inhibition de la croissance des souches P.aeruginosa était entre
15.25 mm et 20.09 mm mais aucune différence significative n’a été détecté, tous les miels ont donnés

des résultats statistiquement similaire les uns des autres.

Les résultats de CMI montrent une divergence significative entre le miel de Manuka (Miel 6=0.64) et
les autres miels Algériens. On observe que la CMI du miel de Manuka est la plus élevée ceci signifie
que ce miel est le plus faible en terme d’activité antibactérienne contre les P.aeruginosa par rapport au

échantillons Algériens qui sont doté d’un potentiel plus fort.

Les valeurs de CMB varient entre 0.19 & 0.45 mais aucune différence significative entres les

échantillons de miels testés n’a été détectée.

Le miel de Manuka a donné un rapport CMB CMI de 11.23, cette valeur est la plus élevée et différe
significativement des échantillons Algériens testés. Ces derniers ont donné des valeurs plus faibles
donc un puissant potentiel bactéricide vis-a-vis des P.aeruginosa. Le miel de Manuka et le miel M2

sont d’une activité bactériostatique sur ces souches alors que le reste des miels sont bactéricides

Comme pour les souches E.coli et P.aeruginosa, on observe I’absence de différence significative entre
les valeurs des diamétres des zones d’inhibition chez les S.aureus avec un diamétre allant de 19.35 a
24.51 mm
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La CMI du miel de Manuka (M6= 0.64) varie significativement de celle enregistrée par les autres
échantillons locales.On observe que ces miels Algériens sont plus efficace et ont donné des résultats

de concentration minimale inhibitrice plus faibles que celle du manuka contre les S.aureus.

Les résultats des CMB ne présentent aucune différence significative entre les échantillons de miel téstés

contre les souche S.aureus. Les valeurs étaient entre 0.19 et 0.45.

Le rapport du miel de Manuka varie de maniére significative des autres miels, d’ou le rapport

CMBJ/CMI est le plus élevé est donc ce miel est le moin efficace contre les souches S.aureus

Le miel de Manuka et le miel M2 exercent une activité bactériostatique alors que les échantillons M1,
M3, M4, M5 sont bactéricides. Le type d’activité antibactérienne des miels téstés (bactériostatique ou

bactéricide) est le meme chez les souches de P.aeruginosa.
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8.Etude de la corrélation entre le pH et I’activité antibactérienne :

Tableau 10 : Résultats de I'étude de corrélation entre le pH et I'activité antibactérienne des échantillons de

miel contre les souches d'E. coli

Activité antibactérienne Résistante Bactériostatique  Bactéricide Totale
n % n % n % n %
Miel
Miel 1/ pH=3.78 43 154%  4b 15.4%  1ga 69.2% 26 100%
Miel 2 / pH=4.20 42 15.4% go 308% 142 53.8% 26 100%
Miel 5/ pH=4.29 58 19.2% 102 385% 112 423% 26 100%
Miel 3 / pH=4.63 32 115% 132 50.0%  10° 385% 26 100%
Miel 4 / pH=4.89 gab 23.1% 15bP 57.7% 52 19.2% 26 100%
Miel de Manuka / pH=3.80 52 19.2% g9 34.6% 12b 46.2% 26 100%
Test de Chi-Square Valeur df P valeur
x2 16.832 10 0.078
\V 0.232¢ 0.078
N 156

Note : N = 156 (n = 26 pour chaque condition). N = 156 (n = 26 pour chaque condition). Le % est a l'intérieur
du type de miel. * p <0,05, **p<0,01, ***p<0,001.x2 Valeur du test du Khi-deux. v taille de I'effet (V de

Cramer).c Une différence significative avec une taille de l'effet > la définition de Cohen de "moyen'" . Test post-

hoc Les valeurs dans la méme ligne ne partageant pas le méme indice sont significativement différentes a p<

0,05.
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Figure 55 : Résultats de la corrélation entre le pH et I’activité antibactérienne des échantillons de

miel et du miel de Manuka contre les souches d’E.coli

Les résultats montre que la valeur p du chi-carré de Pearson est supérieur a 0,05; p= 0.078; il n’existe

pas de différence significatif entre la variation du pH et ’activité antibactérienne des miels étudiés

(tableau 10, figure 55). Le changement du type de miel (valeur de pH différente) n’a aucune influence

sur son activité antibactérienne contre les souches d’E.coli.
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Tableau 11 : Résultats de I'étude de corrélation entre le pH et I'activité antibactérienne des échantillons de

miel contre les souches de P. aeruginosa.

Activité antibactérienne Résistante Bactériostatique  Bactéricide Total
n % n % n % n %
Miel
Miel 1/ pH=3.78 1@ 3.8% 62 23.1% 192 73.1% 26 100%
Miel 2 / pH=4.20 14 3.8% ga 34.6% 16 @ 61.5% 26 100%
Miel 5/ pH=4.29 02 0.0% 112 42.3% 15 @ 57.7% 26 100%
Miel 3 / pH=4.63 12 38% 118 423% 142  538% 26 100%
Miel 4 / pH=4.89 78 269% gb 308% 11b  423% 26 100%
Miel de Manuka / pH=3.80 32 115% 112 423% 128 462% 26 100%
Test de Chi-Square Valeur df P valeur
2 20.302* 10 0.027
Vv 0.255* 0.027
N 156

Note : N = 156 (n = 26 pour chaque condition). N = 156 (n = 26 pour chaque condition). Le % est a l'intérieur
du type de miel. * p <0,05, **p<0,01, ***p<0,001.x2 Valeur du test du Khi-deux. v taille de I'effet (V de
Cramer).c Une différence significative avec une taille de l'effet > la définition de Cohen de "moyen" .a,b Test
post-hoc Les valeurs dans la méme ligne ne partageant pas le méme indice sont significativement différentes a
p<0,05(Les miels ont été classé en ordre croissant selon la valeur du pH afin d effectuer [’étude des corrélations
(Miel A= miel 1 ; Miel B=miel 2 ; Miel C= miel5 ; Miel D= miel 3 ; Miel E= miel 4).

La valeur p du chi-carré de Pearson et I'effet-taille VV de Cramer est inférieure & 0,01, x2(8, N =
130) = 20,267, p< 0,01, V =0,27. Par conséquent, il existe une corrélation significative entre l'activité
antibactérienne des échantillons de miel vis a vis des souches de P.aeruginosa et le pH du miel avec
un ampleur d’effet (effect size) supérieure a la moyenne (25%) (tableau 11). Une analyse post hoc du
test z par paire avec correction de Bonferroni a révélé une différence significative entre l'activité
bactéricide et bactériostatique avec les pourcentages de résistance uniquement pour I'échantillon de
miel 4 (pH=4,89).
Pseudomonas aeruginosa est connue pour sa capacité a développer plusieurs mécanismes de résistance
aux agent antibactérien Efflux actif, Modification de la cible, Production d'enzymes dégradantes,
Modification de la perméabilit¢é membranaire, Formation de biofilms, Acquisition de genes de
résistance).Cette résistance peut étre multifactorielle, impliquant une combinaison de ces mécanismes
de résistance antibiotiques (Phan, 2008; Tenover, 2006; Molinari et al., 1993).
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Les souches P.aeruginosa ont résisté a I’échantillon de Miel M1 , M2, M3 avec un faible pourcentage
(3.8%), aucune souche n’a résisté au miel M5 tandis q’un pourcentage ¢levé de 11.5% des souches ont
résisté au Miel de Manuka .Le pourcentage le plus élevé de souches résistantes (26.9%) a été detecté

contre 1’échantillon M4.

Le miel M1 posséde un fort potentiel antibactérien contre les souches de P.aeruginosa (96.2%) ; la
majorité des souches 73.1% sont tuées (activité bactéricide) alors que la croissance de 23.1% des
souches a été inhibée (activité bactériostatique) .Il1 n’existe pas de différence significatif entre les
différentes activités antibactériennes de cet échantillon ,le pH du miel n’a aucune influence sur son
activité antibactérienne vis-a-vis des souches P.aerugenosa ¢ a d qu’il n’ya pas de corrélation entre la

valeur du pH et le potentiel antibactérien du miel M1.

L’échantillons M2 a possédent un effet bactériostatique sur 34.6% des souches P.aeruginosa testes, les

miels M3,M5 ainsi que le miel de Manuka inhibent la croissance de 42.3% des souches.

L’activité bactéricide des échantillons M2, M5 est presque similaire avec un pourcentage 61.5% 57.7%
respectivement. L’échantillon M3 a tué 53.8% des souche P.aeruginosa. L’activité bactéricide du miel

de Manuka a permis de détruire 46.2% des souches.

Les Miel M1, M2, M3, M5 et celui du Manuka Il n’existe pas de différence significatif entre leur pH
et potentiel antibactérien, le pH n’a aucune influence sur son activité antibactérienne vis-a-vis des
souches P.aeruginosa ¢ a d qu’il n’ya pas de corrélation entre la valeur du pH et le potentiel
antibactérien de ses miel. Ces miels ont des valeurs de pH trés proche les une des autre ceci peut
expliquer ’absence de différence significatif entre eux. Le pouvoir antibactérien est influencé
significativement par d’autres facteurs autres que le pH (L’enzyme glucose oxydas GOx, activité

antibactérienne non peroxyde causée par les lysozymes, les acides phénoliques et les flavonoides).

L’échantillon de Miel M4 a inhibé la croissance de 30.8% et a détruit 42.3% des souches, 26.9% des
souches ont résisté a ce type de miel. Seul cet échantillon a révélé une forte corrélation entre sa valeur
de pH et son activité antibactérienne. Quand le pH de ce type de miel atteint cet valeur de 4.89, la
corrélation apparait fortement ce qui signifie que le changement de la valeur du pH conduit au

changement de 1’activité antibactérienne avec un coefficient d’impact moyen (25%).
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Figure 56 : Résultats de la corrélation entre le pH et I’activité antibactérienne des échantillons de

miel et du miel de Manuka contre les souches de P.aeruginosa.

Nous avons enregistré une valeur p du chi-carré de Pearson et une taille d'effet VV de Cramer inférieure
a 0,01, x2(8, N = 130) = 20,267, p < 0,01, V = 0,027 (figure 56). Par conséquent, il existe une

association significative entre I'activité antibactérienne des types de miel des souche Pseudomonas

aeruginosa et le pH du miel avec une taille d'effet supérieure a la moyenne (27%). Une analyse post

hoc du test z par paire avec correction de Bonferroni a révélé une différence significative entre l'activité

bactéricide et bactériostatique avec les pourcentages d'activité résistante uniqguement pour I'échantillon

de miel 5 (PH=4,89).
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Tableau 12 : Résultats de I'étude de corrélation entre le pH et I'activité antibactérienne des échantillons de miel

contre les souches de S.aureus

Activite antibactérienne Résistante Bactériostatique ~ Bactéricide Totale
n % n % n % n %
Miel
Miel 1/ pH=3.78 pab 0.0% gb 19.2% 212 80.8% 26 100%
Miel 2 / pH=4.20 0@ 0.0% 72 26.9% 192 73.1% 26 100%
Miel 5 / pH=4.29 0@ 00%  10° 385% 16° 615% 26 100%
Miel 3 / pH=4.63 1@ 38% 0@ 385% 5@ 57.7% 26 100%
Miel 4 / pH=4.89 sab 1.7% 16 61.5% ga 30.8% 26 100%
Miel de Manuka / pH=3.80 22 7.7% 182 69.2% 6b 23.1% 26 100%
Test de Chi-Square Valeur df P valeur
x2 30.060** 10 0.001
Vv 0.310%**¢ 0.001
156

Note. N = 156 (n = 26 pour chaque condition). % se situe dans le type de miel. * p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001. Valeur du test du Chi-carré y2. Taille de l'effet v (Cramer’s V). ¢ Une différence significative avec une
taille d'effet > la définition de Cohen de "moyen". a, b Les valeurs des tests post-hoc dans la méme ligne qui ne
partagent pas la méme lettre en exposant sont significativement différentes a p < 0,05 (Les miels ont été classé
en ordre croissant selon la valeur du pH afin d effectuer [’étude des corrélations.

Les résultats retrouves P=0.001 est inférieur a 0.05 donc il existe une différence significative tant que
le test de Pearwise a montré qu’il existe une différence significative entre 1’activité antibactérienne
pour les échantillons de miel 1, 2, 3, 5 (tableau 12).

Le miel 1 (pH=3.78) est doté d’une trés forte activité bactéricide, 80.8% des souches de S.aureus sont
tuées. Ce miel possede également une activité bactériostatique contre les S.aureus, mais reste minime
a 19.2% seulement. Il existe une différence significative entre I’activité bactéricide et bactériostatique
de cet échantillon contre les S.aureus.

Le Miel M2 (pH=4.20) est a 73.1% bactéricide et a 26.9% bactériostatique contre les souches de
S.aureus. Le miel M5 (pH=4.29) a tué 61.5% des staphylocoques et inhibé la croissance de 38.5% .
Aucune résistance de ces souches n’a été enregistrée contre les échantillons 1,2,3.

Contrairement au Miel3 (pH=4.63), 3.8% des souches ont résisté a cet échantillons, 61.5% sont

inhibées (activité bactériostatique) et 30.8% sont tuées (activité bactéricide).
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Le miel M4 (pH=4.89) posséde une activité bactéricide a 30.8%, bactériostatique a 61.5% contre les
souches S.aureus alors que 7.7% des souches ont resisté. Il existe une différence significative entre
I’activité bactéricide et bactériostatique de 1’échantillon.

Pour les miels Algériens testés, plus la valeur du pH diminue (I’acidité augmente) plus 1’activité
bactéricide augmente, alors que 1’augmentation de la valeur du pH du miel permet I’augmentation du
potentiel bactériostatique et ’apparition de quelques souches résistantes (S.aureus) mais cette
résistance reste non significatif.

Le miel de Manuka (pH= 3.80) est doté d’une forte activité bactéricide ; 69.2% des souches S.aureus
sont inhibées alors qu’un faible pourcentage de 23.1% des souches sont détruites (activité bactéricide).
Le pourcentage de Staphylocoques résistante est similaire a celui de 1I’échantillon M4 (7.7%).

Le miel de Manuka peut étre utilisé comme un agent bactériostatique tres puissant vis-a-vis des souches
S.aureus (son activité est plus bactériostatique que bactéricide).Son pH reste inférieur a celui des miels
testés M2, M3, M4 et M5).11 existe une différence significatif entre 1’activité bactéricide et ’activité
bactériostatique, et méme entre la résistance des souches et 1’activité bactéricide.

Le Miel de Manuka (Leptospermum scoparium) provenant de la nouvelle Zélande (commercialisé) est
different par rapport aux miel algériens naturels testés dans les conditions climatiques, zone
géographique, le type de pollen...etc. Qui ont un impact important sur les facteurs contrélants le
potentiel antibactérien du miel en question.

En conclusion, la faible valeur du pH confére au miel un puissant potentiel antibactériens

Majoritairement bactéricide.
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Figure 57 : Résultats de la corrélation entre le pH et I’activité antibactérienne des échantillons de

miel et du miel de Manuka contre les souches S.aureus

Nous avons noté une valeur p du Chi-Square de Pearson et une taille d'effet VV de Cramer inférieure a
0,05, %2 (8, N =130) = 18,795, p < 0.05, V = 0.26. Il existe une association significative entre
I'activité bactéricide des types de miel de la famille des staphylocoques et le pH du miel avec une
taille d'effet supérieure a la moyenne (26%). Une analyse post hoc z-test par paire avec correction de
Bonferroni a révelé une différence significative entre le pourcentage bactéricide et les pourcentages
d'activité bactériostatique et résistante, car nous avons observé les mémes valeurs "a" dans les deux
cas pour Miell/pH=3,78 et Miel4/pH=4,89 (figure 57).
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9.Etude de la corrélation entre le contenu enzymatique en Glucose oxydase (GOX) et I’activité

antibactérienne

Tableau 13 : Résultats de I'étude de corrélation entre la teneur en GOX et l'activité antibactérienne des

échantillons de miel contre les souches d'E. coli

Activite antibactérienne Résistant Bactériostatique  Bactéricide Totale
n % n % n % n %
Miel
Miel 2 / Gox=5 gab 23.1% 15D 57.7% 5a 19.2% 26 100%
Miel 1/ Gox=9.5 3 11.5% 132 50.0% 102 38.5% 6 100%
Miel 3/ Gox=29 52 19.2% 102 385% 114 423% 26 100%
Miel 5/ Gox=43 48 154% g2 30.8% 142 53.8% 26 100%
Miel 4 / Gox=46 4ab 154% 4b 15.4% 182 69.2% 26 100%
Manuka Honey / Gox=4 5a 192% g2 34.6% 124 46.2% 26 100%
Test de Chi-Square Valeur df P valeur
x2 16.832 10 0.078
Ve 0.232°¢ 0.078
N 156

Note : N = 156 (n = 26 pour chaque condition). N = 156 (n = 26 pour chaque condition). Le % est a l'intérieur
du type de miel. * p <0,05, **p<0,01, ***p<0,001.x2 Valeur du test du Khi-deux. v taille de I'effet (V de
Cramer).c Une différence significative avec une taille de l'effet > la définition de Cohen de "moyen" .Test post-
hoc Les valeurs dans la méme ligne ne partageant pas le méme indice sont significativement différentes a p<
0,05. (Les miels ont été classé en ordre croissant selon la valeur du Gox afin d’effectuer I’étude des corrélations.
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Figure 58 : Résultats de la corrélation entre 1’enzyme glucose oxydase (GOx) et D’activité

antibactérienne des échantillons de miel et du miel de Manuka contre les souches d’E.coli.

Les résultats ont montrés que la valeur p du chi-carré de Pearson est supérieur a 0,05; p= 0.078; il
n’existe pas de différence significatif entre la variation du Gox et I’activité antibactérienne des miels
étudiés (tableau 13). Le changement du type de miel (valeur de Gox différente) n’a aucune influence

sur son activité antibactérienne contre les souches d’E.coli (figure 58).
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Tableau 14: Résultats de I'étude de corrélation entre la teneur en GOX et l'activité

antibactérienne des échantillons de miel contre les souches de P.aeruginosa.

Activité antibactérienne Résistant Bactériostatique ~ Bactéricide Totale
n % n % n % n %
Miel
Miel 2 / Gox=5 72 26.9% gb 30.8% 119 42.3% 26 100%
Miel 1/ Gox=9.5 1@ 3.8% 112 423% 142 53.8% 6 100%
Miel 3 / Gox=29 02 0.0% 112 423% 152 57.7% 26 100%
Miel 5/ Gox=43 12 38% g2 346% 162 615% 26 100%
Miel 4 / Gox=46 12 38% g2 231% 192 73.1% 26 100%
Manuka Honey / Gox=4 34 115% 112 423% 1@ 46.2% 26 100%
Teste de Chi-Square Valeur df P value
x2 20.302* 10 0.027
V 0.279*¢ 10 0.027
N 156

Note : N = 156 (n = 26 pour chaque condition). N = 156 (n = 26 pour chaque condition). Le % est a
l'intérieur du type de miel. * p <0,05, **p<0,01, ***p<0,001. x2 Valeur du test du Khi-deux. v taille de
l'effet (V de Cramer).c Une différence significative avec une taille de l'effet > la définition de Cohen de
"moyen" .a,b Test post-hoc Les valeurs dans la méme ligne ne partageant pas le méme indice sont
significativement différentes a p< 0,01.Les miels ont été classé en ordre croissant selon la valeur du
Gox afin d’effectuer I’étude des corrélations.
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Figure 59 : Résultats de la corrélation entre I’enzyme glucose oxydase (GOx) et I’activité
antibactérienne des échantillons de miel et du miel de Manuka contre les souches

P.aeruginosa.

Les résultats de la valeur p du chi-carré de Pearson et de I'ampleur de I'effet VV de Cramer sont
inférieurs 4 0,01, ¥2(8, N = 130) = 20,267, p < 0,01, V = 0,27. Ainsi, il existe une association
significative entre I'activité bactéricide des types de miel sur les souche du genre Pseudomonas
et le miel Gox avec une taille d'effet supérieure a la moyenne (27%). Une analyse post hoc par
test z par paire avec correction de Bonferroni a révélé une différence significative entre le
pourcentage d'activité résistante et les pourcentages bactéricides et bactériostatiques du miel 1
(tableau 14). Plus la composition du miel en GOX est élevée, plus I’activité bactériostatique se
transforme en bactéricide et I’effectif de souches P.aeruginosa résistantes diminu. Donc le miel
acquiére des propriétés lui permettant de tuer les souches de P.aeruginosa au lieu d’inhiber leur
croissance (figure 59).

Certaines souches de P.aeruginosa ont résisté aux échantillons 1,2,4,5 et celui du Manuka avec
de faible pourcentage allant de 3.8 % pour les miels 4,et 5, 11,5% chez le Manuka jusqu’a
26.9% chez le Miel 2.

L’absence totale de souches résistante pour 1’échantillon M3.

Le pourcentage des souches résistantes diminu avec I’augmentation du contenu en enzyme Gox
(relation inversement proportionnelle ), alors que I’activité bactéricide du miel augemente avec
I’augmentation de son contenu en GOX, ce qui signifie que la présence de cette enzyme en

grande quantité favorise le processus d’élimination des souches de P.aeruginosa au lieu
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d’inhiber leur croissance seulement. Cette enzyme permet la production du peroxyde
d’hydrogéne doté de propriétés antiseptique et deésinfectantes. En ce qui concerne 1’activité
bactériostatique, lorsque le contenu en Gox varie de 5 a 9.5 le pourcentage de souches résistante
diminu de 26.9% a 3.8% et leurs croissance est inhibées. Celle qui ont été inhibé a Gox=>5 sont
tué puisque le potentiel bactéricide devient plus puissant. Le Miel 3 (Gox=29) exerce une
activité antibactérienne sur les souche de P.aerugenosa soit bactéricide ou bactériostatique
,mais aucune souche n’a résisté a ce type de miel, ceci peut étre expliqué par I’influence d’autre
facteurs spécifique a cet échantillon (climat, site de récolte, pollen..etc).

Le pourcentage de P.aerugenosa résistantes au miel 4 et 5 est faible (3.8%).Le miel 4 a tué
61.5% et inhibé la croissance de 34.5% des P.aerogenosa. L’échantillon 5 a inhibé la croissance
de 23.1% mais a tué 73.1%. La contenance en Gox des miels 4 et 5 est tres proche 43 et 46
respectivement, [’activité antibactérienne se transforme partiellement d’une activité
bactériostatique a bactéricide.

Le miel de Manuka de la nouvelle Zélande est bactériostatique a 42.3% et bactéricide a 46.2%
sur les souches de P.aerugenosa. Ce Miel utilisé comme référence dans cette étude a donné de
bon resultats par rapport a son contenu enzymatique faible en Gox, ceci peut étre du a d’autre
facteur (pays, zone géographique, climats, source florale, type d’abeille et alimentation).

Le miel locale M4 a donné les meilleur resultants, son potential bactericide est le plus

puissant parmi tous les échantillons téstes.
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Tableau 15: Résultats de I'étude de corrélation entre Gox et l'activité antibactérienne des

échantillons de miel contre les souches de S.aureus

Activité antibactérienne Résistant Bactériostatique ~ Bactéricide Total
n % n % n % n %
Miel
Miel 2 / Gox=5 2ab 7.7% 160 61.5% ga 30.8% 26 100%
Miel 1/ Gox=9.5 0@ 0.0% 108 38.5% 168 61.5% 6 100%
Miel 3/ Gox=29 12 38% 102 385% 152 57.7% 26 100%
Miel 5/ Gox=43 02 0.0% 72 269% 192 73.1% 26 100%
Miel 4 / Gox=46 pab 0.0% 5b 19.2% 212 80.8% 26 100%
Manuka Honey / Gox=4 22 7.7% 188 69.2% gb 23.1% 26 100%
Chi-Square Test Value df P value
x2 30.060** 10 0.001
V 0.310**¢ 10 0.001
N 156

Note : N = 156 (n = 26 pour chaque condition). N = 156 (n = 26 pour chaque condition). Le % est a
l'intérieur du type de miel. * p <0,05, **p<0,01, ***p<0,001.y2 Valeur du test du Khi-deux. v taille de
l'effet (V de Cramer).c Une différence significative avec une taille de l'effet > la définition de Cohen de
"moyen" .a,bTest post-hoc Les valeurs dans la méme ligne ne partageant pas le méme indice sont
significativement différentes a p<0,05.Les miels ont été classé en ordre croissant selon la valeur du Gox
afin d’effectuer [’étude des corrélations.
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Figure 60 : Résultats de la corrélation entre I’enzyme glucose oxydase (GOx) et ’activité

antibactérienne des échantillons de miel et du miel de Manuka contre les souches S.aureus

La valeur p de la taille de I'effet du chi carré de la personne et du V de Cramer a enregistré des
valeurs inférieures a 0,05, ¥2(8, N = 130) = 18,795, p < 0,05, V = 0,26 (tableau 15). Il existe
donc une association significative entre I'activité bactéricide des types de miel sur les souches
de S.aureus et le Gox du miel avec une taille d'effet supérieure a la moyenne (26%). Une analyse
post hoc par test z par paire avec correction de Bonferroni a révélé une différence significative
entre les pourcentages d'activité bactéricide et les pourcentages d'activité bactériostatique et

résistante dans les échantillons Miell et Miel5 (figure 60).

Les résultats obtenus montrent que trés peu de souches S.aureus ont résistés 7.7% et 3.8% aux
échantillons M2 et M3 respectivement, tandis qu’aucune souche S.aureus n’a résisté au miel

M1 ,M3 et M4.Le miel de Manuka 7.7% des Staphylococcus aureus étaient résistantes.

Le miel M2 (Gox=5), a inhibé la croissance de 61.5% des souches et 30.8% sont tuées, ce
dernier est majoritairement bactériostatique contre les S.aureus. Tandis que le miel M1 a tué
61.5% et inhibé 38.5% donc contrairement au miel M2 il est majoritairement bactéricide des

S.aureus (absence de souche résistante au M2).

Le miel M3 (Gox=29), les résultats donne un pourcentage faible de 3.8% de souches résistante
38.5% de souches inhibées et 57.7% de souches tuées, ces résultats ont trés proche de ceux du
miel M1.
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Le miel 5 (Gox= 43) exerce une activité bactéricide sur 73.1% des souches S.aureus, et
bactériostatique sur 26.9%. Le pourcentage de souches inhibées diminue chez le miel 4
(Gox=46) alors que celui de la bactéricidie augmente a 80.8%. Ce miel est le plus fort et a donné
les meilleur résultats et aucune souche S.aureus n’a pu résister a ce dernier. Cela peut étre
expliqué par sa contenance (le plus riche) en polyphénols et flavonoides. Les polyphénols
peuvent inhiber la croissance bactérienne, perturber la membrane cellulaire ou inhiber les

enzymes bactériens des souches.

Le miel de Manuka et le miel M2 ont des valeur proche de I’enzyme Gox (4,5 respectivement)
,en conséquent le méme pourcentage de souche résistantes de S.aureus a été enregistré

(7.7%).Mais le miel 1 a donné de meilleur résultats.

L’existence de souche S.aureus résistante a la méthiciline (SARM) explique 1’apparition de
souches résistante mais cet effectif tres faible. Le miel de Manuka posséde la plus faible activité
bactéricide 23.1%.

En conclusion I’enzyme Gox du miel lui confere des propriétés antibactérienne, la quantité
élevée accentue son pouvoir bactéricide a partir de la valeur 43, aucune souche de S.aureus

résiste soit tuée (la majorité) ou inhibée.
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Tableau 16 : Résultats des tests de Chi-Deux de Pearson de D’activité antibactérienne des miels avec les espéces bactériennes étudiés (E.coli

,S.aureus,P.aerugenosa) au sein de chaque espece

Activité antibactérienne

E.coli P.aeruginosa S.aureus
Résistant  Bactérostatique  Bactéricide Résistant  Bactérostatique  Bactéricide Résistant  Bactérostatique  Bactéricide
Miel
Miel 1/ pH=3.78 15.4% 15.4% 69.2% 3.8% 23.1% 73.1% 0.0% 19.2% 80.8%
Miel 2 / pH=4.20 15.4% 30.8% 53.8% 3.8% 34.6% 61.5% 0.0% 26.9% 73.1%
Miel 5/ pH=4.29 19.2% 38.5% 42.3% 0.0% 42.3% 57.7% 0.0% 38.5% 61.5%
Miel 3/ pH=4.63 11.5% 50.0% 38.5% 3.8% 42.3% 53.8% 3.8% 38.5% 57.7%
Miel 4 / pH=4.89 23.1% 57.7% 19.2% 26.9% 30.8% 42.3% 7.7% 61.5% 30.8%
Miel de Manuka / 19.2% 34.6% 46.2% 11.5% 42.3% 46.2% 7.7% 69.2% 23.1%
pH=3.80
Test du Chi-Deux de
Pearson
Khi-Chi-deux 16.832 20.302 30.060
Ddl 10 10 10
Sig 0.078 0.027 0.001

Note : N = 156 (n = 26 pour chaque condition). N = 156 (n = 26 pour chaque condition). Le % est a I'intérieur du type de miel. * p <0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
Valeur du test du Khi-deux y2. Les miels ont été classé en ordre croissant selon la valeur du pH afin d’effectuer I’étude des corrélations
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Figure 61 : Résultat de I’activité antibactérienne des miels testés et du miel de Manuka (M6) vis-a-vis de toutes les espéces bactériennes étudiés
(E.coli, P.aerugenosa, S.aureus) au sein de chaque espece. (Les miels ont été classé en ordre croissant selon la valeur du pH afin d’effectuer [’étude des
corrélations®.
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Les résultats de I'étude montrent que I’échantillon de miel 1 a montré la plus grande capacité
bactéricide parmi les miels testés, en particulier sur les souches S.aureus (80.8%).Le Miel de
Manuka était doté du plus fort potentiel bactériostatique contre les souches S.aureus (69.2%)
(tableau 16, figure 61).

Le miel 2 a présenté le plus fort pouvoir bactéricide envers S.aureus (73.1%) et s'est distingué

par son efficacité bactériostatique, notamment contre les souches P.aeruginosa (34.6%).

Le miel 3 et4 ont présentés le plus fort potentiel bactéricide envers S.aureus (61.5%) et (57.7%)
respectivement .Ces miels ainsi que celui du Manuka ont démontrés les plus forts potentiels

bactériostatiques d’une maniére équivalent contre les souches de P.aeruginosa (42.3%).

Le miel de Manuka s'est également révélé efficace en tant qu'agent bactériostatique contre les

S.aureus (69.2%) suivi par I’échantillons 5 avec un pourcentage de 61.5%.

Enfin, le miel de Manuka a démontré un puissant effet bactéricide, avec une efficacité similaire
contre E.coli (46.2%) et Pseudomonas aeruginosa (46.2%), mais une activité légerement moins

forte contre S.aureus (23.1%).

En conclusion, pour cibler les souches S.aureus, E.coli, il est préférable d'utiliser le miel 1, qui
a montré la plus grande efficacité bactéricide. Pour les souches de P.aeruginosa, les

échantillons 2 et 3 étaient d’une forte efficacité bactéricide similaire.

Le miel 1 a démontré la plus forte action bactéricide suivi par le miel 2 contre les trois especes

étudiées.
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10.Dosage des Polyphénols totaux et des Flavonoides des échantillons de miel

Les résultats de la détermination de la concentration du contenu polyphénolique total, des
flavonoides dans les échantillons de miel sont représentés dans le tableau 17. Ces résultats
montrent que tous les échantillons de miel ont une teneur élevée en polyphénols totaux et en
flavonoides. Toutefois, I'échantillon de miel 5 présente les concentrations les plus élevees en

polyphénols totaux et en flavonoides.

Tableau 17 : Détermination de la teneur totale en polyphénols et en flavonoides dans les

échantillons de miel

Echantillon de Teneur totale en polyphénols Flavonoides
miel (ug de GAE/mg de miel) (Mg de QE/mg de miel)
Miel 1 122.84+04.32 33.25+01.37
Miel 2 178.24+01.24 48.25 +03.25
Miel 3 248.00£04.22 68.32+00.97
Miel 4 180.25+01.25 49.36 +05.32
Miel 5 307.00+04.49 68.22+01.32
Manuka 680.00 £01.23 71,90+ 00.91

La détermination de la teneur totale en polyphénols, des flavonoides et de la couleur des
échantillons de miel a montré que tous les échantillons de miel ont des couleurs différentes et
des concentrations différentes en teneur totale en polyphénols et en flavonoides. Cela est da a
leurs différentes origines florales et géographiques. Des résultats similaires ont également été
rapportés précédemment par Ahmed et al (2013) qui ont montré que la concentration de la
teneur totale en polyphénols et en flavonoides dans les échantillons de miel est fortement
influencée par les sources botaniques (Ahmed et al., 2013). Le miel contient un large éventail
de constituants phénoliques tels que la quercétine, l'ester phénylique de l'acide caféique,
I'acétine, le kaempferol et la galangine (Khalil et al., 2010). La composition particuliere de
chaque miel dépend de la fleur dont il est issu mais aussi des conditions de récolte et de stockage
(Bouacha et al., 2022).
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11. Activite antioxydante :

11.1 Pouvoir antiradicalaire (Méthode de balayage du radical libre DPPH)

Tableau 18 : Résultats du test de balayage du radical libre DPPH

Miel1l Miel2 Miel3 Miel4 Miel5 Manuka
IC50% 2224 19.25 27.36 2256 2511 24.12

Les activités de piégeage des radicaux des échantillons de miel ont été déterminées a l'aide du
test de piégeage des radicaux DPPH. Le DPPH est un radical stable a base d'azote qui a été
largement utilisé pour tester le piégeage des radicaux de diverses substances.

En général, une forte activité de piégeage de DPPH de piégeage de DPPH confére a
I'échantillon une activité antioxydante I'échantillon. Le miel M3 présente la capacité de
piégeage des radicaux DPPH la plus élevée (27,36 %) suivi par 1’échantillon M5, pour tous les
¢chantillons de miel. L’activité de piégage du miel de Manuka est proche de celle de
I’échantillon M5 (tableau 18).

Leur activité élevée de piégeage des radicaux peut étre due a leur teneur élevée en composés
phénoliques et flavonoides, car le potentiel antioxydant du miel est directement proportionnel
a la quantite de phénols et de flavonoides (Bakchich et al., 2018).

Dans I'ensemble, tant le piégeage du DPPH et le potentiel antioxydant du miel malaisien sont

comparable a ceux qui ont été rapportés précédemment par plusieurs auteurs (Gl et Tuba,
2018 ; Moniruzzaman et al., 2013).
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11.2 Test de blanchissement du p-caroténe

Tableau 19 : Activité antioxydante des échantillons de miels, du BHT et de I’a-tocophérol

dans le systéme B-caroténe/acide linoléique

Echantillon de miel Pourcentage
d’inhibition (%)

Miel 1 16,02

Miel 2 23.44

Miel 3 14.17

Miel 4 34.84

Miel 5 19.64

Miel de Manuka 21.87
a-tocophérol 70.23+£1.2
BHT 90.02+0.89

Le degré et la position du groupe hydroxyle sur le noyau aromatique de la molécule constituent
les facteurs les plus importants influengant et affectant 1’activité antioxydante (Grecka et al.,

2018 ; Can et al., 2015).

Les résultats de l’activité antioxydante par le test . Caroténe montrent un pourcentage
d’inhibition varie entre 14.17 et 34.84 mg/mL, dont la meilleure activité a été enregistrée dans

I’échantillon M4 (tableau 19).

Le pourcentage d’inhibition du miel de Manuka est inférieur a celle de I’échantillon M4 et M2

et supérieur aux autres échantillons.

Les résultats obtenus se concordent bien avec les travaux de Boussaid et al. (2018)
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12.Résultat de P’activité anti-mutagene

Les résultats de la détermination de 1’effet antimutagénique sont regroupés sur le tableau 20.

Tableau 20 : Effet mutagene et antimutagéne du miel algérien dans I'essai AMES.

S.typhimuriumTA98 S.typhimuriumTA100 S.typhimuriumTA102

Echantillons ~ RC+SD 1£SD% RC+SD 1+SD% RC+SD 1+SD%

M1 1.02+0.11 47.14+07.12° 1.55+0.12 39.87+10.89° 1.14+0.15 28.09+09.85¢
M 2 1.18+0.01 58.84+11.65° 1.08+0.22 43.18+£12.85° 1.23+0.21 30.85%11.17¢
M3 1.3740.33 47.32+£11.84° 1.41+0.21 49.28+07.84° 1.21+0.32 29.68+07.95¢
M 4 1.0940.15 51.84+09.21° 1.20+0.31 53.44+11.32° 1.38+0.21 39.57+04.85°
M5 1.44+0.14 T1.47+11.74° 1.28+0.19 69.32+09.85° 1.29+0.34 46.35+03.58°
Manuka 1.19+0.34 43.41+01.15 1.11+0.02 44.11+11.27 1.02+0.85 32.85+08.24

Données exprimées en tant que moyennes de trois expériences indépendantes + SD. 1l n'y a pas de différences significatives (P > 0,05) entre
les échantillons de miel qui ont les mémes lettres mais il y a des différences significatives (P < 0,001) entre les échantillons de miel qui ont
des lettres différentes. RC = coefficient de réversion, SD = écart-type, | = pourcentage d'inhibition.

Dans le tableau 20, tous les échantillons de miel ont présenté un effet antimutagene significatif
, qui varie entre 28,09% pour I'échantillon de miel 1 et 71,49% pour I'échantillon de miel 5. Il
existe des différences significatives dans l'inhibition de la mutagénicité ; ceci est lié a la

composition et aux différentes origines botaniques des échantillons de miel.

Selon Wang et al. (2002), I'effet antimutagene du miel est lié & sa teneur en sucre et & ses
composants phénoliques. En tant que composé phénolique commun dans le miel, la quercétine,
l'acide p-coumarique et l'acide caféique sont des exemples d'antioxydants qui ont
précédemment montré une activité antimutagene (Wang et al., 2002). Bien que trés peu
d'études aient été menées sur l'effet antimutagéene du miel, cependant, certains chercheurs
s'intéressent récemment de plus en plus a l'effet antimutagene du miel de différentes régions.
Saxena et al. (2017) ont rapporté que les échantillons de miel d'Inde présentent une inhibition
significative de I'effet mutagene du méthanesulfonate d'éthyle dans les cellules de cellules E.
coli MG1655 par le biais d'un test de résistance a la rifampicine. Cependant, Sipahi et al. (2017)
ont montré que les échantillons de miel turc ont une faible activité antimutagéne en utilisant le
test AMES (Saxena et al., 2017; Sipahi et al., 2017).
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13.Résultats d’étude de la corrélation polyphénol flavonoides et couleur :

Tableau 21 : Corrélation entre les effets antibactériens, antimutagénes et TPC, FLV et

couleur.

Parameters Coloration TPC FLV ABE AMEInTA98 AMEInTA100 AMEInTA102
Coloration 0.151 -0.028 0.187 0.245 0.057 -0.090
TPC 0.151 0.951 0.855 0.677 0.871 0.673
FLV -0.028 0.951 0.721 0.461 0.729 0.497
ABA 0.187 0.855 0.721 0.936 0.801 0.718
AMEInTA98 0.245 0.677 0.461 0.936 0.777 0.792
AMEInTA100 0.057 0.871 0.729 0.801 0.777 0.941
AMEINnTA102 -0.090 0.673 0.497 0.718 0.792 0.941

TPC = contenu polyphénolique total (g de GAE/mg de miel), FLV = flavonoides (ug de QE/mg de miel), ABE = effet antibactérien (mm),

AME dans TA98 = effet antimutagéne dans S. tyhimurium TA98, AME dans TA100 = effet antimutagene dans S. tyhimurium TA100, AME
dans TA102 = effet antimutagene dans S. tyhimurium TA102.

La détermination du contenu polyphénolique total, des flavonoides et de la couleur des
échantillons de miel (tableau 21) a montré que tous les échantillons de miel ont des couleurs
différentes et des concentrations différentes de contenu polyphénolique total et de flavonoides.
Ceci est di a leurs différentes origines florales et géographiques. Des résultats similaires ont
également été rapportés précédemment par Ahmed et al. (2013) qui ont montré que la
concentration du contenu polyphénolique total et des flavonoides dans les échantillons de miel
est fortement influencée par les facteurs suivants par les sources botaniques (Ahmed et al.,
2013). Une large gamme de constituants phénoliques est présente dans le miel comme la
quercétine, l'ester phénéthylique de I'acide caféique, I'acétine, le kaempférol et la galangine
(Khalil et Sulaiman, 2010). La composition particuliére de chaque miel dépend de la fleur dont

il est issu mais aussi des conditions de récolte et de stockage (Bouacha et al., 2022a).

Pour déterminer la corrélation entre la composition du miel en teneur polyphénolique et en
flavonoides, la couleur, I'effet antibactérien et I'effet antimutagéne, une matrice de Pearson a
été établie. Les résultats montrent clairement qu'il existe une forte corrélation entre les effets
antibactériens et antimutageénes et le contenu polyphénolique total et les flavonoides. En outre,
il n'y a pas de corrélation entre les effets thérapeutiques et la couleur des échantillons de miel.
De nombreuses études ont également rapporté que le contenu polyphénolique total et les
flavonoides sont les constituants les plus importants qui participent a I'effet thérapeutique du
miel (Khalil et Sulaiman, 2010 ; Pontis et al., 2014). lIs constituent le groupe le plus important
de métabolites secondaires des plantes, ils ont différentes fonctions dans les plantes qui incluent

des activités antibactériennes, antifongiques et antioxydantes (Pontis et al, 2014). Dans cette
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étude, 1l a été montrée que les échantillons de miel de différentes origines florales et
géographiques ont de bons effets antibactériens et antimutagenes. Ces deux effets
thérapeutiques sont fortement influencés par la concentration du contenu polyphénolique total
et des flavonoides dans le miel. Par conséquent, ils pourraient étre de bons facteurs pour

déterminer la qualité et les effets thérapeutiques des échantillons de miel.
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Conclusion et perspectives

Cette étude a identifié les principales sources botaniques du miel algérien dans cing
régions présentant des climats et une flore botanique variés. Apis mellifera a exploité
une diversité de plantes comme sources de pollen et de nectar, avec 50 types de pollen
appartenant a 18 familles différentes identifiés dans les échantillons. Les familles les
plus représentées étaient les Apiaceae, Fabaceae et Rhamnaceae, tandis que les types
de pollen dominants étaient Hedysarum coronarium, Ziziphus sp, et Apiaceae type

Coriandrum.

L'origine géographique du miel et I'environnement de collecte influent sur les propriétés
du miel, y compris son activité antibactérienne. Les caractéristiques physico-chimiques
des composes vegétaux varient selon chaque type de miel issu de la méme source
botanique. L'activité antibactérienne des échantillons est attribuée a divers facteurs, tels
que la provenance et les propriétés physico-chimiques (pH, teneur en glucose et

fructose, quantité de I'enzyme glucose oxydase).

Les resultats de la caractérisation physico-chimique indiquent une faible teneur en
humidité dans les échantillons algériens, favorisant ainsi une conservation prolongée.
Tous les échantillons sont conformes aux normes de I'Union européenne, du Codex
Alimentarius et de la Commission internationale du miel, tant pour la composition en

sucre que pour les parametres physico-chimiques.

De plus, les échantillons de miel ont démontré une activité antibactérienne notable contre les
souches bactériennes testées. Cela suggere que le miel algérien possede des composés bioactifs
capables d'inhiber la croissance bactérienne. L'identification précise de ces composés pourrait

ouvrir la voie au développement de nouveaux agents antimicrobiens naturels.

La capacité antimutagénique du miel est un élement prometteur pour la protection contre les
mutations génétiques. Les résultats indiquent un potentiel pour atténuer les effets néfastes des
agents mutagenes, suggérant ainsi une application potentielle dans la prévention des maladies

liées aux mutations génétiques.
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La forte activité antioxydante observée dans les échantillons de miel souligne leur capacité a
neutraliser les radicaux libres. Cette propriété est cruciale pour la santé, car elle peut contribuer

a la prévention du stress oxydatif et a la réduction du risque de maladies chroniques.

Ces résultats confirment la présence de composés bioactifs dans le miel algérien qui peuvent
avoir des bénéfices significatifs pour la santé. Ainsi, ils soulignent le potentiel du miel en tant
qu'agent fonctionnel, pouvant étre exploré dans le développement de produits alimentaires ou

de compléments alimentaires visant & améliorer la santé globale.

Ces résultats ouvrent des perspectives trés intéressant pour continuer ce travail sur plusieurs
aspects tel que des études approfondies sur la composition en substances bioactives du miel et
les mécanismes de leurs activités biologiques. Des observations au microscope électronique des
structures cellulaires en contact avec le miel pourraient étre réalisées, tout comme une étude de
I'influence des produits naturels sur la structure et le génome des microorganismes. Ces résultats
ouvrent des opportunités pour la commercialisation et I'exportation internationale des miels

algériens de haute qualité.
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Annexe 1 : Réaction de Maillard dans le miel

La réaction de Maillard est associée aux réactions des sucres et des acides aminés dans
I'eau. Elle est responsable du brunissement des aliments pendant les processus de
chauffage. La réaction de Maillard est définie comme une interaction entre les groupes
carbonyles des sucres et les groupes d'acides amines, de protéines ou d'autres composés
azotés, conduisant a la production de composés bruns appelés mélanoidines (Zeng et al.,
2016). La réaction de Maillard comporte trois stades : le stade précoce, le stade avancé et
le stade final. La premiére étape de la réaction de Millard implique une combinaison de
sucres et de groupes amino, ce qui conduit a la formation de produits d'’Amadori
(complexes de sucres et dacides aminés) tels que la N-(1-Déoxy-1-fructosyl)
phénylalanine, qui a récemment été trouvée dans des échantillons de miel d'acacia chauffé
(Yan et al., 2022). Au stade avancé ou intermédiaire, les produits d’Amadori sont
décomposés en différents composés dont les amino aldoses et les cétoses. Les amino
aldoses sont ensuite dégradés pour former des déoxy dicar- bonyles et des enediols, tandis
que les amino cétoses sont convertis en 2-amino-2-déoxy-aldoses par réarrangement de
Heyns. Les réactions de I'étape intermédiaire sont catalysées par les acides (Amaya-
Farfan et al., 2021). L'étape finale de la réaction de Millard est associée a la formation de
polymeéres de mélanoidine, qui sont formés a partir de fragments de sucre, de produits
aminés, de polyphénols, de quinones et de protéines. En général, les mélanoidines sont
associées au brunissement des aliments (Nagai et al., 2017 ; Kumar et al.,
2017 ;Brudzynski et al.,2013)
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Annexe 2 : Tableau de lecture du systéeme d’identification API 20 E
(Bio-Mérieux).

Tests Substrats Réactions Résultats
enzymatiques négatifs Positifs
ONPG Ortho-nitro- B-galactosidase Incolore Jaune
phenyl-
galactoside
ADH Arginine Arginine dihydrolase jaune Rouge/Orangé
LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
oDC Ornithine Ornithine Jaune Rouge/Orangé
décarboxylase
CIT Citrate de Sodium | Utilisation de citrate Vert pale/ Bleu-vert/ Vert
Griséatre
H2S | Thiosulfate de Production D’H2S Incolore/Grisatre | Dép6t noir/ Fin
Sodium liseré
URE Urée Uréase Jaune Rouge/Orangé
TDA Tryptophane Tryptophane TDA/ immédiat
désaminase Jaune Marron foncé
IND Tryptophane Production D’indole JAMES (immédiat) ou IND (2mn)
JAMES Incolore James Rose
Vert pale/ jaune IND
IND Anneau
jaune Rouge
VP Pyruvate de Production D’acétoine VP1+VP2( 10 mn)
Sodium Incolore Rosé/Rouge
GEL | Gélatinase de Khon | Gélatinase Non diffusion | Diffusion de pigment
noir
GLU Glucose Ferment/oxyde Bleu/Bleu Jaune
vert
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Man mannitol Ferment/Oxyde Bleu/Bleu Jaune
vert
INO Inositol Ferment/Oxyde Bleu/Bleu Jaune
vert
SOR Sorbitol Ferment/oxyde Bleu/Bleu Jaune
vert
RHA Rhamnose Ferment/oxyde Bleu/Bleu Jaune
vert
SAC Saccharose Ferment/Oxyde Bleu/Bleu Jaune
vert
MEL Melibiose Ferment/Oxyde Bleu/Bleu Jaune
vert
AMY Amygdaline Ferment/oxyde Bleu/Bleu Jaune
vert
ARA Arabinose Ferment / oxyde Bleu/Bleu Jaune
vert
OoX Cytochrome Oxydase OX (1-2 mn)
Incolore Violet
Nos — Tube Glu Production de (No2) NIT 1+ NIT 2 (2—-3 mn)
No2 Production de (No3) Jaune Rouge
ZN
Rouge Jaune
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Annexe 3 : Tableau de lecture du systéme d’identification API 20 NE

(Bio-Mérieux).

TESTS SUBSTRAT REACTION /ENZYME RESULTATS
NEGATIF POSITIF
NOs | Potasssuim nitrate Réduction des nitrates en NIT1 + NIT2 (2 a5 min)
nitrites incolore Rose-rouge
Réduction des nitrates en azote Zn (5min)
rose Incolore
TRP L-tryptophane Formation d’indole JAMES (immédiate)
Incolore/vert- rose
pale/ jaune
GLU D-glucose Fermentation du glucose Bleu a vert Jaune
ADH L-arginine Arginine dihydrolase Jaune Oranger/rose/rouge
URE urée uréase Jaune Oranger/rose/rouge
ESC | Esculine citrate de Hydrolyse (B-glucosidase) Jaune Grise/marron/noir
fer (esculine)
GEL Gélatine Hydrolyse protéase gelatine Pas de diffusion de
diffusion de pigment noir
pigment
PNPG | 4-nitrophényl-B-D- B-galactosidase(para- Incolore Jaune
galactopyranoside nitrophenyl-p-D-
galactopyranosidases
GLU D-glucose Assmilation(glucose) Transparence Trouble
ARA L-arabinose Assmilation(arabinose) Transparence Trouble
MNE D-mannose Assmilation(mannose) Transparence Trouble
MAN D-mannitol Assmilation(mannitol) Transparence Trouble
MAG N- Assimilation (N- Transparence Trouble
acetylglucosamine acetylglucosamine)
MAL D-maltose Assimilation (maltose) Transparence Trouble
GNT Potassuim Assimilation (potassuim Transparence Trouble
gluconate gluconate)
CAP Acide caprique Assimilation (acide caprique) | Transparence Trouble
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ADI Acide adipique Assimilaion(acide adipique) | Transparence Trouble
MILT Acide malique Assimilaion(acide malque) | Transparence Trouble
CIT | Trisoduim citrate | Assimilation (trisoduim citrate) | Transparence Trouble
PAC Acide Assimilation (Acide Transparence Trouble
phénylacétique phénylacétique)
OoX Cytochrome oxydase OX (1-2 mn)
Incolore Violet

Annexe 4 : Tableau de lecture du systeme d’identification API STAPH
(Bio-Meérieux).

Tests | Substrat Caracteres Résultat

0 Aucun Teémoin négatif négatif Positif

GLU | D-glucose Teémoin positif Rouge -

FRU | D-fructose rouge Jaune

MNE | D-mannose

MAL | Maltose Acidification a partir du

LAC | Lactose carbohydrate

TRE | D-tréhalose

MAN | D-mannitol

XLT | Xylitol

MEL | D-melibiose

NIT | Nitrate de potassium Réduction des nitrates en | NIT 1+ NIT 2/ 10 mn
Nitrites Incolore/rose | Rouge

PAL | B-naphtyl Phosphatase alkaline ZYMA+ZYMB/10 mn

ac.phosphate Jaune Violet

VP Pyruvate de sodium Production d’acétyl | VP 1+ VP 2/10mn
méthyl-carbonyl Incolore/rose | Violet/rose

RAF | Raffinose Acidification & partir du | Rouge Jaune

XYL | Xylose carbohydrate

SAC | Saccharose
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MDG | a-méthyl-D-
glucosamine
NAG | N-acétyl-glucosamine
ADH | Arginine Argininedihydrolase Jaune Orange/rouge
URE | Urée Uréase jaune Rouge/violet
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Annexe 5 : Les antibiotiques commercialisés utilisés

Famille Antibiotique Sigle | Charge | Diametre
du d’inhibitio

disque n
(H9) S R

Ampicilline AM 30 >19
Amoxicilline AMX | 25 >21 |14
Amoxicilline - Acide clavulanique | AMC | 20/ 10 >21 | <
- lactame 14
<
14
Ticarcilline TIC 75 >24 | <
Ticarcilline - Acide clavulanique TIM | 75/10 >24 | 22
Pipéracilline PIP 75 >22 | <
22
<
18
Céfalotine CF 30 >18 | <
Céfoxitine FOX |30 ug >22 |12
Céfalexine CN 30 pg >18 | <
Céfazoline Cz 30 ug >18 |15
Céfotaxime CTX |30ug >26 | <
Céftazidime CAZ | 30ug >21 |12
<
12
<
23
<
19
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Carbapéneme | Imipénéme IMI 10 >24 | <17
Aztréonam ATM | 30 >23 | <
21
Kanamycine K 10 pg >17 | <
Tobramycine ™ 10 g >16 |15
Aminoside Amikacine AN 10 g >17 | <
14
<
15
Gentamicine GM 10 ug >16 | <
14
Phénicol Chloramphénicol C 30 g >23 | <
19
Sulfamide S 200 pg >16 | <
12
Sulfamide Triméthoprime TMP | 5ug >16 | <
12
Sulfaméthoxzole - Triméthoprime | SXT | 125/23,7 | >16 |<
5 10
Quinolone Acide nalidixique NA 30 g >20 | <
Acide pipémidique Pl 20 ug >19 |15
<
14
Fluroquinolon | Pefloxacine PEF 5 ug >22 | <
e Ofloxacine OFX |5ug >22 |16
<
16
Macrolide Erythromycine E 15Ul >22 | <
17
Lincosamide Lincomycine L 15ug >21 | <
17
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Streptogramin | Pristinamycine P 15ug >22 | <
e 19
Divers Acide fusidique AF 10ug >22 | <
Fosfomycine FOS | 50ug >22 | 17
Rifampicine R 30pg >22 | <
Vancomycine VA 30pg >17 |17
<
17

Annexe 6 : Milieux de culture utilisés pour les tests de génotoxicité
1. Vogel-Bonner (VB X50)

a. Composition

Sulfate de Magnesium (MgSO4-H20).........coovviiiiiiiiiinnn, 109
Acide Citrique monohydraté.................oooiiiiiiiiiiiiiiii . 100 g
Phosphate de Potassium dibasique (K2HPO4)..........cevenennen.. 5009
Phosphate de Sodium ammonium (Na2NH2POz-4H20)............ 175¢g
Eau distillée chaude (60°C).........cooviiiiiiiiiiiiiii e, 650ml

b. Préparation

Apres dissolution compléte de tous les ingrédients dans 1’eau distillée, ajuster le pH a 7-
7,2. Stériliser a 121°C pendant 30mn. Laisser refroidir et conserver a 1’abri de la lumicre

a température ambiante.
2. Solution histidine/biotin (0.5 mM)

a. Composition
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Eau distillée. ......ooviiiiiiii e 1000 ml
D-biotine. ...ooviieii e 124 mg
L-Histidine-HCL...........oooiii e, 96 mg

b. Préparation

Apres dissolution compléte de tous les ingrédients dans 1’eau distillée, ajuster le pH a 7-
7,2. Stériliser par filtration en utilisant un microfiltre (0.45um). Conserver a I’abri de la

lumiére a 4°C.
3. Solution de glucose (10%0)
a. Composition

Eau diStill€e. ..ot 700 ml
GIUCOSE. .ottt 100mg

b. Préparation

Apres dissolution complete du glucose dans 1’eau distillée. Stériliser a 121 °C pendant 20

min. Conserver a 1’abri de la lumiére a 4°C.
4. Gélose minimale agar

a. composition

Eau distillée ........ooiieiii i 900 ml
N 159
VB X0 o, oml
Solution de Glucose (10% V/V)...ouivreiiriiiii i, 50 ml

b. Préparation

Ajouter I’agar a I’eau distillée. Stériliser a 121°C pendant 30 min, laisser refroidir jusqu’a
65°C. Ajouter 20 ml de la solution stérile de VB X50. Meélanger et rajouter 50 ml de la
solution de glucose (10 % v/v); mélanger et laisser refroidir, ensuite conserver a I’abri de

la lumiére a 4°C.
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5. Top agar avec de I’histidine/biotine

a. composition

Eau distillée. ... ..oovieii 900 ml
A AT e 69
NaCL 69
Solution Histidine/biotine. ............cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiia 100 mi

b. Préparation

Ajouter I’agar et le chloride de soduim a I’eau distillée. Stériliser a 121°C pendant 30
min, laisser refroidir jusqu’a 65°C. Ajouter 100 ml de la solution d’histidine/biotine.

Me¢élanger et conserver a 1’abri de la lumiére a température ambiante.

6. Solution biotine
a. Composition

Eau diStillée. .. ..c.ooineiiii e 100 ml
Bioting. ..., 10mg

b. Préparation

Aprés dissolution compléte de la biotine dans ’eau distillée, ajuster le pH a 7-7,2.
Stériliser par filtration en utilisant un microfiltre (0.45um). Conserver a 1’abri de la
lumiéere a 4°C.

7. Solution histidine

a. Composition

Bau distillee. . ...oooneie e 100 ml
L-Histidine-HCI. ... 500 mg

66



Annexes

b. Préparation

Apres dissolution compléte de I’histidine dans 1’eau distillée, ajuster le pH a 7-7,2.
Stériliser par filtration en utilisant un microfiltre (0.45um). Conserver a 1’abri de la

lumiére a 4°C.

8. Solution cristal violet
a. Composition

Eau distillée. .......ooiiiiii 100 ml
Cristal VIOICt. .. ..ot 100 mg

b. Préparation

Apres dissolution compléte du cristal violet dans 1’eau distillée, ajuster le pH a 7-7,2.

Conserver a ’abri de la lumiére a 4°C.

9. Tampon Soduim-Phosphate
a. Composition

NAH2PO 4. ., 13.8g/L
Na2ZHPO 4. ... 14.2g/L

b. Préparation

Prendre 120 ml de la solution NaH2PQO4 et mélanger avec 880 ml de la solution NazHPOa.
Stériliser a 121°C pendant 30 min, laisser refroidir et conserver a I’abri de la lumiére a

température ambiante.

10. Co-factors pour milieu S9 mix

a. Composition
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Eau distillée. ... ...ooieiii 900 ml
D-Glucose-6-Phosphate............c.ooivviiiiiiiiiiiiiiieiieenn 1649
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP)........... 3540
Magnesium chloride (MgCI)..........cooviiiiiiiiiiiiiiie 18¢g
Potassium chloride (KCI)...........oooiiiiiiiii 2.79
Sodium phosphate, dibasic (Na2HPOs-H20)...................... 128 ¢
Sodium phosphate, monobasic (NaH2PO4-H20).................. 2.8¢

b. Préparation

Apres dissolution compléte des ingrédients dans 1’eau distillée. Stériliser les cofacteurs

par filtration (0.45 pm). Conserver a -20 °C.
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Annexe 7 : Appareillage utilisés

Figure 65: Réfractometre Abbé-typ (RF 490, Euromex holland)

https://scientific-instruments.eu/product/abbe-laboratory-refractometer/
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Figure 66 : Le pH-metre (CRISON 2000)
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Figure 57: Conductimétre (consort C931)
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Annexe 8 :Criteres pour la description du miel, la caractérisation du profil sensoriel et

I'évaluation des miels monofloraux (Marcazzan et al., 2018).

Critére

Intensité

globale

Floral

Fruité

Définition

olfactive Force des stimuli percus

par les récepteurs olfactifs
via la voie nasale ou rétro-

nasale

Odeur rappelant les fleurs

Odeur rappelant les fruits

Référence

Fleur ~ doranger  (eau
distillée), B-ionone (sous-
famille "fine") rose, ylang
ylang, phénylacétaldéhyde

(sous-famille "capiteuse")

Ardéme de fruits (fraise,
poire, pomme, framboise)
(sous-famille "fruits frais™)
acétate  d'isoamyle, v-
décalactone, d-décalactone
(sous-famille "fruits
tropicaux') sucre de raisin
(moQt concentré rectifié)
(sous-famille "sirop™) jus
d'abricot, tomates
pelées(sous-famille "fruits
transformés™) vin blanc
(sous-famille "fruits

fermentés")
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Chaud

Aromatique

Chimique

Odeur rappelant un aliment

Odeur rappelant quelque
chose de frais, balsamique,
cosmétique, pas
nécessairement liée aux

produits alimentaires

Odeur généralement sans
rapport avec les produits

alimentaires, caractérisée

Annexes

au golt sucré Vanilline,
benjoin, cire d'abeille
(sous-famille "fine") lait
concentré sucré, diacétyle
(sous-famille  "lactique™)
sucre de canne, furanone
(sous-famille ~ "confite")
noisettes grillées, amandes
grillées, cacahuetes grillées
(sous-famille "grillé") sirop
de malt d'orge, sirop de riz
(sous-famille "malté") orge
grillé, pain grillé (partie
carbonisée) (sous-famille
"bralé")

Clou de girofle, muscade
(sous-famille "épicé™) pin
mugo, encens (sous-famille
"résineux') musc de chéne
(sous-famille "boisé")
menthe  poivrée, anis,
eucalyptus  (sous-famille
"balsamique”) citron,

orange douce (sous-famille

"agrume") coumarine
(sous-famille "amande
amere™)

Phénol, goudron végétal
(sous-famille
"phénolique™) savon de

castille  (non  parfumé)
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par un certain degré

d'agressivité

Végétal Odeur rappelant celle des

plantes non aromatiques

Animal Odeur rappelant le monde

animal ou la décomposition

Douceur Godt de base produit par

des solutions aqueuses

Annexes

(sous-famille "savon")
fumée de jute, extrait de
mégot de cigarette (sous-
famille "fumé™) vinaigre de
vin blanc (sous-famille
"vinaigre") ammoniaque
(sous-famille

"ammoniaque™)

Haricots frais crus, herbe
coupée, feuilles de lierre
fraiches (sous-famille
"verte") Champignons de
Paris  crus, épinards
Iégérement bouillis (sous-
famille "humide") Thé vert,

foin (sous-famille "séche™)

Oeuf dur, sulfure de
diméthyle, méthionine
(sous-famille  "sulfurisé™)
cepes séchés, bouillon cube
(sous-famille "protéique™)
acide isovalérianique,
acide butyrique, acide
hexanoique (sous-famille
"valérianique") cassis

(sous-famille "cassis™)

diluées de substances
naturelles ou artificielles

telles que le saccharose ou

74



Aigreurs

Salinité

Amertume

Golt basique produit par
des solutions aqueuses
diluées de la plupart des
substances acides (par
exemple l'acide citrique et

I'acide tartrique)

Golt basique produit par
des solutions aqueuses
diluées de diverses
substances telles que le
chlorure de sodium

Golt basique produit par
des solutions aqueuses
diluées de diverses
substances telles que Ila

quinine ou la caféine

Annexes

I'aspartame Saccharose
dans l'eau 12 g/l

Acide citriqgue dans l'eau
0,6 g/l

Chlorure de sodium dans

I'eau 2 g/l

Cafeéine dans I'eau 0,27 g/l

L’odeur pergue par les voies rétro-nasales (arome) est décrite comme indiquée dans les

"descripteurs olfactifs" (Marcazzan et al., 2018).
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Annexe 9: Liste des disaccharides décrits dans le miel (Moreira et De Maria, 2001).

Nom trivial
Disaccharide

cellobiose

gentiobiose
isomaltose

isomaltulose

kojibiose

laminaribiose

Nom systématique

O-b -D-glycopyranosyl-(1 -> 4)-D-glycopyranose
O-b -D-glycopyranosyl-(1 -> 6)-D-glycopyranose

O-a -D-glycopyranosyl-(1 -> 6)-D-glycopyranose

O-a -D-glycopyranosyl-(1 -> 6)-D-frutofuranose

O-a -D-glycopyranosyl-(1 -> 2)-D-glycopyranose

O-b -D-glycopyranosyl-(1 -> 3)-D-glycopyranose

76



Annexes

leucrose

maltose
maltulose
melibiose
neotrealose

nigerose

palatinose
saccharose

turanose

O-a -D-glycopyranosyl-(1 -> 5)-D-frutopyranosyl-(1 -> 5)-D-
frutopyranose

O-a -D-glycopyranosyl-(1 -> 4)-D-glycopyranose
O-a -D-glycopyranosyl-(1 -> 4)-D-fructose

O-a -D-galactopyranosyl-(1 -> 6)-D-glycopyranose
O-a -D-glycopyranosyl-b -D-glycopyranoside

nigerose O-a -D-glycopyranosyl-(1 -> 3)-D-glycopyranosyl-(1 -> 3)-
D-glycopyranose
palatinose O-a -D-glycopyranosyl-(1 -> 6)-D-fructose

O-a -D-glycopyranosyl-b -D-frutofuranosidio

O-a -D-glycopyranosyl-(1 -> 3)-D-fructose

Annexe 10 : Liste des trisaccharides décrits dans le miel.

Trisaccharides

centose

1-cestose

erlose

0-a-D-glycopyranosyl-(1->4)-O-a -D-glycopyranosyl-(1 ->
2)-D-glycopyranose
0-a-D-glycopyranosyl-(1 -> 2)-b -D-frutofuranosyl-(1 -> 2)-b
-D-frutofuranosidio
O-a -D-glycopyranosyl-(1 -> 4)-a -D-glycopyranosyl-b -D-

frutofuranosidium
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4-a-
gentiobiosylglycoside

3-a-

isomaltosylglycoside

isomaltotriose

isopanose

laminaritriose

maltotriose

mélézitose

panose

raffinose

teanderose

O-b-D-glycopyranosyl-(1 -> 6)-O-a -D-glycopyranosyl-(1-
>4)-D-glycopyranose

0O-a-D-glycopyranosyl-(1->6)-O-a-D-glycopyranosyl-(1 ~ ->
3)-D-glycopyranose

O-a -D-glycopyranosyl-(1 -> 6)-O-a-D-glycopyranosyl-(1-
>6)-D-glycopyranose

0O-a -D-glycopyranosyl-(1->4)-O-a-D-glycopyranosyl-(1 ->
6)-D-glycopyranose

O-b -D-glycopyranosyl-(1->3)-O-b-D-glycopyranosyl-(1 ->
3)-D-glycopyranose

O-a -D-glycopyranosyl-(1->4)-O-a-D-glycopyranosyl-(1 ->
4)-D-glycopyranose

0-a-D-glycopyranosyl-(1->3)-0O-b-D-frutofuranosyl-(2->1)-
a-D-glycopyranoside

0O-a -D-glycopyranosyl-(1->6)-O-a-D-glycopyranosyl-(1 ->
4)-D-glycopyranose

0O-a-D-galactopyranosyl-(1->6)-0-a-D-glycopyranosyl-b -D-

frutofuranosidium

O-a -D-glycopyranosyl-(1 -> 6)-a -D-glycopyranosyl-b -D-

frutofuranidium

Annexe 11 : Résultats de I’ensemencement et de I’identification par API systéme des

souches
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Figure 22 : Souche de P.aerugenosa sur milieu sélectif Cétrimide
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Figure 23 : Souche d’E.coli sur milieu séléctif MacConkey

Figure 24 : Tllustration du profil biochimique d’une souche S.aureus identifiée par
systeme APl STAPH.
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Figure 25 : Tllustration du profil biochimique d’une souche d’E.coli identifiée par
systeme API20E.
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Figure 26 : lllustration du profil biochimique d’une souche P.aeruginosa identifiée par
systeme API 20NE.
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Annexe 12 : Provenance des souches bactériennes d’E.coli, S. aureus , P.aeruginosa (sexe, age et type de prélévement)

Sexe des patients
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Sexe des patients L'age des patients
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Figure 12 : Provenance des souches bactériennes de P.aerugenosa (sexe, age et type de prélévement)
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Sexe des patients Age des patients
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Figure 13 : Provenance des souches bactériennes de S.aureus (sexe, age et type de prélevement)
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1.2.2. Echantillons de miels
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