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Introduction

Le miel de thym est connu pour ses caractéristiques distinctives et son ardme intense. Il
est produit par les abeilles a partir du nectar collecte des fleurs de Thymus vulgaris, une plante
herbacée aromatique de la famille des Lamiacées, largement répandue dans les régions
méditerranéennes. Cette plante, communément appelée thym, est appréciée pour ses qualités
culinaires et ses bienfaits pour la santé. Ce miel unique, avec ses nuances florales et sa texture
crémeuse, possede une longue histoire dutilisation a la fois en cuisine et en médecine

traditionnelle a travers différentes cultures (Halat et al., 2022).

De plus, il est réputé pour ses multiples vertus thérapeutiques. Il posséde des propriétés
antiseptiques et antibactériennes puissantes, ce qui en fait un allié précieux pour renforcer le
systéme immunitaire et combattre les infections respiratoires. Ce miel est également reconnu
pour ses effets cicatrisants et apaisants, aidant a la guérison des plaies et des brllures légeéres.
De plus, il favorise la digestion et peut soulager les maux de gorge grace a ses propriétés anti-
inflammatoires. Des études ont démontré que le miel de thym peut étre efficace dans la lutte
contre certaines bactéries résistantes aux antibiotiques (Manyi-Loh et al.,2011 ; Manzoor et
al.,2013).

Cependant, la mal utilisation des antibiotiques au fil des décennies a conduit a de graves
consequences pour la santé mondiale. Les prescriptions excessives et souvent injustifiées
d'antibiotiques, ont contribué a I'épuisement de leur efficacité. Cette utilisation irresponsable a
perturbé I'équilibre naturel des bactéries dans le corps humain et I'environnement, créant des

conditions propices a I'émergence de souches bactériennes résistantes (Ventola, 2015).

En raison de l'augmentation alarmante de l'antibiorésistance, la recherche de solutions
alternatives aux antibiotiques traditionnels est devenue une priorité mondiale. Le miel de thym,
avec ses puissantes propriétés antibactériennes, offre une réponse prometteuse a ce défi. En
particulier, certains chercheurs ont souligné le réle crucial du peroxyde d’hydrogéne, produit par
I'action de la glucose-oxydase, dans I'activité antimicrobienne du miel (EI-Banna et al., 2014). Ce
compose permet au miel de thym de combattre efficacement diverses bactéries, y compris celles
résistantes aux traitements conventionnels. Ainsi, I'intégration du miel de thym dans les soins de
santé pourrait réduire la dépendance aux antibiotiques et aider a freiner la propagation de
l'antibiorésistance, tout en offrant une solution naturelle et efficace pour traiter les infections
(Basualdo et al.,2011).



Pour cela, notre travail est mené en vue d'étudier la qualité physico-chimique et les activités

antioxydantes et antibactériennes de miel de thym provenant de Biskra en Algérie.

Les objectifs de cette recherche sont multiples :
> Caractérisation des paraméetres physico-chimiques du miel de thym.
» Evaluer I’activité antioxydante du miel.

» Estimer I’effet antimicrobien du miel pur et en combinaisons avec des antibiotiques vis-
a-vis de : Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae et Bacillus cereus.
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Chapitre | : Généralités sur Le Miel

1 Définition
Le miel est un produit sucré naturellement élaboré par les abeilles de I’espece Apis mellifera

a partir du nectar des fleurs. Ou bien a partir du miellat (Bogdanov, 2009).

2  Origine du Miel
2.1.  Nectar

Le nectar est une substance sucrée produite par les fleurs grace a leurs glandes nectariferes
ou nectaires (Figure 01). Cette sécrétion est une caractéristique importante des fleurs pollinisées
par des insectes ou des oiseaux ( Rinderer et Collins , 2019).

Figure 01 : Production de nectar par une fleur de camellia (Azuma, 2006).

Le nectar est principalement composeé de sucres, avec des eléments tels que des acides
organiques, des protéines, et des composés inorganiques. Chaque plante produit un nectar

unique, influencant la saveur du miel (Bonté et Desmoliere, 2013).

2.2. Miellat

Le miellat est une substance sécrétée par les cochenilles et les pucerons, parasites des
vegétaux,qui se nourrissent de la seve des arbres et des arbustes et éliminent I'excés de sucres
et d'eau. Les abeilles collectent ce miellat des plantes pour en faire du miel (Figure 02). La
production de miellat varie d'une année a l'autre en fonction de la présence des parasites et des

conditions climatiques (Adam, 2011 ; Cavelier, 2013 ).
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Figure 02 : Une abeille captant la sécrétion dun puceron (Dawidi, 2007)

3 Types de Miels

A ce jour, environ 300 variétés de miel ont été identifiés. Ces variétés existent en raison
destypes variables de nectar récolté par les abeilles (Helmy et EI-Soud, 2012).

3.1. Miels monofloraux

Les miels monofloraux sont issus d'une seule espéce végétale, nécessitant une floraison
abondante et concentrée. Pour étre qualifié de mono-floral, un miel doit contenir au moins
80 % de nectar provenant de cette plante. Des exemples bien connus incluent le miel d'acacia
et delavande, tandis que des variétés plus rares comme le miel de framboisier ou de thym sont
limitées en raison de leur territoire restreint (Bonte et al., 2013 ; Clement, 2002 ; Desmouliere
et al., 2013).

3.2.  Miels polyfloraux

Les miels polyfloraux sont obtenus a partir du nectar de plusieurs especes végétales, sans
gu'une dominante ne se dégage. Par exemple, le miel de forét résulte d'un mélange de nectars
provenant de diverses plantes. Contrairement aux miels monofloraux, ils ne sont pas identifiés
par une fleur spécifique, mais plutét par leur régionde production ou leur lieu de récolte, comme
la forét, et peuvent étre classés selon la saison (Avisse, 2014 ; Bonte et al., 2013 ; Clement,
2011).

4. Processus de fabrication du miel

La transformation du nectar en miel par les abeilles commence des le retour de l'abeille
butineuse a la ruche. Les réactions enzymatiques dans son tube digestif, notamment avec
I'invertase, transforment le saccharose en glucose, fructose et autres sucres simples, facilitant

I'assimilation du miel (Desmouliere et al., 2013).
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4.1. Trophallaxie

Apres son retour & la ruche, I'abeille butineuse transmet le nectar aux abeilles ouvriéres. Ces
dernieres le régurgitent a tour de réle, le mélangeant avec leurs sucs digestifs pour une
digestion optimale des sucres. Ce processus, connu sous le nom de trophallaxie, représente un
échange de nourriture au sein de la colonie, formant ainsi une chaine alimentaire (Contrera et
al., 2010).

La figure ci-dessous représente 1’échange de nourriture entre les abeilles par trophallaxie :

Figure 03 : Echange de nourriture par trophallaxie (Tourneret, 2015).

4.2. Enrichissement du miel

L'accumulation des sécrétions salivaires riches en enzymes dans le nectar réduit sa teneur
en eau, favorisant le développement de la richesse enzymatique et du pouvoir antiseptique du

miel. Cette transformation modifie la composition du nectar, permettant la synthése de sucres

plus complexes comme I'érlose ou la raffinose (Ballot-flurin, 2009 ; Desmouliere et al., 2013).

4.3. Evaporation du miel

Le processus de conservation du miel implique une déshydratation soigneuse, ou le nectar est
régurgité, étalé sur la langue des abeilles et ventilé dans les alvéoles. Une fois sa concentration
en eau réduite a 17-18 %, le miel est scellé dans la cellule avec de la cire. Ce miel, stable et
énergétique, sert également d'isolant thermique et est résistant a la fermentation (Marchenay et
Berard, 2007 ; Ravazzi, 2007 ; Unaf, 2013).
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5 Composition chimique du miel

La composition du miel dépend de facteurs tels que les plantes butinées, la race des abeilles,
I'état de la colonie et les conditions climatiques. Sa couleur varie en fonction des plantes
visitées, allant du blanc au noir et a différentes teintes de jaune et d'orangé (Cavelier, 2013 ;
Rossant, 2011).

La figure suivante résume la composition chimique du miel :

m Glucose
= Fructose
Eau
Maltose
M Saccharose
H tri- et polysaccharides

m Acides Aminés

Figure 04 : Composition chimique du Miel (Bruneau, 2002).

5.1. Eau
Les miels ont une teneur en eau de 14 a 25 %. Un miel trop épais est difficile a extraire et
a conditionner, tandis qu'un miel trop liquide riche en eau risque de fermenter. L'optimum est
d'environ 17 % (Avisse, 2014).

5.2. Hydrates de Carbonne

Ils forment a eux seuls 95% et 99% de la matiére seche (Da silva et al., 2016).

Constitué principalement de monosaccharides tels que le saccharose, le maltose et d'autres
tels que l'erlose et la mélézitose. Le glucose et le fructose sont produits par Il'action de
I’invertase sur le saccharose, tandis que les autres sucres semblent étre produits par les plantes
qui ont été butinées (Kamal et Klein, 2011).
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Les proportions des différents sucres constituants des miels sont représentées dans le Tableau

suivant :

Tableau I : Proportions des différents sucres constituants des miels (Schweitzer, 2012).

Sucres Proportion (%)
Fructose 30-50
Glucose 20-42
Saccharose 1-15
Turanose 0,5-2,5
Maltose 1-3
Isomaltose 1-3
5.3. Acides

Le miel contient principalement de l'acide gluconique, avec la possibilité de trouver
d'autres acides comme l'acide acétique et l'acide butyrique. Ces acides organiques influencent
la couleur, la saveur et les propriétés chimiques du miel (Da silva et al.,2016 ; Mato et
al.,2006).

5.4. Acides amingés, protéines et enzymes
Le miel est riche en acides aminés et en protéines, provenant de I'abeille et des plantes
butinées pendant sa maturation. Il contient la protéine Bee-defensine 1 et est particulierement
riche en proline, un indicateur de sa qualité. Les enzymes comme l'invertase, la catalase et la
glucose oxydase, provenant du nectar ou de la salive de l'abeille, sont également présentes
dans le miel (Domergo, 2009 ; Gharbi, 2011 ; Iglesias et al., 2012 ; Truzzi et al.,2014).

5.5. Vitamines

Les grains de pollen contenus dans le miel apportent des vitamines du groupe B,
importantes pour la régénération cellulaire et I'nydratation de la peau. Par exemple, la
vitamine B5 favorise la cicatrisation des plaies et renforce les propriétés cicatrisantes du miel
en stimulant la croissance cellulaire et la granulation des lésions. Renferme aussi des
vitamines liposolubles et parfois de la vitamine C, elle stimule la synthése de collagéne,

améliorant la texture de la peau (Nusgens et al., 2001 ; Lequet, 2010).
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5.6. Sels minéraux

Environ la moitié des minéraux qui composent le miel est du potassium. On trouve
également du calcium, sodium, cuivre, fer, magnésium, du soufre, du chlore ainsi que des
oligoéléments. Les miels de miellat contiennent généralement plus de minéraux que les miels
de nectar (Bruneau, 2002).

6  Autres composantes du miel

6.1. Peroxyde d’hydrogene

Le miel agit comme un antibiotique naturel en produisant des inhibines génériques, des
agents bactériostatiques puissants. Le peroxyde d'hydrogéne qu'il contient contribue a
nettoyer les plaies en se décomposant en eau et en oxygene, favorisant ainsi un nettoyage

mécanique des tissus et du sang (Irlande, 2010 ; Rossant, 2011).

6.2 Polyphénols
Les polyphénols présents dans le miel, notamment les acides phénoliques tels que l'acide
benzoique et cinnamique, ainsi que les flavonoides comme, jouent un réle crucial dans ses
propriétés organoleptiques, telles que la couleur et le golt. De plus, ces composés ont des
propriétés antioxydantes et biologiques, notamment : germicides, antimicrobiennes et
bactériostatique (Gheldof et al., 2002 ; Lequet, 2010 ; Ouchemoukh et al.,2016).

6.3. Hydroxymethylfurfural

L'abréviation conventionnelle pour 5 (hydroxymethyl)-2-furfural est HMF, qui est produit
par la dégradation des monosaccharides, en particulier du fructose, en milieu acide ou aprés
chauffage, est présent dans les miels en vieillissants.

Il est considéré comme un indicateur de qualité du miel. Le miel est meilleur lorsque sa
teneur en HMF est inférieure, le taux légal ne doit pas dépasser 40 mg/kg (Gharbi, 2011 ;
Nair, 2014).
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7 Propriétés biologiques
7.1. Propriétés antibactériennes

Le miel est de plus en plus reconnu pour ses propriétés antibactériennes, en grande partie
grace a la Defensine-1, une protéine produite par les abeilles et présente dans le miel et la gelée
royale. Des concentrations de miel de 10 a 20% peuvent éliminer diverses bactéries résistantes
aux antibiotiques, y compris celles des infections nosocomiales. Cette activité antibactérienne
résulte de la forte acidité du miel, de sa viscosité, et de sa richesse en flavonoides et composés
phénoliques (Can, 2015 ; Hoyet, 2005 ; Kwakman et al., 2010 ; Petit, 2012 ; Sultanbawa et al.,
2015).

7.2. Propriétés antivirales

De plus, il posséde des propriétés antivirales grace a sa teneur en composés phénoliques
et flavonoides, qui inhibent la réplication virale et renforcent le systéme immunitaire. Des
recherches récentes indiquent que le miel peut réduire la charge virale dans certaines infections,
telles que la grippe et les infections respiratoires. Ces qualites font du miel un agent

thérapeutique prometteur (Estevinho et al.,2008 ; Eteraf-Oskouei et Najafi, 2013).
7.3 Propriétes antioxydante

Le pouvoir antioxydant du miel est remarquable en raison de sa richesse en flavonoides,
acides phénoliques et composés phytocides. Ces éléments neutralisent les radicaux libres,
diminuant ainsi le stress oxydatif et aidant a prévenir les maladies chroniques. (Alandia et
Yafiez, 2020).

7.4. Propriétés antifongiques

Le miel présente des propriétés antifongiques notables grace a ses composants tels que
les inhibines, le peroxyde d'hydrogéne et les acides organiques, qui limitent la croissance des
champignons pathogénes. Il est particulierement efficace contre des souches comme Candida
albicans et Aspergillus niger, ce qui renforce son utilisation dans le traitement des infections
fongiques. En outre, son acidité naturelle et son faible pH contribuent de maniére significative

a cette activité antifongique (Skadins et al.,2023).
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Chapitre 11 : Généralités sur les antibiotiques

1 Définition

Les antibiotiques sont des composés chimiques produits par des micro-organismes pour
inhiberou tuer la croissance d'autres micro-organismes, en particulier des bactéries. Ils sont
largement utilisés en médecine pour traiter les infections. Les antibiotiques agissent en ciblant
des processus spécifiques ou des structures dans les cellules bactériennes, ce qui entraine leur

mort ou l'inhibition de leur croissance (Finch et al.,2003).

2 Historique des antibiotiques

La peénicilline, découverte par Fleming en 1928, a €té produite a grande échelle par Florey
et Chain en 1941, démontrant son efficacité contre la septicémie. Les années 1940 et 1950 ont
également vu I'émergence d'autres antibiotiques majeurs comme la streptomycine et la

tétracycline, améliorant ainsi la santé mondiale (Colin, 1954 ; Waksman, 1954).

3 Les majeures familles d’antibiotiques

3.1. Les béta-lactamines

Sont parmi les antibiotiques les plus couramment utilisés, comme les pénicillines et les
céphalosporines, elles possédent un effet Iétal contre les bactéries en perturbant une protéine

essentielle a la cohésion de leur paroi cellulaire (Moulin et Orand, 2013).

3.2.  Les aminosides

Les aminosides, dérivés des actinomycetes, perturbent la synthese des protéines chez
certaines bactéries Gram-négatives (Toumi, 2008).

3.3.  Les macrolides

Les macrolides, tels que la roxithromycine et I'azithromycine. lls peuvent étre utilisé dans
unevariété de traitements en raison de son efficacité contre un large éventail de bactéries

(Bergogne-Bérézin et Bryskier, 2005).

10
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Ces composées inhibent la synthése des protéines en se liant a la sous-unité 50S des ribosomes

bactériens (Fauci et al.,2022).

3.4. Lesquinolones

Les quinolones, antibiotiques synthétiques, sont classées en différentes générations en

fonction de leur activité antimicrobienne (Bush et al.,2020).

3.5. Tétracyclines

Les tétracyclines, caractérisées par un noyau tétracéne, ont été découvertes dans les années

1940 et agissent en inhibant la synthése protéique des bactéries (Raykova et al., 2021).

Le Tableau suivant résume les caractéristiques des différentes familles d’antibiotiques :

Tableau Il : Caractéristiques des différentes familles d’antibiotiques (Moulin et Orand,

2013).

Famille d'antibiotiques  Structures moléculaire

Bétalactamines Noyau -lactame

Aminosides Molécule aminée
Macrolides Macrocycle lactone
Quinolones Structure bicyclique

Tétracyclines Structure polycyclique

4  Meécanismes d’action des antibiotiques

Mécanismes d'action
principal

Inhibent la synthése de
la paroi bactérienne

Inhibent la synthése des
protéines bactériennes

Inhibent la synthése des
protéines bactériennes

Inhibent la synthése de
I'ADN bactérien

Agissent sur les
bactéries Gram+,
certaines Gram- et
anaérobies

Spectre d'activité
Large (Gram+ et Gram-)

Sur les bactéries Gram-

Sur les bactéries Gram+,
certaines Gram- et
anaérobies

Sur les bactéries Gram+
et Gram-

Sur un large spectre

Les antibiotiques agissent sur les bactéries en les empéchant de se multiplier ou en les

tuant, utilisant diverses méthodes (Figure 05). Certains inhibent la formation de la paroi

cellulaire, affaiblissant ainsi la bactérie, tandis que dautres bloquent la production de

protéines

11
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bactériennes essentielles (Fridkin et al.,2010 ; Werth, 2022).

Certains perturbent le métabolisme bactérien, tandis que d'autres ciblent des enzymes ou

des protéines nécessaires a leur survie. 1l est crucial de noter que les antibiotiques ne sont pas

efficaces contre les infections virales (Brunton et al.,2018).

Enzyme produisant
de l'acide foligue Plasmide

Bloquer l'acide folique ' )

Détruire la membrane {
cytoplasmique .

Membrane
cytoplasmique| »

J

Paroi

)

Protéine

a0 ‘ \ inhiber la synthése d’ADN
£/ . “f|ADN

- +
| bactérienne

inhiber la synthése de la

paroi bactérienne

/' inhiber la synthése des

proteines

Figure 05 : Schéma récapitulatif sur différents mecanismes d’action des antibiotiques sur

les bactéries (Tortora et al.,2019).

5 Laconcentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus petite quantité d'un antibiotique

nécessaire pour empécher la croissance bactérienne. Déterminée en laboratoire, elle aide a

choisir l'antibiotique le plus efficace, a surveiller I'efficacité du traitement, et a détecter la

résistance. La CMI peut varier selon la souche bactérienne, l'antibiotique, et les conditions de

culture (Amhis et al.,2001 ; Isenberg, 1998 ).

6 La concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible quantité d'un agent

antibactérien nécessaire pour tuer 99,9 % d'une population bactérienne. Elle est déterminée

en laboratoire en exposant des échantillons a différentes concentrations de I'agent, puis en

analysant la plus faible concentration ayant un effet bactéricide, comparée a un témoin sans

agent (Patrick et al.,1999 ; Andrews, 2001).

12
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Chapitre 111 : Bactéries résistantes

1 Définition

La résistance aux antimicrobiens est complexe, avec des critéres microbiologiques et
cliniques.Microbiologiquement, une souche est résistante si elle se développe en présence
d'une concentration plus élevée d'antibiotique. Cliniquement, elle survit au traitement
antibiotique. Plusieurs facteurs, tels que la localisation de [linfection, la dose et
I'administration de l'antibiotique, ainsi que I'état immunitaire, influent sur la résistance
(Guardabassi et Courvalin, 2006).

2 Histoires de la résistance aux antibiotiques
Chaque année, environ 25 000 personnes meurent dans I'Union européenne des suites

d'une infection causée par des bactéries résistantes (Codex Alimentarius commission., 2010).

Depuis leur introduction dans les anneées 1940, les antibiotiques ont révolutionné le
traitement des infections bactériennes, mais leur utilisation généralisée a entrainé I'émergence
de bacteries résistantes (Figure 06), alimentée par un usage excessif en médecine humaine,
vetérinaire. Cette resistance constitue un defi majeur en santé publique, avec une
augmentation annuelle des déeces et des colts de santé, malgré les efforts pour la controler
(Boerlin et White, 2006 ; Harbottle et al., 2006).

Events in the Age of Antibiotics

Penicillinase Antibiotic Transmissible
A resistance fluoroquinolone
Y plasmids resistance

\ THE LEAN YEARS
\ R S -
| | Increasing Antibiotic Resistance ]

1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

R L O

Primordial Golden Pharmacologic Biochemical Target Genomic HTS

!

Disenchantment
(Semmelweis)
(again!)

The Dark Ages FDA Office of
(Semmelweis) New Drugs

Figure 06 : Historique de la découverte des antibiotiques et le développement de la résistance
aux antibiotiques (Davies et Davies, 2010).
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3 Meécanisme de résistances

3.1 Résistance intrinseque
La résistance intrinseque est une caractéristique inhérente a une espéce bactérienne et
présentedans toutes les souches de cette espéce. Elle peut découler de la présence d'un géne
chromosomique partagé par lI'ensemble des bactéries de l'espéce (Alekshun et Levy, 2007 :
Faure, 2009 ).

3.2 Résistance acquise

Contrairement a la résistance intrinséque présente chez toutes les souches d'un groupe
bactériendonné, la résistance acquise est présente seulement chez certaines souches de
I’espece. Cette résistance résulte d’une modification génétique par mutation ou d’une

acquisition du matériel génétique étranger (Muylaert et Mainil, 2012).

3.3 La muilti résistance

La notion de multirésistance est couramment employée, mais n'a pas de définition precise.
Onl'emploie habituellement pour désigner une bactérie qui, en raison de lI'accumulation de
résistances naturelles ou acquises, n'est sensible qua un petit nombre d'antibiotiques
habituellement efficaces, ou pour désigner une bactérie résistante a au moins trois familles
d'antibiotiques. Ce mot est fréquemment lié a des difficultés thérapeutiques majeures (Fajardo
et al., 2009).

4 Types de mécanismes de résistances

Il existe divers mécanismes que les bactéries utilisent pour contrecarrer I'action des agents
antibactériens

4.1 Inactivation enzymatique de I’antibiotique

La résistance aux antibiotiques est souvent due a des enzymes qui modifient la structure des
antibiotiques, les rendant inefficaces. Ces enzymes, comme la Chloramphenicol Acetyl
Transférase, alterent le noyau actif des antibiotiques par des mécanismes tels que I'nydrolyse,
I'acétylation ou la phosphorylation. Des exemples incluent les aminoglycosides, inactivés par
des enzymes spécifiques dont les géenes sont transférables via des plasmides ou transposons
(Liwa et Jaka, 2015 ; Muylaert et Mainil, 2012).

14
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4.2 Modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique

La résistance aux antibiotiques peut survenir lorsque la cible de I'antibiotique est modifiée
ou remplacée, empéchant son action. Ce mécanisme est fréquent pour les pénicillines,
glycopeptides, macrolides, lincosamides, streptogramines, et quinolones. Il peut résulter de
I'acquisition de génes ou de mutations affectant la cible. Par exemple, les Staphylococcus aureus
résistants a la méthicilline produisent une protéine avec une affinité réduite pour cet antibiotique
(Muylaert et Mainil, 2012).

4.3 Pompes a efflux

Les pompes a efflux sont des protéines bactériennes qui expulsent les antibiotiques hors
de la cellule, réduisant ainsi leur efficacité. Elles sont classees par spécificité de substrats et
source d'énergie, avec les pompes SDR associees a une forte résistance et les pompes MDR
a une resistance plus faible. Elles se divisent en transporteurs ABC (utilisant I'ATP) et
transporteurs secondaires. (Alekshun et Levy, 2007 ; Allen et al., 2010 ; Nikaido, 2009).

4.4 Perméabilité réduite

La perméabilité réduite des bactéries Gram négatives limite la pénétration des antibiotiques,
contrairement aux bactéries Gram positives qui sont plus perméables. Les antibiotiques
hydrophiles pénétrent via des porines, et les hydrophobes a travers la couche phospholipidique.
Des mutations des porines peuvent conduire a une résistance, un mécanisme crucial chez P.
aeruginosa et Enterobacteriaceae, ainsi que chez les germes anaérobies, entérocoques, et
streptocoques pour les aminoglycosides (Alekshun et Levy, 2007 ; Muylaert et Mainil, 2012 ;
Nikaido, 2009).

4.5 Protection de la cible de I’antibiotique

La résistance par protection de la cible se manifeste avec les tétracyclines, quinolones et
fluoroquinolones (Figure 08). Les tétracyclines sont confrontées a huit protéines de protection
ribosomiale, tandis que les fluoroquinolones subissent une résistance subclinique due a des
genes plasmidiques. Ces protéines diminuent l'affinité des antibiotiques pour leurs cibles en

se liant aux topoisomérases (Robicsek et al., 2006 ; Cavaco et al., 2009).
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4.6 Piégeage de I’antibiotique

Les bactéries peuvent contrer un antibiotique en augmentant la production de sa cible ou en
produisant une autre molécule qui a une affinité pour l'antibiotique, réduisant ainsi son
efficacité. Des mutations chromosomiques entrainant une surproduction des cibles des
sulfamidés et du triméthoprime ont été observées chez diverses espéces bactériennes. Ce
mécanisme est également responsable d'une résistance réduite aux glycopeptides chez certaines

souches de S. aureus et a la tobramycine chez E. coli (Guardabassi et Courvalin, 2006).

Cette figure résume tous les mécanismes de résistance aux antibiotiques :
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Figure 07 : Différents mécanismes de résistance aux antibiotiques chez une bactérie
Gram négative (Guardabassi et Courvalin , 2006).
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Matériels et méthodes

Les présentes analyses ont eu lieu au niveau du laboratoire commun de physicochimie et
du laboratoire commun de microbiologie de la faculté des sciences biologiques et sciences
agronomiques de I’Université Mouloud MAMMERI Tizi-Ouzou, allant du 04 mars au 26
mai 2024.

I. Matériel et méthodes

. Matériel biologique

> Echantillon

Le présent travail a été réalisé sur un échantillon de miel de Thym récolté en Algérie dans
la région de Biskra, en mai 2023, tout en ignorant ses conditions de stockage . Il a été recueilli
par des apiculteurs et conservés au réfrigérateur (4°C) jusqu’a son analyse.

L’échantillon issu d’une plante portant son nom est représenté dans la figure suivante :

Figure 08 : Echantillon de miel de thym.
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I1. Analyses effectuees

Cinq analyses physicochimiques ont été effectuées sur I’échantillon de miel a savoir le pH,

I’acidité libre, la teneur en eau, le degré de Brix, le taux d’HMF, deux dosages phytochimique
a savoir les polyphénols et les flavonoides.

De plus, deux activités ont été réalisées respectivement ; I’activité antioxydante et I’activité

antimicrobienne sur cet échantillon.

La figure suivante résume les différentes analyses effectuées dans le présent travail :

Parameétres PH
Physico-chimiques

Acidité libre
Teneur en eau

Degré de Brix

Miel de ME
thym
> Dosages ,
Phytochimiques [—> " olyphenols
Flavonoides
Pouvoir anti- Test DPPH
—>
oxydant
Activité

antibactérienne

Figure 09 : Différentes analyses effectuées sur I’échantillon de miel.
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1.1 Analyses physico-chimiques
11.1.1 Potentiel d’hydrogéne (pH)

e Principe
La méthode du Codex Alimentarius (2001) permet d'évaluer le pH d'une solution de miel.

Pour cela, nous avons dissous 10 g de miel dans 75 ml d'eau distillée. La solution a ensuite
été homogeénéisée a l'aide d'un agitateur magnétique, apres quoi I'électrode du pH-metre a été

immergée dans la solution. Les mesures de pH ont été effectuées trois fois.

La figure dessous résume le protocole de mesure du pH de miel analysé :

10 g de miel

+

75 ml d’eau

Agitation
(Agitateur)

Mesure du
pH avec pH-
metre

Figure 10 : Protocole de mesure du pH des miels (Codex Alimentarius, 2001).

La valeur du PH est directement lue sur I’écran du PH-métre.
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11.1.2 Acidité libre

e Principe
Les échantillons de miel ont été évalués pour leur acidité libre en utilisant un pH-métre,

conformément au protocole décrit par Bogdanov (2009).

On a dissous 10g de miel dans 75ml d'eau distillée. L'électrode du pH métre a été plongée dans
la solution de miel apres avoir été agitée avec un agitateur magnétique, et le pH initial est affiché
directement sur I'écran de l'appareil.

Par la suite, on atitré la solution avec la solution de soude a4 0,1 N jusqu'a ce qu'elle atteigne
un pH neutre (pH=8,30-9) et on enregistre les quantités de NaOH utilisées a chaque fois. Les

mesures d'acidité ont été effectuées a trois reprises.

Les résultats sont exprimés en milliéquivalent par kilogramme de miel et I’acidité libre est

ensuite obtenue en suivant la formule ci-apres :

Acidité libre (milliéquivalents\kg de miel) = (1000xVxN) \M

Ou:

V : volume en ml de la soude a 0,1 N versé pour atteindre le pH équivalent.

N : Normalité de NaOH (0, 1 N).

M : Masse en grammes de Miel (10 g).
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10g de miel Ajout de NaOH Expression des

par résultats de
' R m—
fraction (0,1ml)

75 _ml_d',eau N (MEq\Kg)=(1000
distillée jusqua XV xN)\M

pH=8,3- 9

Figure 11 : Protocole de mesure de I’acidité libre (Bogdanov, 2009).
11.1.3 Teneur en eau

e Principe
La détermination de la teneur en eau se fait par mesure optique de I’indice de réfraction

(IR)du miel a 20°C a I’aide d’un refractométre.

Figure 12 : Réfractomeétre utilisé pour la mesure de I’indice de réfraction et le
degré de Brix.

Apres avoir homogénéise, on dépose une goutte de miel directement sur le prisme
du réfractometre préalablement nettoyé Par la suite, I'écran du réfractomeétre affiche

directement les valeurs de l'indice de réfraction.

La table de Chataway (Annexe I1) est utilisée pour obtenir le pourcentage de la teneur

en eau correspondant a I'indice de réfraction (Bogdanov, 1997).
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11.1.4 Degré de Brix (matiere séche)

e Principe
Le taux de la matiére seche est évalué par la méthode de réfractométrie. Le degré de

Brix s’affiche sur I’écran directement apres réglage de I’appareil a 20°C (Bogdanov, 1997).

Une goutte de miel est déposée directement aprés homogénéisation sur le prisme du

réfractométre préalablement nettoyé.

Enfin, la valeur du degré de Brix est directement lue sur I’écran du réfractometre

. Indice de
M'?I fioz Goutte de miel - réfraction
homogenéise déposé sur le Affichage des
etparfaitement orisme du résu Itoats a Degré de Brix
liquide (bain réfractometre 20°C
mari a 38°C) Teneur en eau

Figure 13 : Protocole de mesure de la teneur en eau et de I’indice de Brix (Bogdanov,
1997).
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11.1.5 Détermination des hydroxymethylfurfural (HFM)

e Principe
La détermination de la teneur en HFM dans le miel est basée sur la détermination de
I’absorbance de lasolution échantillon et celle de référence a deux longueurs d’onde différentes

(284 nm et 336nm) en utilisant un spectrophotometre UV-visible (Amri et al., 2007).

Une masse de 5g de miel a été dissoute dans un volume de 25ml d’eau distillée puis
transférée dans une fiole de 50ml. Un volume de 0,5ml de la solution de carrez |

(hexacyanoferrate de potassium a 15%) a été ajouté, puis mélanger avec la solution.

Un volume de 0,5 ml de la solution du carrez 1l (acétate de zinc a 30%) a été additionné et
mélangeé a la solution. Le mélange a ensuite été ajusté avec de 1’eau distillée jusqu’au trait de

jauge. Quelques gouttes d’éthanol ont été additionnées dans le but d’éliminer la mousse.

La solution a été filtrée par la suite, a ’aide du papier filtre. Aprés filtration les lere

dizaines du filtrat sont écartées.

Pipeter 5ml dans 2tubes a essaies :

- Dans le ler tube on a ajouté 5ml d’eau distillée (solution échantillon).

- Dans le 2eme tube on a jouté 5ml de la solution métabisulfite de sodium
(0,2%) (solution référence).

L’ensemble a été homogénéiseé et laissé au repos pendant 1h a I’abri de la lumiere.

Tableau Il1 : Préparation de la solution aqueuse du miel (Amri et al., 2007).
Solution ajoutée au tube a Solution échantillon Solution référence
essai (Tube 01) (Tube 02)
Solution initiale de miel 5ml 5ml
Eau distillée 5ml oml
Solution métabisulfite de 0 mi 5ml
Sodium

27



Matériels et méthodes

La lecture de I’absorbance de la solution échantillon et celle de référence se fait a I’aide

d’unspectrophotométre UV-visible a deux longueurs d’onde (284nm et 336nm).

Si la valeur de I’absorbance a 284nm dépasse 0,6nm on procede a la dilution de la solution

échantillon avec de I’eau distillée et la solution de référence avec le métabisulfite de sodium.

La teneur en HFM est donnée par 1’équation suivante :

HMF (mg\kg) = (A284-A336) x149, 7x5xD\M

Ou:

D : Facteur de dilution (lorsque I’absorbance dépasse 0,6 on procede a la dilution soit avec
I’eau distillée lorsque c’est la solution échantillon, ou le métabisulfite de sodium lorsqu’il

s’agit de la solution référence).
M : Masse de I’échantillon de miel.
A284 et A336 : Absorbance respectives a 284nm et a 336nm.

149,7 : Constante.
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Ajuster le
volume jusqu'a
5g de miel Ajouter Ajouter 50ml
N 0,5ml de la 0,5ml de la
solution du solution du +
25ml d'eau carrez | carrez Il Ajout de gouttes
distillée dans + + d'éthanol pour
une fiole de éliminer la
50mi Agitation Agitation mousse
Filtrer par papier filtre
en jetant les leres
dizaines du filtrat
Lecture au . 5ml de la
spectrophotometre solution filtrée + 5ml

a 284nm puis a 336nm

(Des deux solutions)

HMF (mg\kg) = (A284-A336) X149, 7X5XD\M

d'eau distillée (Solution
échantillon)

. 5mlde la
solution filtrée +5ml de
métabisulfite de sodium
(0,2%)

(Solution réference)

Figure 14 : Protocole de dosage des HydroxyMethylFurfural (HMF) (Amri et al., 2007).
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11.1.6 Dosage des composés phénoliques du miel

e Principe
La teneur en polyphénols totaux de I’échantillons de miel a été déterminée selon la méthode

décrite par (Escuredo et al., 2013) en employant le réactif de Folin- Ciocalteu.

Un volume de 1ml du Folin-ciocalteu et un volume de 10ml d’eau distillée ont été additionnés
a 1ml de la solution de miel (0,1 g\ml). Aprés agitation et un repos de 2min, un volume de
4mlde la solution de carbonate de sodium (Na>.CO3) a 7,5% a été introduit au mélange et puis

le volume final a été ajusté a 25ml avec de 1’eau distillée.

Le mélange est incubé a I’abri de la lumiere pendant 1h. L’absorbance a été mesurée a 765nm

a ’aide d’un spectrophotometre.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle en respectant les mémes conditions
expérimentales que 1’échantillon, en employant 1’acide gallique (Annexe 111). La
concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique. Elle est exprimée en mg équivalent d’acide

gallique par 100 g de miel (mg EAG\100 g de miel).

1ml de solution de miel Ajout de 4ml de
Na.COz puis ajuster

N - .
Agitation puis repos jusqu'a 25ml avec

1ml du Folin ciocalteu pendant 2min N
de I'eau distillée

+

10ml d'eau distillée.

Agitation puis
incubation a I'abri de
la lumiére pendant
1h.

Mesurer I'absorbance a
765nm.

Figure 15 : Protocole de dosage des polyphénols totaux (Escuredo et al., 2013) .
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11.1.7 Dosage des flavonoides

e Principe

Le contenu total en flavonoides a été détermine en utilisant une méthode décrite par
(Arvouet-Grand et al.,1994).

Dix gramme de miel a été dilué dans 30 ml d'eau distillée. Un total de 0,5 ml de trichlorure
d'aluminium (AICIz a 2 %) a été ajouté a 2 ml de solution de miel (0,33 g/ml), et le volume a
été complété avec de I'eau distillée jusqu'a atteindre 25 ml. L'absorbance a été mesurée apres
incubation pendant 30 minutes dans 'obscurité, ensuite ’absorbance a été mesurer en utilisant

un spectrophotometre UV-VIS a 425 nm.

Une courbe d'étalonnage a été obtenue en utilisant différentes concentrations de solution
de quercétine (0,01 mg/ml) comme étalon de référence (Annexe IV). Les résultats ont été

exprimes en mg d'équivalents de quercétine pour 100 g de miel.

10g de miel
+ Ajout de 0.5 mi Ajustement
, d’AlClz Dans 2 jusqu’a 25 ml
30(?'—1"1,63“ ml de solution avec de 1’eau
istillee de miel distillé
Agitation
Mesure de +
I’absorbance a Incubation
425 nm pendant 30 min

dans I’obscurité

Figure 16 : Protocole de dosage des Flavonoides (Arvouet- Grand et al.,1994).
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11.1.8 Détermination de I’activité antioxydante (Test de DPPH)

e Principe
L’échantillon de miel a été testé pour son activité antioxydante. Cette derniere est

déterminée par la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical DPPH.

L’activité antioxydante est évaluée par ’activité anti-radicalaire au radical DPPH (2,2-
diphénylpicrylhydrazyl). Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des
antioxydants présents dans I’échantillon de miel a neutraliser le DPPH (radical libre) (Caravet
et al., 2009).

Les antioxydants réduisent le DPPH ayant une couleur violette en un composé jaune, le
diphenylpicrylhydrazine, en lui transférant des €lectrons ou des protons. L’intensité de la
couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le miel
(Gadaw et al., 1997).

Le pouvoir anti-radicalaire par la neutralisation du radical DPPH de I’extrait est évalué selon
laméthode décrite par (Brand et al., 1995).

Une quantité de 1 g d’échantillon de miel est dissoute dans un volume de 10 ml de
méthanol.Une solution de 0,3 ml de miel a été mélangée avec 2,7 ml de la solution du
DPPH (0,002 g DPPH dans 100 ml de méthanol) illustrée dans la Figure ci-apres :

Figure 17 : Image représentative de la solution du DPPH préparée.
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Notre solution préparée a été mise a 1’abri de la lumiere pendant 30min puis 1’absorbance

a été mesurée a 517nm.

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé suivant la formule ci- dessous :

1%= [(Ab-Aa) / (Ab)] x 100

1% : Pourcentage de I’activité anti-radicalaire.

Ab : Absorbance du témoin (solution du DPPH).

Aa : Absorbance de 1’échantillon de miel.

0,3ml de la
solution du miel Incubation a Mesure de
+ l'obscurité I'absorbance a
pendant 30min 517 nm
2,7ml du DPPH

Figure 18 : Protocole de I’activité antioxydante (Caravet et al., 2009).
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11.2 Evaluation de Pactivité antimicrobienne

L’évaluation de 1’activité antimicrobienne in vitro d’échantillon de miel a été réalisée

par la méthode décrite par (Merah et al., 2010).

L’échantillon est testé sur six souches de référence regroupées dans le tableau ci-dessous :

Tableau IV : Souches bactériennes testées vis-a- vis de 1’échantillon de miel.

Groupe Souche Origine
bactérien
Gram positif - Staphylococcus aureus (Mu 50)

- Bacillus cereus (ATCC 14579)
Laboratoire

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) commun de
microbiologie.

Gram négatif
- Escherichia coli (ATCC 25922)

- Klebsiella pneumoniae (700603)

e Antibiotiques utilises

La sensibilité des souches bactériennes aux antibiotiques a été testée par la méthode de
I’antibiogramme. Les antibiotiques utilisés sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau V : Antibiotiques utilisés dans I’antibiogramme

Antibiotiques Forme Classe
Pénicilline (P10) Disque béta-lactamines
Gentamycine (CN30) Disque Aminosides
Vancomycine (50mg/ml) Liquide Glycopeptides
Imipenéme (100mg/ml) Liquide Carbapénémes
Céfazoline (100mg/ml) Liquide Céphalosporines
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e Milieu de culture

Le milieu Mueller-Hinton (MH) est largement utilise pour les tests de sensibilité
antimicrobienne, notamment les tests de diffusion en disque et les tests de CMI (concentration
minimale inhibitrice). Ce milieu est recommandé par diverses organisations telles que
'TEUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) et le CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) en raison de sa composition équilibrée qui
favorise la croissance des bactéries tout en minimisant l'interaction avec les antibiotiques,

permettant ainsi une évaluation précise de l'activité antimicrobienne.

11.2.1. Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes ont éte repiquées sur milieu gélose nutritive par la méthode des
striesserrées puis incubées a 37°C pendant 24h afin d’avoir une culture jeune en phase

exponentielle.

A partir de cette culture fraiche et pure de 24h, des colonies isolées sont raclees puis
additionnées a un volume de 9ml d’eau physiologique stérile dans le but d’avoir une

concentration cellulaire estimée a 108 UFC\ml, pour une absorbance de [0,08-0,1] & 625nm.

L’activité antimicrobienne du miel a été testée selon la méthode de diffusion a travers des

disques de papier whatman stériles.

11.2.2. Méthode de diffusion a travers des disques de papier wattman
(aromatogramme)

La technique de I'évaluation de I'activité antimicrobienne du miel utilise des disques de
papier Whatman (6 mm) imprégnés d'une concentration donnée du miel testé. Ces disques
sont déposes a la surface d'une gélose spécifique (Mueller-Hinton) coulée dans des boites de
Pétri uniformément ensemencées d'une suspension microbienne standardisée. Cette méthode
permet de mettre en évidence l'effet antimicrobien du miel sur la souche étudiée. Ainsi, la
souche sera qualifiée de sensible, trés sensible, extrémement sensible ou résistante (Amhis et
al., 2001).
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> Protocole expérimental

Apres standardisation, un volume moyen de 150 pl de la suspension bactérienne est préleve
puis étalé avec un écouvillon sur les milieux MH, en réalisant des stries serrées. Ensuite, un
disque de papier whatman stérile, imprégné d'environ 10 pl de la suspension de notre

échantillon (1 g de miel dans 10 mL de méthanol), est déposé.

Un contréle positif est établi en ensemencant les cing souches bactériennes dans cing boites
contenant un milieu Muller-Hinton a I’aide d’un écouvillon, en réalisant des stries serrées.
Parla suite, des disques d'antibiotiques et de papier whatman imprégnés de 10 pL de
solutions d’antibiotiques liquides sont déposés sur chacune des boites en fonction de la souche

ensemencée (deux répétitions ont été effectuees).

Un contrdle négatif est établi en plagant un disque de papier whatman imprégné de 10 puL
de méthanol sur toutes les souches ensemencees. Puis les boites sont mises au réfrigérateur a
4°C pendant environs 2h pour permettre la bonne diffusion des substances bioactives. Ensuite

elles sont incubées dans une étuve a 37°C pendant 24h.

La sensibilité bactérienne est déterminée par la mesure des diamétres de zones d’inhibition
autour des disques d’antibiotiques pour le témoin et les disques de papier whatman stériles

pour les échantillons de miel.

Le diamétre de chaque zone d’inhibition est mesuré en mm en se référant a 1’échelle de

I’estimation de I’activité antimicrobienne donnée par (Ponce et al.,2003) (Annexe V).

11.2.3 Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme la plus faible concentration
d'un échantillon capable d'inhiber la croissance des micro-organismes, en l'occurrence des

bactéries, aprés une période d'incubation de 18 a 24 heures (Andrews., 2001).
11.2.4 Préparation des combinaisons entre le miel de thym et les antibiotiques

La méthode utilisée pour évaluer I’activité antibactérienne de 1’association du miel avec
I’antibiotique est celle de diffusion sur milieu solide préconisée par Halawani (2009) et
Mandal et al., (2010).
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Trois combinaisons ont été effectués pour I'échantillon de miel (25%, 50%, 75%) en
I’associant avec des antibiotiques sous forme liquide pour obtenir un volume final de 400uL.

Elles sont illustrées dans le tableau et la figure ci- dessous :

Tableau VI : Préparation des combinaisons de miel avec les antibiotiques.

Combinaisons Volume de miel Volume d’antibiotiques
(ul) (ul)
25% 100 300
50% 200 200
75% 300 100

Miel a 25% Miel a 50%

Miel a 75%

Figure 19 : Préparation des combinaisons entre le miel de thym et les antibiotiques.

Aprés avoir ensemencé nos boftes de Pétri contenant un milieu Mueller-Hinton avec
les souches bactériennes a l'aide d'un écouvillon, nous déposons des disques de papier
Whatman stériles imprégnés de 10 pl de chaque combinaison réalisée (25%, 50%, 75%). Ces
boites sont ensuite placées au réfrigérateur a 4°C pendant 2 heures, suivies d'une incubation a
37°C pendant 24 heures.
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Aprés Dl'incubation de 24h une lecture a été faite comme site précédemment dans

I’aromatogramme.

Selon Molan (2001), il existe quatre effets antimicrobiens possibles lors de la combinaison

du miel avec des antibiotiques :

> Indifférent : (Effet (A+B)) = Effet A ou Effet B)
> Additif : (Effet (A+B)) = Effet A + Effet B)
» Synergique : (Effet (A+B)) > Effet A + Effet B)

» Antagoniste : (Effet (A+B)) < Effet A ou Effet B)
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111. Résultats et discussion

I11.1. Analyses physico-chimiques

» Caracteéristiques physico-chimiques

Les analyses physico-chimiques ont permis d'obtenir des résultats quantitatifs,
présentés sous forme de moyennes et d'écarts-types, afin d'évaluer la variabilité des paramétres
étudiés. Ces données ont été comparées a celles issues de la littérature scientifique portant sur
des miels de différentes origines géographiques et botaniques. De plus, une confrontation avec
les normes internationales du Codex Alimentarius a été réalisée afin d'évaluer la conformité
du miel analysé.

Le tableau ci-aprés résume les résultats obtenus concernant I’ensemble des

analyses physicochimiques réalisées.

Tableau VII : Parametres physico-chimiques du miel analysé

Echantillon PH Acidité  Teneur Indice HMF DPPH (%) Dosage
de Brix des
Meq/kg eneau (%) (mg polyphénols
(%) /KQ) mg GAE
/1009
Miel de thym 4,5 17+0,9 14,2 88,010, 33.08 72.58%0,2 61.03
0,3 0,6 00 0,7
Normes 3,5- <50 <20 45-60 40 <50
55

111.1.1 Potentiel d’hydrogéne (pH)

Le pH d'un miel est un indicateur de sa qualité, déterminé par la présence d'acides
ionisables (ions H+) et sa composition minérale. Il fournit des informations précieuses sur
son origine et sur sa capacité a résister a la dégradation pendant le stockage (Jeanne, 2005).
En effet, les miels de nectar ont tendance a avoir un pH plus bas (entre 3,3 et 4,0), tandis que
ceux de miellat ont un pH légerement plus élevé (entre 4,2 et 5,5) (Bogdanov et al., 1995).
Ainsi, des valeurs de pH en dehors de ces plages peuvent indiquer une dégradation
biochimique due a des conditions de récolte ou de conservation inadéquates (Yaiche et al.,
2014).

Dosage des
flavonoides

gQE
/1009

0.52
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La valeur de pH mesurée pour le miel analysé est de 4,5 + 0,3, ce qui est conforme a la
recommandation du Codex Alimentarius (2001). De plus, notre résultat est en étroite
corrélation avec ceux de Harbane et al., (2024) concernant les miels d’Algérie (3,5 a 5,1),
ainsi qu'avec ceux rapportés par Ouchemoukh (2007) qui se situent entre 3,43 et 4,49. En
outre, il est similaire aux résultats de Alqarni (2016) sur les miels d’ Arabie Saoudite, Abselami
et al., (2018) sur les miels du Maroc (3,53 & 4,94), Chakir et al., (2011) sur les mémes miels
(3,91 2 4,93), et Abdul-Rahman et al., (2016) sur les miels de la République du Yémen (3,83
a6,97).

Cependant, notre résultat difféere de celui de Shobham (2017) sur les miels de Telangana
(3,7a3,9). Enrevanche, il s'eloigne significativement de celui rapporté par Haderbache (2013)

pour les miels algeriens, qui a obtenu une valeur de 4,96 + 0,91 pour le miel de thym.

La diminution du pH est I'un des facteurs cruciaux qui inhibent la croissance des
microorganismes et contribuent a la stabilit¢é d’un miel. Cette baisse est attribuable a la
production d'acide gluconique par I'enzyme glucose oxydase lors de I'oxydation du glucose
(Baroni et al., 2009). De plus, méme au sein de la méme région, ces variations du pH peuvent
étre attribuees a la diversité de la flore butinée, a la sécrétion salivaire des abeilles et aux
processus enzymatiques et fermentatifs intervenant pendant la transformation de la matiére
premiére (Belhadj et al., 2015).

111.1.2 Acidité libre

L’acidité libre est un paramétre crucial pour évaluer la qualit¢é du miel. Elle est
déterminée par la présence d’acides organiques en équilibre avec les lactones, les esters
internes et certains ions inorganiques tels que les phosphates, les sulfates et les chlorures
(Gomes et al., 2010). Le Comité du Codex Alimentarius (2001) a fixé une limite maximale de
50,00 mEqg/kg pour I’acidité libre dans le miel, et affirme que des valeurs qui dépassent cette

limite indigue une fermentation des sucres en acides organiques.
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La valeur de I’acidité libre obtenue aprés I’analyse de notre échantillon est de 17 £ 0,9
meq/kg, ce qui implique que notre miel testé n'a pas dépassé la limite autorisée, donc il n’y a
pas de fermentation indésirable des sucres en acides organiques, ces résultats obtenus se
rapprochent de celles trouvées par Abselami et al., (2017) sur les miels de I'est du Maroc, qui
ont enregistré une acidité libre entre 5,77 et 19,47 mEq/kg, ainsi que de celles de Benkhoucha
et al., (2020), concernant d’autres types du miel comme le jujubier algériens, les valeurs étaient
comprises entre 9,21 et 23 mEqg/kg.

En effet, contrairement a 1’étude d’Alqarni et al., (2016) qui a révélé des valeurs d’acidité
libre supérieures a 50 meq/kg, cela peut étre un indice d’une fermentation par des levures
osmotiques, selon Ajlouni et al., (2010). Au cours de cette fermentation, le glucose et le fructose
sont convertis en alcool. Ce dernier est ensuite hydrolysé en présence d’oxygene et transformé

en acide acétique, contribuant ainsi a ’augmentation de I’acidité libre (Ajlouni et al., 2010).

111.1.3 Teneur en eau (Humidité)

La teneur en eau est une caractéristique essentielle du miel, régulée par des normes
internationales comme le Codex Alimentarius. Elle est cruciale pour évaluer le degré de
maturité et la stabilité biochimique du miel, notamment en termes de fermentation et de
cristallisation pendant le stockage. En utilisant des valeurs de l'indice de réfraction obtenues
par réfractométre et la table Chataway, il est possible de déterminer les teneurs en eau pour
chaque type de miel. Cette teneur en eau joue un role clé dans la conservation du miel, car une
augmentation peut entrainer sa fermentation et la perte de sa qualité. Elle dépend de divers
facteurs tels que les conditions météorologiques, ’humidité dans la ruche et les conditions de

récolte (Delphine, 2010 ; Fahim et al., 2014 ; Kucuk et al., 2007).

La valeur de la teneur en eau de notre miel analysé était de 14,2 + 0,6%. Ce résultat est
inférieur a la limite de 20% établie par la Commission Européenne (2002) et le Codex
Alimentarius (2001). Le résultat obtenu est similaire a ceux de Harbane et al., (2024) sur
différents miels d’Algérie (13% a 23%), ainsi qu'a ceux de Makhloufi et al., (2010) sur les
miels de I’ Algérie (13,9% a 20,2%), mais inférieur a ceux rapportés par Can et al. (2015) sur
les miels de la Turquie (16% a 20%).
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En revanche, I'étude d'Azonwade et al., (2018) sur les miels du Bénin a révélé des valeurs
inférieures, allant de 12,1 a 13,2%. Les résultats d’Abselami et al., (2018) (15,39 a 19,37%)
ainsi que ceux rapportés par Bettar et al., (2015) sur les miels du Maroc (15,80 a 21,70%) sont
superieurs aux notres, mais ils sont inclus dans l'intervalle obtenu par Kazimir et al. (2018) sur
les miels de Serbie (14,00 & 19,22%).

Selon Ouchemoukh (2016), la teneur en eau du miel dépend des conditions
environnementales, de 1’origine florale et de la période de récolte. Elle peut varier d'une année

a une autre, ce qui explique les différences observées entre les miels.

111.1.4 Matiére séche (degré de Brix)

Le miel est principalement constitué de glucides, exprimes en degrés Brix. Ce paramétre
est étroitement lié a la quantité de sucres présents dans le miel, ce qui en fait un indicateur
essentiel de son authenticité. La composition en glucides du miel est influencée par I’origine
botanique des plantes a partir desquelles le nectar ou le miellat ont été récoltés, ainsi que par
I’environnement, le climat et les conditions de stockage (Conti et al., 2014 ; Habib et al., 2014
; Ouchemoukh et al., 2012).

La teneur en glucides de I’échantillon analysé, était de 88,01 = 0,8%. Cette valeur dépasse
I’intervalle établi par le Codex Alimentarius (2001) et se rapproche des valeurs observées pour
les miels du centre de 1’ Algérie (80,17 a 84,73%) rapportées par Zerrouk et al., (2011). Elle est
également similaire a celles des miels indiens (77,95 a 80,02%) etudiés par Kumar et al., (2018),
aussi ceux des régions arides des Emirats Arabes Unis (77,90 a 83%) selon Habib et al., (2014),

ainsi que des miels irlandais (65,42 a 85,42%) analysés par Kavanagh et al., (2019).

En revanche, notre résultat est énormément supérieur a ceux des miels du Bangladesh
(42,8 a 60,6 %) rapportés par Islam et al., (2012) ainsi qu'a ceux des miels malaisiens (55,33 a
64,93%) rapportés par Moniruzzaman et al., (2013). Cette Iégere différence constatée peut étre
expliquée par le phénomeéne de transglycosylation qui se produit pendant le stockage (Pascoal
et al., 2013).

42



Résultats et discussion

111.1.5 Teneur en hydroxymethylfurfural (HMF)

L’hydroxyméthylfurfural (HMF) est un indicateur important de la fraicheur et du
traitement thermique du miel. Cette molécule se forme au fil du temps lors du vieillissement du
miel, et sa production est accélérée lorsque le miel est chauffé ou s’il est trés acide (Pita-calvo
et Vazquez, 2017).En ce qui concerne les limites réglementaires, le Codex Alimentarius a établi
une limite de 40 mg/kg pour ’HMF dans le miel, sauf pour les miels provenant de régions a
températures tropicales (limite de 80 mg/kg) et les miels a faible activité enzymatique (limite
de 15 mg/kg).

L’analyse de I’échantillon de miel a révélé une teneur en HMF de 33,08 + 0,07 mg/kg.
Cette valeur est inférieure a la limite fixée par le Codex Alimentarius (2001). Bien que notre
miel date de ’année précédente (mai 2023) et que les conditions de stockage soient inconnues,
notre résultat se situe dans I’intervalle rapporté par différentes études. Par exemple, Yaiche et
al., (2014) ont signalé des valeurs allant de 1,64 a 76,34 mg/kg pour les miels d’Algérie, tandis
que Belhaj et al., (2015) ont trouvé des valeurs de 3,87 a 100 mg/kg pour les miels du Maroc.
De méme, Algarni et al., (2016) ont rapporte des teneurs allant de 2,21 a 229,6 mg/kg.

Notre résultat differe des études menées par Khalil et al., (2012) sur les miels algériens
(15,23 a 24,21 mg/kg) ainsi que de ceux trouves par Matovic et al., (2017) pour les miels du
Maroc (2,20 a 25,93 mg/kg). De plus, il se distingue de I’étude de Boussaid et al., (2018) sur
les miels de Tunisie (12,07 a 25,49 mg/kg). Cependant, il est inclus dans I’intervalle rapporté
par Abdulaziz (2012) pour les miels de I’ Arabie saoudite (2,21 a 168 mg/kg) et par Habib et al.,
(2014) pour les miels des régions arides (0,17 mg/kg a 79,26 mg/kg).

L’¢tude menée par Ouchemoukh (2012) confirme que la formation d’HMF est rapide

lorsque les miels sont acides.
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111.1.6 Dosages phyto-chimiques
111.1.6.1 Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols dans le miel sont des composés bioactifs reconnus pour leurs propriétés
antioxydantes et antimicrobiennes, contribuant a la qualité et aux bienfaits du miel pour la santé
(Alvarez-Suarez et al., 2020).

La valeur des polyphénols totaux obtenue est de 61,03+1,42 mg GAE/100 g de miel. Sime
et al., (2015) ont observé que les miels de teinte rouge foncé contiennent généralement une
concentration plus élevée de composés phénoliques totaux par rapport aux miels jaunatres
clairs, tandis que les miels de teinte blanchatre ont une teneur phénolique plus faible. Notre
étude confirme cette tendance : notre échantillon, de couleur marron clair, présente une

concentration moyenne en composes phénoliques.

Notre résultat se rapproche de ceux rapportés par Harbane et al., (2024), qui oscillent entre
19,7 et 464,1 mg GAE/100 g, bien qu'il soit inférieur a ceux rapportes par Ouchemoukh et al.,
(2016), variant de 90 a 318 mg GAE/100 g. Il est également inférieur aux valeurs rapportées
par Liben et al., (2018) pour les miels d'Ethiopie, allant de 45,4 & 73,5 mg GAE/100 g.

L'étude de Saba et al., (2011) a démontré que les teneurs en composés phénoliques varient
en fonction de la localisation géographique des différentes origines florales. Cette variation peut
aussi étre due aux procédures et techniques de conservation. Le climat, particulierement dans
une région semi-aride caractérisée par des températures élevées, pourrait également jouer un
réle dans la variation des teneurs en polyphénols totaux. De plus, les polyphénols seraient plus
disponibles dans les plantes en saison des pluies qu'en saison seche, ce qui explique la valeur
moyenne obtenue pour notre échantillon de miel récolté au printemps, dans le nord-sud algérien
(Azonwade et al., 2017).
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111.1.6.2 Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides dans le miel sont des composés phytochimiques ayant des effets
antioxydants et anti-inflammatoires, contribuant aux propriétés thérapeutiques du miel
(Pasupuleti, 2020).

La teneur en flavonoides totaux que nous avons obtenue, soit 0,52 + 0,2 mg GAE/100 g de
miel, est similaire a celle rapportée par Harbane et al., (2024), qui a enregistré des taux de
flavonoides allant de 0,3 a 11 mg EQ/100 g, Cependant, notre résultat est inférieur a ceux
rapportés par d’autres études. Par exemple, Yolanda et al., (2011) ont trouvé des teneurs en
flavonoides variant entre 29,5 et 187,08 mg EQ/100 g dans les miels du Mexique, Diafat et al.,
(2017) ont rapporté des quantités en flavonoides qui oscillent entre 10.48 et 93.86 mg EQ/100g
pour quelques miels algeriens de la région de Bordj Bou Arreridj .Pham et al., (2022) ont
enregistré des teneurs en flavonoides qui varient entre 9,79 et 75,54 mg EQ/100g pour les miels

vietnamiens de différentes origines botaniques.

En revanche, notre résultat est legérement inférieur a celui rapporté par Yayini et al.,
(2022), qui ont trouvé des teneurs en flavonoides comprises entre 0,71 et 5,80 mg EQ /100 g
pour les échantillons de miel de I’Ethiopie. En fin, La concentration en flavonoides présente dans
le miel varie en fonction de plusieurs facteurs tels que la source florale, la région géographique,

la saison et le site de collecte (Cesksteryté et al., 2006).

I11.1.7 Détermination de I’activité antioxydante par le radical DPPH

Le radical DPPH est un composeé chimique utilisé pour évaluer la capacité antioxydante des
substances en mesurant leur capacité a neutraliser les radicaux libres (Molyneux, 2020). Notre
miel a présenté un pouvoir antioxydant qui est d’une valeur de 72,58% =+ 0,2, ceci étant di a la

composition de ce dernier en polyphénols totaux (61,03 + 1,42 mg GAE/100 g de miel).
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Cependant, De-melo et al., (2018) ont rapporté des valeurs similaires a notre résultat sur
les miels du Maroc, variant de 10,00% a 110%. De méme, notre résultat est trés proche de
ceux rapportés par Harbane et al., (2024) sur les miels algériens, qui oscillent entre 3,0 et 87%.
En revanche, il est supérieur a ceux obtenus par Oliveira (2017) sur les miels du Brésil, dont
les valeurs varient de 25,39% a 51,44%.

L'étude de Bouyahya et al., (2017) a démontré que les composés phénoliques ont une
implication linéaire dans l'activité antioxydante. Cette observation est appuyée par les résultats
d'une recherche menée par Al-Mamary et al., (2002), qui ont établi que I'activité antioxydante
de divers types de miel provenant de différentes régions dépend principalement de leur teneur
en composés phénoliques. Notre propre étude sur I'activité antioxydante du miel a également
abouti a cette conclusion. Enfin, le potentiel antioxydant d’un miel ne dépend pas seulement
de son contenu en composés phénoliques, mais aussi d'autres composés chimiques,

notamment les enzymes (Bouyahya,2016).

IIL.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne

Cette évaluation repose sur la mesure des diametres des zones d'inhibition (en mm) des
différentes concentrations de 1I’échantillon de miel sur un milieu solide autour de chaque

disque, a l'aide d'une regle.

Les résultats pour les différentes souches testées sont résumés dans les tableaux suivants,

incluant les diametres des disques d'antibiotiques.
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Tableau VIII : Diamétres des zones d’inhibitions de I’activité des antibiotiques vis-a-vis

des souches bactériennes testées

Souche bactérienne

E.coli

P.aeruginosa

S.aureus

K.pneumoniae

B.cereus

ATB

Pénicilline
Gentamycine
Vancomycine

Céfazoline

Imipeneme

Pénicilline
Gentamycine
Vancomycine

Céfazoline

Imipenéme

Penicilline
Gentamycine
Vancomycine

Céfazoline

Imipenéme

Pénicilline
Gentamycine
Vancomycine

Céfazoline

Imipenéme

Pénicilline
Gentamycine
Vancomycine

Céfazoline

Imipenéme

Résultat
(mm)
8,5mmz=0,7
23mm+2,8
11,5mm=+1.8
39mm=4.2
37mmzt1
06mm=0.00
15mm=0,00
8.5mm=0,5
8mm=0,00
25mm=0.00
06mm=0.00
31mm#+1,41
23mmz=0,00
9.5mm=2.00
37mm=0.00

06mm=0.00
12.5mm+0.5
24.5mm=0,5
29.5mmz+3.5
34mm=0.00
18mm=+1.00
24mm=0.5
40mmz=1.5
49.5mm=2.1
06mm=0.00

Les diametres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des zones d’inhibition.
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Tableau IX : Diamétres des zones d’inhibitions du méthanol vis-a-vis des souches
bactériennes testées.

Souche Résultats
bactérienne Témoin négatif (mm)
E.coli 13mmz=1.5
P.aeruginosa 08mm=0.00
Méthanol
S.aureus 06 mm=0.00
K.pneumoniae 06mm=0.00
B.cereus 06mm +0.00

Les diametres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des zones d’inhibition.

Le Tableau X présente un récapitulatif des différentes combinaisons testées entre
I'échantillon de miel de thym et trois antibiotiques : la céfazoline, I'imipéneme et la
vancomycine. Pour chaque antibiotique, trois concentrations différentes ont été étudiees en

combinaison avec le miel de thym. Les concentrations testées sont les suivantes :

e Miel a 25% + Antibiotique a 75% : Cette combinaison explore I'effet d'une faible
concentration de miel associée a une concentration élevée de I'antibiotique.

e Miel a 50% + Antibiotique a 50% : Ici, les concentrations de miel et d'antibiotique
sont équilibrées, permettant de tester un effet synergique possible.

e Miel a 75% + Antibiotique a 25% : Cette derniére combinaison examine l'effet d'une

concentration élevée de miel associée a une faible concentration d'antibiotique.

L'objectif de ces tests est d'évaluer linteraction entre le miel de thym et chaque
antibiotique, en fonction des différentes concentrations utilisées. Les résultats obtenus
permettront de mieux comprendre I'effet combiné du miel de thym et des antibiotiques sur

les activités antibactériennes
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Tableau X : Diamétres des zones d’inhibitions de 1’effet du miel en combinaisons avec les
antibiotiques vis-a-vis des souches bactériennes testées.

Echantillon Miel et vancomycine Miel et céfazoline Miel et Miel
(mm) (mm) imipenéme (mm) pur
Concentrations (o0} C1l C2 Co C1 C2 Co C1 C2 C3
E.coli 14+3 16+0 6+0,0 41+0 2910 40+ 6+0, 60,0 8+0, 260,
0 D ,0 3 0 0 0
P.aeruginosa 8+0, 130 11+ 10+1 12+1 12+ 9+ 18 10+0 60,0
0 5 0,0 4 1,5 1 +1 ,6
S.aureus 10+1 30+0 28+ 29+0 37+1 49+ 6+0, 12 6+0,0 6+0,0
5 ,0 0,0 5 4 1,4 0 +2
K.pneumoniae 150 142 15+ 2520 230 28+ 60, 8+ 6x0,0 131,
IS 2 1,4 ,0 ,0 0,0 0 0,5 4
B.cereus 2610 30+2 31+ 27+3 3142 26+ 6+0, 6+0,0 60,0 11+0,
8 ,8 0,0 ,0 2,4 0 0

NB : Le diametre de disque de papier Wattman est inclus dans les mesures.

mm : Unité de mesure en millimetre.

Concentrations des combinaisons de miel testés avec les antibiotiques :
CO0 : 25% de miel de thym et 75% d’antibiotiques.

C1: 50% de miel de thym et 50% d’antibiotiques.

C2 : 75% de miel de thym et 25% d’antibiotiques.

C3: Miel pur.
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Selon les données du Tableau X 1’échantillon du miel a présenté un effet varié¢ sur les
souches testés. Les zones d'inhibition présentent une variabilité en fonction des effets
antimicrobiens lors de la combinaison du miel avec des antibiotiques et la souche microbienne
specifique, ce qui suggere un large spectre d'action antibactérien pour le miel de thym. Cette
diversité d'action peut étre attribuée a plusieurs facteurs, notamment l'acidité, l'osmolarité, le

peroxyde d'hydrogene et les composés phénoliques Molan (2001).

De plus, plusieurs recherches antérieures ont confirmé l'action antimicrobienne du miel
de thym .Par exemple, Boukrad et al., (2013) ont montré que le miel de thym posséde des
propriétés bactéricides significatives contre Staphylococcus aureus, attribuées a sa haute
teneur en composés phénoliques. Kwakman et al., (2010) ont également observé une
inhibition de la croissance de Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae méme a des
concentrations relativement faibles. Enfin, Alvarez-Suarez et al., (2014) ont suggéré que le
miel de thym pourrait étre utilisé comme alternative aux antibiotiques, en raison de la
résistance croissante des bactéries aux traitements traditionnels.

111.2.1 Sensibilités des souches bactériennes vis-a-vis du miel utilisé

Les figures suivantes illustrent I'effet antibactérien du miel pur sur les cing souches
bactériennes testées :

Figure 20 : Effet antibactérien du miel pur sur
Escherichia coli. Pseudomonas aeruginosa.

Figure 21 : Effet antibactérien du miel pur sur
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Figure 22 : Effet antibactérien du miel pur Figure 23 : Effet antibactérien du miel pur
sur Staphylococcus aureus. sur Klebsiella pneumoniae.

Figure 24 : Effet antibactérien du miel pur sur
Bacillus cereus.

Selon I’échelle de I’estimation de I’activité antimicrobienne et d’apres nos résultats, nous
observons que Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus sont insensibles a
I’échantillon de miel pur qui a montré aucune zone d’inhibition. En revanche, Klebsiella
pneumoniae et Bacillus cereus montrent une sensibilité modérée, tandis qu'Escherichia coli

présente une sensibilité extréme.
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Ces différences de sensibilité peuvent s'expliquer par plusieurs facteurs intrinséques aux
caracteristiques des bactéries et par les propriétés physico-chimiques du miel. D’un point de
vue structural, Pseudomonas aeruginosa est une bactérie & Gram négatif, connue pour la
robustesse de sa paroi cellulaire, qui est souvent moins perméable aux agents antimicrobiens.
Cette paroi complexe, composée d'une membrane externe riche en lipopolysaccharides, agit
comme une barriere physique, réduisant ainsi l'efficacité du miel (Livermore,2002).
Staphylococcus aureus, quant a elle, est une bactérie a Gram positif, mais sa capacité a former
des biofilms et a résister a divers agents antimicrobiens pourrait expliquer son insensibilité au
miel de thym (Otto, 2013).

En revanche, la sensibilitté modérée observée chez Klebsiella pneumoniae avec un
diamétre de zone d’inhibition de 13£1.41 et 11+0.00 chez Bacillus cereus (bactérie a Gram
positif) pourrait étre due a des différences dans la perméabilité de leurs parois cellulaires ou a
une variation dans l'expression des mécanismes de résistance. Escherichia coli, une autre
bactérie a Gram négatif, a montré une sensibilité extréme avec un diameétre egal a 26+0.00, ce
qui peut paraitre paradoxal. Cependant, des études antérieures ont suggeré que certaines
souches d’E. coli possédent des altérations spécifiques dans leur membrane externe, qui les
rendent plus vulnérables aux effets des substances antimicrobiennes contenues dans le miel de
thym (Chung et Wong, 2011).

Les propriétés spécifiques de notre miel, telles que sa forte concentration en composés
phénoliques, joue un réle crucial dans son action antimicrobienne. Selon une étude de Molan
(1992), les composés phénoliques présents dans le miel peuvent déstabiliser les membranes
bactériennes et perturber leurs fonctions métaboliques essentielles. De plus, Al-Waili et al.,
(2011) ont démontré que l'efficacité du miel varie en fonction de la souche bactérienne, ce qui

corrobore nos observations (Kaper et al., 2004).

Ainsi, la variabilité de la sensibilité des souches bactériennes au miel de thym peut étre
attribuée a la complexité des interactions entre les composants bioactifs du miel et les

mécanismes de résistance propres a chaque espéce bactérienne (Molan, 2001).
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111.2.2 Sensibilités des souches bactériennes aux différentes combinaisons de miel et

d’antibiotiques

111.2.2.1 Miel a 25% et Antibiotiques a 75% :

Chez Eschirichia coli :

Figure 25 : Effet antibactérien des combinaisons du miel a 25% avec les antibiotiques a

75% sur Escherichia coli.

L'effet combiné avec la céfazoline, mesuré a 41+0,5 mm, est supérieur a I'effet du miel
seul (26£0,0 mm) et a I'effet de l'antibiotique seul (39+£0,0 mm). Cependant, cet effet combiné
est inférieur a la somme des effets individuels des deux agents, qui est de 65 mm (26 mm + 39
mm). Cette observation suggére que l'interaction entre le miel et lI'antibiotique produit un effet
additif. Autrement dit, l'effet observé lorsque les deux agents sont utilisés ensemble est le
résultat de la combinaison des effets individuels, sans augmentation significative de I'efficacité
au-dela de la simple addition des effets des deux agents pris séparément. En d'autres termes,
cette combinaison n'entraine pas un effet synergique mais plutdt une addition des effets

individuels.

Pour la vancomycine, le diametre de la zone d'inhibition obtenu en combinaison avec le
miel de thym était de 14 £ 3 mm, ce qui témoigne d'une diminution de I'effet comparé a la
somme des effets observés individuellement pour chaque agent. Cet effet antagoniste suggére

que la combinaison n'améliore pas l'efficacité antibactérienne.

En ce qui concerne l'association de I'imipenéme avec le miel de thym, aucune zone
d'inhibition n'a été observée, ce qui indique I'absence totale d'effet antibactérien pour cette
combinaison. Cela renforce I'hypothese d'un antagonisme marqué, ou l'interaction entre le miel

et I'imipeneme neutralise I'efficacité de chacun des agents.
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Chez Pseudomonas aeruginosa

Figure 26 : Effet antibactérien des combinaisons du miel & 25% avec les antibiotiques a

75% sur Pseudomonas aeruginosa.

L'effet combiné du miel et de la cefazoline, mesuré a 10 £ 1 mm, est légérement inférieur
a l'effet du miel seul (6 mm) et a celui de l'antibiotique seul (8 mm = 0,00 mm). Cependant,
cet effet combiné dépasse la somme des effets individuels des deux agents, qui est de 14 mm
(6 mm + 8 mm). Cette observation suggere une interaction synergique entre le miel et
I'antibiotique.

En revanche, pour la vancomycine, le diamétre de la zone d'inhibition en combinaison avec
le miel de thym est de 8 + 0,00 mm, ce qui represente une diminution par rapport a la somme
des effets observés individuellement pour le miel (6 mm) et la vancomycine (8,5 mm), soit
14,5 mm (8,5 mm + 6 mm). Cet effet antagoniste indique que la combinaison ne renforce pas
I'efficacité antibactérienne.

Quant a l'association de I'imipénéme avec le miel de thym, la zone d'inhibition obtenue est
de 9 £ 1 mm, ce qui est inférieur a la somme des effets individuels des deux agents, totalisant
31 mm (25 mm + 6 mm). Cela suggére un antagonisme marqué, ou l'interaction entre le miel

et I'imipéneme semble neutraliser I'efficacité de chacun des agents.
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Chez Staphylococcus aureus

Figure 27 : Effet antibactérien des combinaisons du miel & 25% avec les
antibiotiques a 75% sur Staphylococcus aureus.

L'effet synergique a été observé avec la céfazoline, ou l'association avec le miel de thym a
produit une zone d'inhibition de 29 £ 0,5 mm, supérieure a la somme des effets individuels.
Cependant, pour la vancomycine, I'effet combiné (10 + 1,5 mm) a été significativement réduit
par rapport aux effets observes séparément pour le miel (6 £ 0 mm) et lI'antibiotique (23 £ 0
mm), ce qui révele un antagonisme.

Aucun effet antibactérien n'a été détecté pour la combinaison miel-imipéneme, suggérant

que cette interaction neutralise I'efficacité des deux agents.

Chez Klebsiella Pneumoniae

Figure 28 : Effet antibactérien des combinaisons du miel a 25% avec les
antibiotiques a 75% sur Klebsiella pneumoniae.
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Dans le cas de Klebsiella pneumoniae, la céfazoline combinée avec le miel a donné une
zone d'inhibition de 25 + 0 mm, inférieure & la somme des effets observés séparément,
indiquant un antagonisme.

La méme tendance antagoniste a été constatée avec la vancomycine, ou l'effet combiné a
été réduit a 15 + 0,5 mm. Pour l'imipéneme, aucune zone d'inhibition n'a été observeée,
confirmant que l'association avec le miel de thym annule I'efficacité antibactérienne des

deux agents.

Chez Bacillus cereus

Figure 29 : Effet antibactérien des combinaisons du miel a 25% avec les

antibiotiques a 75% sur Bacillus cereus.

L'association céfazoline-miel a produit une zone d'inhibition de 27 £ 3 mm, inférieure a

ce qui aurait eteé attendu en additionnant les effets individuels, indiquant un antagonisme.

Pour la vancomycine, une diminution similaire a été observée, avec une zone
d'inhibition de 26 £ 0,8 mm. Aucune inhibition n'a été détectée pour la combinaison miel-

imipéneme, ce qui suggere que I'imipéneme neutralise I'effet antibactérien du miel.
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111.2.2.2 Miel & 50% et Antibiotiques a 50% :

Chez Eschirichia coli :

Figure 30 : Effet antibactérien des combinaisons du miel a 50% avec les antibiotiques a
50% sur Escherichia coli.

L'effet combiné du miel de thym et de la céfazoline, mesuré par un diameétre de zone
d'inhibition de 29 + 0,0 mm, est inférieur a celui obtenu avec le miel ou avec I'antibiotique.
Cette observation indique une interaction antagoniste entre le miel de thym et la céfazoline,

réduisant I'efficacité antibactérienne lorsqu'ils sont utilisés ensemble.

En ce qui concerne la vancomycine, la combinaison avec le miel de thym génére une
zone d'inhibition de 16 + 0,0 mm. Bien que cette valeur soit inférieure a celle du miel (26
mm), elle dépasse légérement celle de la vancomycine seule (11,5 mm). Cependant, I'effet
combiné reste inférieur a la somme des effets individuels des deux agents (26 mm + 11,5

mm), ce qui suggere également un effet antagoniste plut6t qu'une synergie antibactérienne.

Enfin, l'association du miel de thym avec Il'imipénéme ne montre aucune zone
d'inhibition, ce qui indique un antagonisme prononcé. L'interaction entre le miel et
I'imipéneme semble neutraliser l'efficacité de chacun des agents, réduisant ainsi leur

potentiel antibactérien lorsqu'ils sont utilisés conjointement.
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Chez Pseudomonas aeruginosa :

Figure 31 : Effet antibactérien des combinaisons du miel a 50% avec les antibiotiques a 50% » sur
Pseudomonas aeruginosa.

Les résultats de cette configuration démontrent une synergie intéressante entre la
céfazoline et le miel dans l'inhibition de Pseudomonas aeruginosa. L'association de ces
deux agents a induit une zone d'inhibition significativement plus large que celle observée
avec chacun des produits utilisés seul, suggérant un effet de potentialisation mutuelle.

Des résultats similaires ont été obtenus avec la vancomycine, confirmant [l'effet
synergique du miel avec cet antibiotique. En revanche, l'association de I'imipéneme avec le
miel a montré un effet antagoniste. Bien que I'imipéneme seul ait inhibé la croissance
bactérienne, l'ajout de miel a réduit cette inhibition, suggérant une interference du miel avec

I'activité de cet antibiotique.

Chez Staphylococcus aureus :

Figure 32 : Effet antibactérien des combinaisons du miel & 50% avec les
antibiotiques a 50% sur Staphylococcus aureus.
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Les résultats observes avec Staphylococcus aureus confirment I'effet synergique observé
avec les autres souches bactériennes. En effet, la combinaison de céfazoline et de miel a
entrainé une augmentation significative de la zone d'inhibition, bien supérieure a la somme
des effets individuels de chaque agent. Cette synergie suggere une potentialisation de
I'activité antibiotique de la céfazoline en présence de miel

La vancomycine a également montré une synergie marquée avec le miel, renforcant ainsi
I'nypothese d'un effet bénéfiqgue de I'association de ces substances sur [l'activité
antibactérienne. En revanche, l'association de l'imipéneme avec le miel a conduit a une

diminution de l'activité antibactérienne, mettant en évidence un effet antagoniste.

Chez Klebsiella pneumoniae

Figure 33 : Effet antibactérien des combinaisons du miel a 50 % avec les

antibiotiques a 50% sur Staphylococcus aureus.

L’association de la céfazoline et du miel de thym révelent un effet antagoniste. La zone
d'inhibition observée pour cette combinaison est inférieure a celle attendue en additionnant
les effets individuels de chaque substance. Cela suggére que le miel de thym interfére avec

I'activité antibactérienne de la céfazoline.

De maniére similaire, I'association de la vancomycine et I’imipéneme avec le miel de thym
a entrainé une diminution de l'activité antibactérienne par rapport a ce qui était attendu. Ces
résultats confirment l'effet antagoniste du miel de thym avec ces antibiotiques sur la bactérie.
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Chez Bacilus cereus

Figure 34 : Effet antibactérien des combinaisons du miel & 50% avec les antibiotiques a
50% sur Bacillus cereus.

Les résultats obtenus avec les combinaisons céfazoline-miel, vancomycine-miel et
imipenéme-miel ont systématiquement montré une synergie négative, ou antagonisme. La
zone d'inhibition observée pour ces associations était inférieure a celle attendue en
additionnant les effets individuels de chaque substance. Ces résultats indiquent que le miel
interfere avec l'activité antibactérienne de ces trois antibiotiques, réduisant ainsi leur

efficacité.

111.2.2.3 Miel a 75% et Antibiotiques a 25% :

Chez Eschirichia coli :

Figure 35 : Effet antibactérien des combinaisons du miel a 75% avec les

antibiotiques a 25% sur Escherichia coli.

L'effet combiné du miel de thym et de la céfazoline révele un antagonisme. La zone
d'inhibition observée pour cette combinaison est significativement inférieure a celle attendue
en additionnant les effets individuels de chaque agent, suggérant une inhibition mutuelle de

leurs activités antibactériennes sur Escherichia coli.

60



Résultats et discussions

Plus visiblement encore, aucune zone d'inhibition n'a été détectée lors de l'association
vancomycine-miel de thym, indiquant une inactivation compléte de I'activité antibactérienne
de la vancomycine en présence de miel. Enfin, l'association imipénéme-miel de thym a
également montré un antagonisme prononcé, avec une zone d'inhibition nettement inférieure

a celle attendue.

Chez Pseudomonas aeruginosa :

Figure 36 : Effet antibactérien des combinaisons du miel a 75% avec les antibiotiques a

25% sur Pseudomonas aeruginosa.

Nos résultats démontrent une synergie marquée entre la céfazoline et le miel dans la lutte
contre Pseudomonas aeruginosa. L'association de ces deux agents a significativement
amplifié leur activité antibactérienne. Des resultats similaires ont été observés avec la
vancomycine. En revanche, une synergie négative a été constatée avec I'imipéneme, le miel

réduisant son efficacité.

Chez Staphylococcus aureus :

Figure 37 : Effet antibactérien des combinaisons du miel a 75 % avec les antibiotiques &

25% sur Staphylococcus aureus.
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L'étude de Staphylococcus aureus a mis en évidence une potentialisation significative de
I'activité antibiotique de la céfazoline en présence de miel de thym, se traduisant par une
augmentation notable de la zone d'inhibition. Cette synergie a également été observée avec
la vancomycine. En revanche, I'imipénéme a montré une inactivation complete en présence

de miel, suggérant un mécanisme d'interférence direct.

Chez Klebsiella pneumoniae :

Figure 38 : Effet antibactérien des combinaisons du miel a 75% avec les antibiotiques a
25% sur Klebsiella pneumoniae.

Nos résultats montrent que l'association de la céfazoline, de la vancomycine et de
I'imipéneme avec le miel de thym entraine un effet antagoniste significatif. Dans chaque cas,
l'activité antibactérienne de l'antibiotique est réduite en présence de miel, suggérant une

interférence avec son mécanisme d'action.

Chez Bacilus cereus :

Figure 39 : Effet antibactérien des combinaisons du miel a 75% avec les antibiotiques
a 25% sur Bacillus cereus.
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Nos résultats révelent une synergie négative entre le miel et les antibiotiques testés.
L'activité antibactérienne de la céfazoline, de la vancomycine et de I'imipéneme est inhibée

en présence de miel, suggérant un mécanisme d'interférence direct.

IV. Discussion des résultats

D’apres les résultats de D’activité antimicrobienne de la combinaison du miel et des

antibiotiques, les conclusions suivantes ont été tirées :

L'étude a montré que les effets des combinaisons de miel et d'antibiotiques varient en
fonction de la souche bactérienne et de la concentration de miel. Des effets additifs ont été
principalement observés avec la céfazoline contre Escherichia coli. Une synergie notable a
été constatée avec la céfazoline et la vancomycine contre Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus. Cependant, un antagonisme a dominé pour ces mémes antibiotiques
a des concentrations plus élevées de miel. Klebsiella pneumoniae et Bacillus cereus ont
montré des effets principalement antagonistes, ou le miel a souvent reduit I'efficacité des
antibiotiques. En résumé, les interactions entre le miel et les antibiotiques révelent une
tendance générale vers I'antagonisme, avec des exceptions selon la combinaison spécifique

et la concentration de miel.

V.1 Effets synergiques :

La combinaison du miel et de la céfazoline a montré un effet synergique dans certaines
études, ou la zone d'inhibition combinée était supérieure a celle attendue par la simple
addition des effets individuels (Ganal et al., 2014 ; Khalil et al., 2016). Cette potentialisation
peut étre attribuée a des mécanismes tels que la modulation de la perméabilité de la membrane

bactérienne par le miel, facilitant ainsi I'entrée de I'antibiotique.

De plus, nos résultats concordent avec I’étude menée par Jenkins et al., (2015), qui a
démontré que l'association du miel et de la céfazoline améliore significativement I'efficacité
antibactérienne contre des souches telles que Staphylococcus aureus. Les résultats ont montré
que cette combinaison réduit la concentration minimale inhibitrice (CMI) de la céfazoline,
suggeérant que le miel potentialise I'effet de l'antibiotique. Cette synergie est attribuée aux
propriétés uniques du miel, telles que sa teneur en peroxyde d'hydrogéne, qui peut augmenter

la permeabilité bactérienne et faciliter I'entrée de la céfazoline dans les cellules bactériennes.
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Par ailleurs, I'effet synergique du miel avec la vancomycine, observé dans notre étude, est
également soutenu par une recherche menée par Maddocks et al., (2012), qui a montré que
l'association du miel et de la vancomycine augmentait significativement [I'efficacité
antimicrobienne, réduisant la concentration minimale nécessaire pour inhiber la croissance
bactérienne. Cette combinaison a été particulierement efficace contre les souches de SARM
(Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline), ou le miel a potentialisé I'effet de la
vancomycine, probablement en perturbant la paroi cellulaire des bactéries et en facilitant
I'action de l'antibiotique. Ces résultats suggerent que l'utilisation combinée de miel et de
vancomycine pourrait offrir une stratégie alternative pour traiter les infections bactériennes
résistantes, réduisant ainsi la nécessité d'utiliser des doses élevées d'antibiotiques et

minimisant les risques de résistance.

IV.2. Effets antagonistes :

En revanche, nos résultats montrent un antagonisme marqué lorsque le miel est combiné
avec l'imipénéme, ce qui est en accord avec les observations d'autres études (Ghanem et al.,
2011). Cette interaction pourrait étre due aux sucres et aux composes phénoliques présents
dans le miel, qui peuvent former des complexes avec l'antibiotique, limitant ainsi son
efficacité (Jenkins et al., 2011).

L'antagonisme observe avec certaines combinaisons, comme le miel et la vancomycine
chez Klebsiella pneumoniae et Bacillus cereus, refléte les résultats de plusieurs études
montrant que le miel peut interférer avec I'action de certains antibiotiques (Khan et al., 2013
; Saleh et al., 2014). Les mécanismes possibles incluent des interactions avec les sites d'action
des antibiotiques ou des effets sur les mécanismes de résistance bactérienne. 1l est important
de noter que les bactéries Gram+ et Gram- different par la structure de leur paroi cellulaire,
ce qui peut influencer leur sensibilité au miel et aux antibiotiques. Par exemple, les bactéries
Gram- possedent une membrane externe supplémentaire qui peut limiter I'efficacité des

traitements, tandis que les Gram+ sont plus exposées.

De plus, I'imipeneme agit partiellement en générant des radicaux libres qui endommagent
les parois cellulaires des bactéries. Les propriétés antioxydantes du miel de thym pourraient
neutraliser ces radicaux libres, réduisant ainsi l'efficacité de I'imipenéme. Des recherches
antérieures ont montré que les composés antioxydants présents dans le miel peuvent
neutraliser les espéces réactives de l'oxygene (ERO) produites par certains antibiotiques,

comme le suggere I'étude d'Alvarez-Suarez et al., (2014).
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V. Analyses statistique

Les résultats ont été présentés sous forme de moyenne * écart-type afin d'évaluer les
variations entre les valeurs des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et leurs
répétitions. Une analyse de variance (ANOVA) a été conduite a l'aide du logiciel R pour
examiner les différences entre les résultats de CMI. Les tests de Shapiro-Wilk et de Kruskal-
Wallis ont été effectués pour évaluer la normalité des données et les différences entre les
groupes respectivement. Un seuil de significationde 5% (p-value<0.05) a été utilisé pour
toutes les analyses.

Pour renforcer la validité des résultats, une Analyse Factorielle des Correspondances
(AFC) a été réalisée pour examiner les relations entre les variables et les individus. Cette
approche permet une corrélation plus approfondie entre les différentes mesures et
caractéristiques étudiées, offrant ainsi une compréhension plus holistique des résultats

obtenus.

V.1 Analyse de la variance

Pour interpréter ces résultats statistiques, commencons par le test de normalité de Shapiro-
Wilk appliqué a la variable CMI (Concentration Minimale Inhibitrice). Le test montre un
faible p-value (p < 0,05), suggérant ainsi que la distribution des données de CMI n'est pas

normalement distribuée.

V.2 CMI en fonction de la souche

Ensuite, nous avons utilisé le test de Kruskal-Wallis pour évaluer les différences de CMI
en fonction de la Souche. Le résultat montre un p-value significatif (p = 0,01074), indiquant
des différences statistiguement significatives entre les souches testées. En analysant les
groupes, nous constatons que la CMI varie considérablement entre les souches, tels que
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa qui présentent des valeurs

significativement plus élevées que d'autres.

V.3 CMI en fonction des combinaisons entre le miel de thym et les antibiotiques

De méme, le test de Kruskal-Wallis appliqué a la variable Traitement (combinaisons)
révele des différences significatives (p < 0,05) de CMI entre les différents traitements testés.
Les groupes de traitements sont également différents les uns des autres en termes de valeurs

de CMI, certains traitements montrant des valeurs plus élevées que d'autres.
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V.4 CMI en fonction de ’interaction entre les antibiotiques et les souches

Enfin, ce test pour l'interaction entre les facteurs montre également des différences
significatives (p < 0,05) de CMI. Cela suggére que I'effet du traitement sur la CMI peut varier

en fonction de la souche ou d'autres facteurs d'interaction.

Ces résultats soulignent I'importance des variables telles que la souche et le traitement
dans ladétermination de la CMI. lls indiquent également que certaines souches peuvent étre
plus résistantesa certains traitements que d'autres, ce qui pourrait avoir des implications

importantes en termes de sélection et d'utilisation appropriée des agents antimicrobiens.

V.5. Analyse Factorielle des Correspondances (AFC)
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Figure 41 : Analyse Factorielle des Correspondances (AFC) de variables.

NB :
A ech : échantillon du miel de thym
AC : antibiotique Céfazoline
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AG : Antibiotique gentamicine

Al : Antibiotique imipenéme

AP : Antibiotique Pénicilline

AV : Antibiotique Vancomycine

KPN : Klebsiella pneumonia

M100 : Miel pur

M25C : Miel & 25% et céfazoline a 75%
M251 : Miel 25% et Imipenéme a 75%
M25V : Miel a 25% et Vancomycine a 75%
M50C : Miel a50% et céfazoline a 50%
M501 : Miel a 50% et Imipeneme a 50%
M50V : Miel a 50% et Vancomycine a 50%
M75C : Miel & 75% et cefazoline a 25%
M751 : Miel a 75% et Imipenéme a 25%
M75V : Miel a 75% et Vancomycine a 25%

Le graphique des individus permet d’étudier la relation entre les différents types
d’antibiotiquesen association avec différentes concentrations de miel, afin de déduire I’effet
antimicrobien contre différentes bacteries. Cela permet d’obtenir une analyse factorielle des

correspondances suivantes :
Bacillus cereus

Cette bacterie présente plusieurs points de conjonction positive. Cependant, elle est plus
étroitement liée a Dantibiotique vancomycine (AV) et & la pénicilline (AP) qu’aux
combinaisons du miel a 75% et vancomycine a 25% (M75V) et du miel a 50% et la
vancomycine a 50% (M50V). Cela signifie que ces antibiotiques sont susceptibles d’étre
efficaces contre cette bactérie. Elle est en quadrature avec les combinaisons du miel a 50% et
I’imipeneme a 50% (M50I), miel & 75% et I’imipeneme a 25% (M75I) et de miel a 25% et
I’imipeneme a 75% (M251). 1l est possible que I’imipenéme (Al) ne soit pas aussi efficace
contre Bacillus cereus. Cette derniére est en opposition avec 1’antibiogramme de céfazoline
(AC) et la combinaison miel 25% / vancomycine 75% (M25V), ce qui en déduit que ces

antibiotiques peuvent ne pas étre appropriés pour le traitement de cette bactérie.
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Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa

Ces bactéries présentent une conjonction positive avec les combinaisons du miel a 75%
et I’'imipeneme a 25% (M75I) et du miel a 25% et I’'imipenéme a 75% (M25l). Cela suggére
que l’imipenéme pourrait étre efficace contre ces bactéries. Elles sont également en
quadrature avec plusieurs autres combinaisons (miel a 50% / imipenéme 50% (M501), miel
50% / céfazoline 50% (M50C)), la gentamicine (AG) et I’échantillon dilué dans le méthanol
(Aech), ce qui indique que ces antibiotiques pourraient ne pas étre aussi efficaces contre ces
deux bactéries. En outre, elles sont en opposition avec I’'imipenéme (AI), la combinaison du
miel a 25% et de la céfazoline a 75% (M25C), et le miel pur (M100). Il est possible que cet

antibiotique et I’échantillon de miel pur ne conviennent pas au traitement.

e Klebsiella pneumoniae

Cette bacterie est positivement liée a la combinaison du miel a 25% / vancomycine a
75% (M25V) et a la céfazoline (AC). Cela implique que cette bactérie est réceptive a ces
combinaisons. Elle est en opposition avec la combinaison du miel a 75% et la vancomycine
a 25% (M75V), ce qui implique que cette derniére est inefficace contre cette bactérie. Par
ailleurs, elle est en quadrature avec les combinaisons miel 25% / imipenéme 75% (M251),
miel 75% / imipenéme 25% (M75]) et I’'imipenéme (Al), ce qui pourrait indiquer une certaine

résistance ou une réponse mitigée a ces traitements.
* Escherichia coli

Cette souche présente une conjonction positive avec la combinaison du miel a 25% et
de la vancomycine a 75% (M25C) et le miel pur (M100), avec un lien plus significatif que
les combinaisons miel 75% / céfazoline 25% (M75C) et I’antibiotique imipené¢me (Al). Cela
signifie qu’Escherichia coli est sensible a ces traitements. Elle est en quadrature avec la
céfazoline (AC) et la combinaison du miel a 25% et la vancomycine a 75% (M25V), ce qui
mene a constater que ces antibiotiques n’ont pas d’effet antimicrobien sur cette bactérie. Elle
est en opposition avec 1’échantillon (Aech), la combinaison miel 50% / céfazoline 50%
(M50C), les combinaisons miel / imipeneme (M25I, M501, M75I) et la gentamicine (AG),

donc tous ces traitements ne sont pas convenables comme antibactériens pour cette souche.

En synthése, I'analyse factorielle des correspondances a permis de visualiser les relations
entre différents types d'antibiotiques associés a différentes concentrations de miel, dans le but

d'évaluer leur effet antimicrobien sur différentes souches bactériennes.
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Ces conclusions soulignent la nécessité d'une sélection appropriée des traitements
antimicrobiens en fonction de la souche bactérienne ciblée, mettant en évidence les options

les plusprometteuses et identifiant celles qui pourraient étre moins efficaces ou inefficaces.
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Conclusion et perspectives

Le miel, en tant que substance naturelle, constitue une source fiable de principes actifs
reconnus pour leurs vertus thérapeutiques. Sa richesse en composeés bioactifs, notamment
flavonoides, acides phénoliques et enzymes, lui confére des propriétés antimicrobiennes,
antioxydantes et antiinflammatoires. Face a la montée des résistances bactériennes aux
antibiotiques, le miel est de plus en plus considéré comme une alternative thérapeutique

prometteuse et un complément potentiel dans les traitements antimicrobiens.

La présente étude a permis d'analyser les caractéristiques physico-chimiques d'un
échantillon de miel de thym, en se concentrant notamment sur son pH, son acidité libre, sa
teneur en eau, son degré de Brix, ainsi que son contenu en flavonoides et polyphénols.
L'activité antioxydante a été évaluée a l'aide du test DPPH. Les résultats obtenus se sont
conformés aux normes internationales du Codex Alimentarius, a I'exception du degré de Brix
(indiquant la matiére séche), qui s'est avéré supérieur aux exigences. Cette anomalie pourrait
étre attribuée a des conditions climatiques particuliéres de la région de Biskra favorisant une

concentration accrue des sucres.

L'activité antibactérienne du miel de thym a été examinée principalement par la méthode
de diffusion en milieu gélosé, permettant de mesurer les diametres des zones d'inhibition
autour des disques imprégnés de miel. Cela a permis de déterminer les effets bactériostatiques
ou bactéricides du miel. Une étude complémentaire portant sur la combinaison du miel avec
trois antibiotiques sous forme liquide (vancomycine, céfazoline et imipénéeme) a révéle un
effet synergique significatif contre Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus, ainsi

qu'un effet indifférent contre Bacillus cereus.

Plus précisément, la combinaison du miel avec la céfazoline et la vancomycine a montré
des effets synergiques importants a deux concentrations différentes : 50% de miel + 50%
d'antibiotique, et 75% de miel + 25% d'antibiotique, vis-a-vis de Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa. En revanche, la combinaison du miel avec I'imipéneme a produit
un effet antagoniste contre toutes les souches testées, sauf Bacillus cereus, ou un effet

indifférent a été observé avec une concentration de 25% de miel et 75% d'imipénéme.

Ces résultats suggérent que la combinaison du miel de thym provenant de la région de
Biskra, en Algérie, avec certains antibiotiques, présente un effet plus marqué que leurs

utilisations seules vis-a-vis les bactéries.
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Les résultats de cette étude ouvrent des perspectives intéressantes pour de futures
recherches. Afin d'approfondir la compréhension des propriétés antibactériennes du miel de

thym et de ses synergies avec les antibiotiques, plusieurs axes pourraient étre explorés :

> Evaluer lefficacité de ces combinaisons sur un panel plus large de souches

bactériennes, en particulier celles présentant des multirésistances aux antibiotiques.

» Comparer l'activité antibactérienne de différentes variétés de miel provenant de
diverses régions géographiques afin d'identifier les composés actifs spécifiques

responsables des synergies observées.

» Effectuer des études in vivo pour valider les résultats obtenus in vitro et évaluer

I'efficacité thérapeutique de ces combinaisons dans un organisme vivant.

En conclusion, bien que les résultats de cette étude soient prometteurs, ils ouvrent
également la voie a de nouvelles recherches visant a optimiser et a mieux comprendre les
combinaisons thérapeutiques de miel de thym et d'antibiotiques. Ces efforts sont cruciaux
pour développer des stratégies efficaces contre les infections résistantes aux traitements
conventionnels et représentent un pas important vers des solutions durables dans la lutte

contre l'antibiorésistance.
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Tableau | : Réactifs et solutions utilisés dans les analyses du miel

Réactifs

Protocole de preparation

Meétabisulfite de Sodium (0, 2%)

0,2 g de métabisulfite de sodium dissout dans I’eaudistillée en
rapportant le volume a 100 ml.

Solution Carrez | (15%)

15 g de KsFe (CN)s, dissout dans I’eau distillée en rapportant le
volume a 100 ml.

Solution Carrez 11 (30%)

30g de Zn (CH3COO ») dissout dans I’eau distillée en rapportant le
volume a 100 ml.

DPPH

0,002 g de DPPH dissout dans du méthanol en rapportant le
volume a 100 ml.

Carbonates de sodium (7, 5%)

7,5 g de NA>2CO3 dissout dans I’cau distillée en rapportant le
volume a 100 ml.

Acide gallique 0,01 g d’acide gallique dissout dans I’eau distillée en rapportant le
volume a 100 ml.
Quercetine 0.01 mg de quercétine dissout dans I’eau distillée en rapportant le

volume a 100 ml
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Tableau Il : Table de Chataway (1935)

Indice de Teneur en Indice de Teneur en Indice de Teneur en

réfraction eau (%) réfraction eau (%) réfraction eau (%)

(20°c) (20°c) (20°c)
1,5044 13,0 1,4935 17,2 1,4830 21,4
1,5038 13,2 1,4930 17,4 1,4825 21,6
1,5033 13,4 1,4925 17,6 1,4820 21,8
1,5028 13,6 1,4920 17,8 1,4815 22,0
1,5023 13,8 1,4915 18,0 1,4810 22,2
1,5018 14,0 1,4910 18,2 1,4805 22,4
1,5012 14,2 1,4905 18,4 1,4800 22,6
1,5007 14,4 1,4900 18,6 1,4795 22,8
1,5002 14,6 1,4895 18,8 1,4790 23,0
1,4997 14,8 1,4890 19,0 1,4785 23,2
1,4992 15,0 1,4885 19,2 1,4780 23,4
1,4987 15,2 1,4880 19,4 1,4775 23,6
1,4982 15,4 1,4875 19,6 1,4770 23,8
1,4976 15,6 1,4870 19,8 1,4765 24,0
1,4971 15,8 1,4865 20,0 1,4760 24,2
1,4966 16,0 1,4860 20,2 1,4755 24,4
1,4961 16,2 1,4855 20,4 1,4750 24,6
1,4956 16,4 1,4850 20,6 1,4745 24,8
1,4951 16,6 1,4845 20,8 1,4740 25,0
1,4946 16,8 1,4840 21,0
1,4940 17,0 1,4835 21,2
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Figure 02 : Courbe d’étalonnage des polyphénols

Tableau I11 : Préparation des dilutions de 1’acide gallique

[C](ng/ml) 10 | 20 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90 100

(@)

AC.gallique 0 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900 | 1000
(ul)

E.distillée 1000 | 900 | 800 | 700 | 600 | 500 | 400 | 300 | 200 | 100 0
(ul)
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Figure 03 : Courbe d’étalonnage des Flavonoides

Tableau IV : Préparation des dilutions de la Quercétine

[C](pg/ml) 0 10 |20 |30 |40 |50 |60 |70 |80 |90 |100
Quercétine(ul) | 0 100 | 200 |300 |400 |[500 |600 | 700 |800 |900 | 1000
E.distillée (ul) | 1000 | 900 | 800 |700 | 600 |500 | 400 |300 |200 |100 |0
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Tableau V : Echelle de I’estimation de I’activité antimicrobienne (Ponce et al., 2003)

Activité antimicrobienne

Degré de sensibilité

Diamétre de la zone d’inhibition

Extrémement sensible +4+ Plus de 20 mm
Tres sensible ++ 15mm al9 mm
Sensible + 8mm a 14mm

Non sensible \ Moins de 8mm
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Antibiogramme
E.coli
(Lére repitition)

Antibiogramme
E.coli
(2éme repitition)

Témoin
négatif
E.coli

Figure 04 : Effet antibactérien du miel dilué dans le méthanol et les antibiotiques testés sur

Escherichia Coli.
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Antibiogramme
P.aeruginosa
(1ere répétition)

Antibiogramme
P.aeruginosa
(2éme repitition)

Témoin
négatif
P.aeruginosa

Figure 05 : Effet antibactérien du miel dilué dans le méthanol et les antibiotiques testés sur
Pseudomonas aeruginosa.
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Antibiogramme
S.aureus

(1ere répétition)

Antibiogramme
S.aureus

(2éme
répetition)

Témoin
négatif
S.aureus

Figure 06 : Effet antibactérien du miel dilué dans le méthanol et les antibiotiques testés sur

Staphylococcus aureus.
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Antibiogramme
K.pnemoniae

(1ere répétition)

Antibiogramme
K.pnemoniae

(2éme
répetition)

Temoin négatif
K.pneumoniae

Figure 07 : Effet antibactérien du miel dilué dans le méthanol et les antibiotiques testés sur
Klebsiella pneumoniae.
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Antibiogramme
B.cereus

(1ére répétition)

Antibiogramme
B.cereus

(2éme repétition)

Temoin négatif
B.cereus

Figure 07 : Effet antibactérien du miel dilué dans le méthanol et les antibiotiques testés sur

Bacillus cereus.



Résumé

Cette étude a permis d'évaluer les propriétés physico-chimiques et antibactériennes d'un
miel de thym originaire de la région de Biskra, en Algérie. Les analyses ont confirmé que ce
miel répond en grande partie aux standards internationaux, bien qu'un taux de matiére séche
Iégérement supérieur ait été observé.

Par ailleurs, le test DPPH a révélé une activité antioxydante notable, et des tests
antibactériens ont démontré une efficacité marquée contre plusieurs souches pathogenes,
dont Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus et
Klebsiella pneumoniae. De plus, les tests de synergie ont montré que la combinaison du miel
avec des antibiotiques tels que la céfazoline et la vancomycine renforgait l'activité
antimicrobienne, en particulier contre Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus.
Ces résultats suggerent un potentiel thérapeutique prometteur pour le développement de
traitements alternatifs ou complémentaires face aux infections résistantes aux antibiotiques,

ouvrant ainsi de nouvelles voies de recherche dans le domaine.

Mots clés : Miel de thym, Physico-chimie, Activité antibactérienne, Synergie,
Antibiorésistance.

Abstract

This study evaluated the physicochemical and antibacterial properties of thyme honey
from the Biskra region in Algeria. The analyses confirmed that this honey largely meets
international standards, although a slightly higher dry matter content was observed.
Additionally, the DPPH test revealed notable antioxidant activity, and antibacterial tests
demonstrated significant efficacy against several pathogenic strains, including Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, and Klebsiella
pneumoniae. Furthermore, synergy tests showed that combining the honey with antibiotics
such as cefazolin and vancomycin enhanced antimicrobial activity, particularly against
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. These findings suggest promising
therapeutic potential for the development of alternative or complementary treatments in the

fight against antibiotic-resistant infections, opening new avenues for research in this field.

Keywords : Thyme honey, Physicochemical properties, Antibacterial activity, Synergistic

effect, Antibiotic resistan
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