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INTRODUCTION

Le miel, cette substance précieuse offerte par la nature, compte parmi les produits les plus
apprécié par I’ Homme depuis les temps les plus reculés. D'une part, pour ses qualités gustatives et
d'autre part, pour ses nombreuses propriétés inhibitrices et thérapeutiques (antimicrobiennes,
cicatrisantes, antiseptiques, antioxydants et thérapeutiques) démontrées a plusieurs reprises par des
études scientifiques. C’est un traitement naturel, efficace et facile, il agit contre un large éventail de
microorganismes, comme il favorise la croissance des tissus et la cicatrisation des brdlures. Ces
propriétés sont dd, principalement, a la présence des composés bactériostatiques, ainsi que sa forte
teneur en sucres et son acidité (Israili, 2014).

Les huiles essentielles de plantes, sont I’un des métabolites les plus importants, auxquels les
chercheurs se sont intéressés. Celles-ci sont des mélanges naturels, complexes et volatils,
synthétisés par plusieurs especes de plantes. En fait, ces huiles sont connues pour plusieurs
propriétés biologiques intéressantes (antimicrobiennes, antiseptiques, antiseptiques et
cicatrisantes). lls présentent un effet cicatrisant et contribuent aux différents stades de la
cicatrisation (synthese de collagene, angiogenese et stimulation de la prolifération fibroblastique),
comme ils ont doué¢ d’une forte activité antimicrobienne et une forte capacité a éradiquer les
biofilms microbiens. Ces propriétés sont attribuées a la présence de certaines fonctions chimiques
tels que 1’eugénol, le thymol et le carvacrol (Labiod et Aouadi, 2016).

La peau est I’organe qui constitue la barriére physique externe protectrice du corps humain
de toute agression extérieure, une rupture de I’intégrité structurelle de cette derniére peut survenir
lors de chirurgies, apres exposition a des radiations, de coupure, ou de brdlure.

La brQlure se définit comme une destruction du revétement cutané, dont le degré de gravité varie
selon 1’étendue, la profondeur. Elle constitue un terrain idéal pour la prolifération bactérienne. Du
fait, ’infection cutanée reste la complication la plus fréquente et la cause majeure de la mort des
patients bralés (Lafourcade, 2015). La zone du brdleur est rapidement colonisée aprés 48 heures
par les bactéries Gram positives présentes sur la flore de la peau, dont les staphylocoques sont les
plus fréquemment rencontrés, puis apres 72 heures, la brilure se voit coloniser par des bactéries
Gram négative.

La cicatrisation est un processus de cicatrisation naturel par lequel le corps répare I’intégrité des
tissus endommageés. Il se déroule en trois etapes essentielles : ’hémostase, 1’inflammation et la

réparation.
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INTRODUCTION

En dermatologie, les objectifs des remédes a visée cicatrisante sont multiples, mais sont
souvent d’utilisation limitée a cause de leur efficacité variable et leurs éventuels effets indésirables,
en raison de phénomeéne de I’antibio-résistance, ainsi que, leur indisponibilité et leur prix jugé élevé
notamment dans les pays en développement (Abdeldjelil, 2016).

Pour ces raisons des études récentes s'intéressent aux vertus thérapeutiques et a la
combinaison des produits naturels, qui ont été utilisé en médecine traditionnelle et démontrés une
activité synergique avec une efficacité accrue, sans effets secondaires dans le traitement de diverses
affections. Le miel et les huiles essentielles sont parmi les produits les plus convoités. En raison de
leurs propriétés inhibitrices et thérapeutiques.

De ce fait 1’objectif de notre travail 1’évaluation comparative des effets cicatrisants et
antimicrobiens entres différents types du miel (miel de thym, miel toutes fleurs et miel semi
synthétique), d’huile essentielle de thym, ainsi que des miels additionnés a I’huile essentielle de
thym, pour le traitement des brilures de 2™ degré appliquer sur des souris.

Notre travail comporte deux parties :

La premiére partie est consacrée a une synthése bibliographique qui est composée de trois
chapitres, le premier chapitre sur le miel, le deuxiéme chapitre porte sur les huiles essentielles et le
troisieme chapitre sur la peau, la brilure et la cicatrisation.

Dans la deuxieme partie une étude expérimentale a été présente, cette derniére est composee
de deux chapitres : le premier est consacré du matériel utilisé dans ce travail et les méthodes
expérimentales adoptés. Le deuxieme chapitre présente les résultats obtenus.

Enfin, une conclusion avec les différentes perspectives envisageables seront présentées a la

fin de ce manuscrit.
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Synthese bibliographique




Chapitre 1: Miel




Partie de synthése bibliographique chapitre 1 : Miel

1. Définition

Parmi les nombreuses définitions du miel qui ont été formulées, nous en retiendrons deux :

La premiere étant la plus simple est formulée comme suit : « Le miel est la matiére sucrée
recueillie par 1’abeille sur les plantes vivantes et qu’en modifiant I’emmagasine dans ses rayons de
cire » (Donadieu, 1978).

La seconde, du fait de son actualité correspond a celle du législateur : Le codex Alimentarius
(2019), le miel a été défini comme étant la substance naturelle sucrée produite par I’abeille Apis
mellifer, a partir du nectar des plantes ou a partir d'excrétions d'insectes butineurs laissées sur les
parties vivantes de plantes, que les abeilles butinent, transforment en les combinant avec des
substances spécifiques qu'elles sécréetent elles-mémes, déposent, déshydratent, emmagasinent et

laissent affiner et mdrir dans les rayons de la ruche.

2. Classification
2.1. Selon 1a source naturelle

Le miel peut étre classifié en deux grandes classes :
> Miel de nectar

I s’agit du miel provenant directement des nectars de plantes. Ce dernier est recueilli dans
les fleurs au niveau des petites glandes végétales. Sa production dépend de 1’age, de la taille, de la
position et de sexe des fleurs, ainsi que de I’espéce et le milieu environnant (Sanz et al., 2005).

Le nectar est une substance douce et parfumée. Il peut contenir jusqu’a 80% d’eau, 7 a 60%"
sucre, des traces d’acides aminés, d’hormones végétales, de vitamines (Alphandéry,1992).

> Miel de miellat

Il s’agit du miel provenant principalement d'excrétions d'insectes butineurs laissées sur les
parties vivantes de plantes ou de sécrétions de parties vivantes de plantes est appelé miellat.

D’aprés Loiriche, (1984), le miellat est un produit plus complexe que le nectar d’aspect
visqueux, d’une couleur sombre, souvent d’un gout désagréable et d’un faible parfum, sa saveur est

douceatre. Il est plus riche en azote, en acides organiques, en minéraux et sucres complexes.

3|Page



Partie de synthése bibliographique chapitre 1 : Miel

2.2 Selon ’origine botanique

Les abeilles peuvent produire divers types de miel suivant la région dans laquelle elles vivent

et les fleurs (plantes et arbres) qui y sont présentes.
»  Miels mono floraux (uni floraux)

Les miels dits « mono floraux » sont élaborés a partir du nectar et/ou du miellat provenant
d’une seule espéce végétale (Bonte et Desmouliere, 2013).

Il n’existe pas de miel mono floral pur a 100 %. En pratique ; il est impossible de certifier
que les abeilles ont bien butiné le nectar de ce seul et unique genre a 100% (Barbara, 2009).

»  Miel poly floral (multi floral)

Les miels poly floraux, dits aussi miels de toutes fleurs ou miels multi floraux, élaborés par
les abeilles a partir du nectar et/ou du miellat provenant de plusieurs sources florales. Les propriétés
de ces miels sont beaucoup plus variables, par rapport aux espéces d'abeille, la floraison respective

et les facteurs climatiques (Altman, 2010).

3. Composition chimique
3.1. Sucres

Les glucides forment la plus grande partie du miel (78 a 80 %), ils comptent pour 90-99%
de la matiére séche dont leurs natures dépendent des types de plantes butinant par les abeilles.
(Hoyet, 2005). Les miels sont formés de quatre a plus de dix sucres différents, dont le glucose et le
fructose sont les deux principaux sucres simples du miel puisqu'ils forment plus de 85 % de la
matiére seche. En proportions moindres, les disaccharides et en derniére position on trouve des

traces de polysaccharides (Isabelle, 2014).

3.2. Eau

L’eau est le deuxiéme ingrédient en terme d’importance dans le miel, constitue 1'un des
criteres de pureté et qui détermine la qualité et la durée de conservation du produit. La teneur en
humidité varie entre 14% et 25%, I’optimum est de l'ordre de 17-18%. Elle influence sur les
propriétés physiques et organoleptique du miel, telles que la couleur, le gout, la cristallisation, la

viscosité...etc. (Delphine , 2004)
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3.3. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires d’origine végétales présents
dans le miel. lls sont responsables d'une importante capacité antioxydante, et servent comme
indicateurs de 1’origine botanique de miel et renseigne sur sa qualité ; et contribuent aussi & sa

coloration. (AL-Mamary et al., 2002; Barcelo, 2013 ).

34. Hydroxyméthylfurfural (HMF)

La dégradation des monosaccharides, en particulier le fructose, en milieu acide et en température
¢levée donne naissance a I’Hydroxyméthylfurfural (HMF). Ni les nectars, ni les miellats, ni les
miels frais ne contiennent cette molécule, sa production est favorisée par la forte teneur en fructose
et par l'acidité du milieu, donc elle est considérée comme marqueur d’age de miel ; plus il vieillit,

plus la teneur est importante (Descottes, 2004).

3.5. Protéines, lipides et Enzymes

Le miel contient environ 0,2 % de protéines. L’origine de cette derniére est soit de la plante ou
de I'abeille, mais le pollen reste la principale source de se composé. A c6té des protéines, on trouve
les acides aminés dont la proline est le plus dominant (Da Silva et al.,2016).

Le miel est pauvre en lipides, mais peut étre contaminé par des microparticules de cire ayant
échappé a la filtration. Il est essentiellement composé des glycérides et des acides gras (Huchet et
al., 1996).

Selon White et Doner (1980), le miel renferme plusieurs enzymes qui sont d’origine
externe. Les plus connues sont : la gluco-invertase, les amylases, la catalase, la phosphatase, des
enzymes acidifiantes. La thermolabilité de ces enzymes les rend un indicateur de surchauffage du

miel est ainsi un parametre de contréle qualité (Hoyet, 2005).

3.6. Substances aromatiques
Le miel est riche en substances aromatiques telles que les alcools, acides, aldéhydes, ...etc.
Elles offrent 1’odeur sucrée et le gotit spécifique d’un miel, mais qui ont par ailleurs des vertus

thérapeutiques. (Isabelle, 2014). Elles sont mieux conservées si le miel est stocké au froid dans des

conteneurs fermés (Amri, 2006).
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3.7. Vitamines

Le miel est relativement pauvre en vitamines si on le compare a d’autres aliments. Les vitamine
liposoluble (vitamine A et D) sont totalement absentes, les principales présentes sont celles du
groupe B (B1, B2, B3, B5, B6) provenant des grains de pollen (Isabelle, 2014).

3.8. Oligoéléments

Les oligoéléments sont présents de 0,4% dans le miel foncé et de 0,02% dans le miel de
couleur claire. Il s’agit surtout des sels potassiques qui constituent prés de la moitié de la matiere
minérale, mais on trouve aussi du calcium, du sodium, du magnésium, du cuivre...etc. Le miel peut
renfermer de tres petites quantités de polluants, tels que le plomb et le cadmium (Fig.1) (Morse et
Lisk, 1980).

Autres
Fructose Glucose Eau sucres Aulres (acides, minéraux,
i | . D u protéines,
o vitamines, etc.)

Figure 1: Composition moyenne du miel (Couplan et al., 2014)
4. Propriétés organoleptiques

Selon l'origine florale et leur localisation, les miels récoltés sont diversifiés et se distinguent par

leur couleur, texture, arome, odeur et leur gout caracteristique.

4.1. Couleur

Selon Blanc (2010), la couleur est I’un des critéres essentiels de classification des miels
notamment d’un point de vue commercial. Les caroténoides et les flavonoides, sont les pigments
responsables de cette coloration. Plus le miel est riche en flavonoides, plus sa couleur est foncée

(Irina et al., 2010). lls peuvent se diviser en sept catégories de couleurs, et cela en fonction de ses
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origines florales et géographique. Elle va du jaune trés pale au brun trés foncé en passant par toute
la gamme des jaunes, oranges, marrons et méme parfois des verts. Toutefois, le vieillissement de
miel et son exposition soit a des températures élevées ou a la lumiére provoque une intensification

de la coloration du miel (Lequet, 2010) (fig. 2).

N X; 'ﬁﬁﬁﬁﬁ
s ANV |

= Rhododends hll r! I e Bru M“l‘“

Figure 2: Diversité des miels (Cavelier, 2013)
4.2. Texture

Le miel peut avoir une texture dure ou douce, pateuse ou liquide, finement ou grossierement
cristallisée. S’il est parfaitement fluide au moment de son extraction, le miel ne reste, cependant,
pas dans cet état de facon indéfinie. La texture dépend surtout de la teneur de miel en glucose, mais

aussi de sa composition globale en sucre, la teneur en eau et la température (Koechler, 2015).

4.3. Goiit et arome

Le miel présente une grande variété de saveurs et d’arémes selon 1’origine florale.
» Goiit
La saveur du miel est largement influencée par les parfums et les aromes, on trouve parfois
le go(t tres fort, parfois plus doux, ou amer et méme tres sucré. (Clement et al., 2000). Les miels
ont souvent des goGts multiples et que par cristallisation, certains goQts ou arémes disparaissent
alors que d’autres apparaissent (Lequet, 2010).

> Arome

Dans les différents miels, les odeurs varient sensiblement selon les variétés, en fonction des
essences aromatiques communiquées aux nectars initiaux par les fleurs butinées. A chaque variété
de miel correspond une odeur prédominante. Les aromes peuvent étre soit végétales, florales ou

fruitées, puissantes ou non, fines, lourdes, vulgaires ( Jean-Luv, 2007).
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5. Propriétés biologiques

Le miel est considéré comme un aliment-médicament doté de multiples propriétés

biologiques telles que nutritionnelles, antibactériennes, antioxydantes et thérapeutiques...etc.
5.1. Propriétés diététiques et nutritionnelles

- FEtant donné sa richesse en fructose et glucose (plus de 3/4 de son poids), des glucides
immédiatement assimilables, Le miel procure l'énergie (304 Cal/100 g) a court terme de sa
consommation et offre une importante action dynamogénique et stimulante pour les gens fatiguées
et les sportifs (Darrigol, 2007).

- Le miel est particulierement conseillé dans la diététique du nourrisson et de l'enfant en
stimulant leurs croissances par sa capacité a favoriser la fixation des sels minéraux : calcium,

magnésium... Qui sont essentiels pendant cette phase (Darrigol, 2007).

5.2. Activité antimicrobienne

Il est largement reconnu que le miel posséde des propriétés antimicrobiennes, qu’elle soit
antibactérienne, antivirale, antifongique ou antiparasitaire.

Des études cliniques ont démontré que I'application de miel sur des plaies cutanées infectées
permet de lutter contre I'infection et favorise une guérison plus rapide des tissus. Cette activité est
attribuée a plusieurs facteurs présents dans le miel, notamment son acidité, sa forte concentration
en sucres qui crée un effet osmotique, ainsi que la présence de composés bactériostatiques et
bactéricides tels que le peroxyde d'hydrogéne, les polyphénols, les acides phénoliques, les

flavonoides, les antioxydants, le lysozyme, etc. (Israili, 2014).

5.3. Activité anti inflammatoire

Selon Abuharfeil (1999), il a été constaté que le miel peut stimuler la production et la
multiplication des lymphocytes B et T, ainsi que l'activation des phagocytes qui sont les défenseurs
immunitaires de notre corps. Lorsque l'inflammation devient excessive, elle peut entraver le
processus de guérison en augmentant la production de radicaux libres dans les tissus. Cependant,
les antioxydants présents dans le miel ont la capacité d'éliminer les radicaux libres et ainsi prévenir
leurs effets néfastes. L'application de miel sur les plaies peut aider a réduire l'inflammation, ce qui

se traduit par une diminution de 1'cedéme et de l'exsudat, ainsi qu'un soulagement de la douleur.
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54. Activité cicatrisante

Depuis I'Antiquite, le miel est réputé pour ses propriétés cicatrisantes, qui se traduisent par
une acceélération du processus de guérison, une réduction du risque d'infection, une diminution de
la douleur et une amélioration de I'apparence de la cicatrice finale. Ces effets sont attribuables a
différentes actions du miel sur les différentes phases de la cicatrisation, notamment les phases

inflammatoires, prolifératives et de remodelage. (Couquet et al., 2013)
5.5. Propriétés antioxydantes

Les antioxydants sont des substances qui agissent a faible concentration pour supprimer,
retarder ou empécher les processus d'oxydation et leurs conséquences. Les composés phénoliques,
présents dans le miel, sont des antioxydants primaires qui neutralisent les radicaux libres en inhibant
leur propagation a l'aide dhydrogenes. D'autres composants sont considérés comme des
antioxydants secondaires, ils prévoient la formation de radicaux libres par différents mécanismes.
Certains de ces composants chélatent les ions métalliques, réduisant ainsi leur effet pro-oxydant,
tandis que d'autres piegent I'oxygene, tels que I'acide ascorbique et certains systemes enzymatiques
(Meda et al., 2005) .
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1. Définition

Les huiles essentielles (HES), appelées aussi essences, sont definies comme étant des
mélanges complexes de composés naturels, volatiles et aromatiques, Elles sont synthétisées par un
grand nombre de plantes comme sous-produits du métabolisme secondaire, et isolées de celles-ci
par distillation ou par une méthode mécanique sans chauffage (Kalemba et Kunicka, 2003;
Ugarte et al., 2019). Elles sont contenues dans différentes parties de la plante comme, les fleurs,
feuilles, racine, fruit, graine...etc. (Parthasarathy et al.,2008).

L’organisme de normalisation AFNOR (association francaise de normalisation) a défini
I’huile essentielle comme un : « Produit obtenu a partir d'une matiére premiere végétale, soit par
entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques, soit par distillation a sec. L'huile

essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédes physiques ».

2. Composition chimique

L’étude de la composition chimique des huiles essentielles est effectuée, généralement, par,
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM) (Bakkali et al.,
2008, Khoddami et al., 2018).

Les HEs sont des mélanges plus au moins complexes qui peuvent contenir environ 20 a 60
composants aux concentrations différentes. Ces derniers varient en fonction de différents facteurs,
incluant le stade de développement des plantes, les organes prélevés, la période et la zone
géographique de récolte (Kalemba et Kunicka, 2003; Burt, 2004).

Généralement, les composés des HEs appartiennent a deux groupes caractérisés par des
origines biosynthétiques distinctes (Croteau et al., 2000; Betts, 2001 ; Pichersky et al., 2006) :

2.1. Terpenes et terpénoides

Les terpénes sont une classe d’hydrocarbures trés varié¢ au niveau fonctionnel et structural.
IIs sont issus du couplage de plusieurs unités a cing carbones (C5) appelé « isopréne » (C5H8). Soit
deux unités pour les monoterpénes (C10H16) et trois pour les sesquiterpénes (C15H24) (Piochon,
2008). Des modifications biochimiques des terpenes par des enzymes, entrainent la formation des
terpénoides (Caballero et Trugo, 2003), et selon la fonction biochimique formée, on distingue :

Alcool (Linalol), aldéhyde (citronnellal), phénol (carvacrol, thymol), ...etc. (Bakkali et al., 2008).
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» Les monoterpénes : Sont constitués de deux unités d’isopréne, leur formule chimique
brute est ClIOH16 (Rahal, 2004).
» Les sesquiterpénes : Ils comportent trois unités d’isopréne, leur formule est C15H24

(Belaiche, 1979).

2.2. Groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane

Les HEs renferment aussi des composés aromatiques derivés du phénylpropane (C6- C3),
mais qui sont beaucoup moins fréquents que les terpenes. Cette classe comprend des composés
odorants comme la vanilline, 1’eugénol, et bien d’autres. Ces composés sont généralement
responsables des caracteres olfactifs et organoleptiques des huiles essentielles (Paris et Hurabielle,
1981). Certains composants d’HEs connus, ainsi que leur structure, sont illustrés dans la figure 3.

Terpénes I 5 2
Monoterpénes Sesquiterpénes

Aen &

a-Pinéne Limonéne Sabineéne P-cyméne vy-Terpinéne P[-Caryophylléne

Terpénoides
Monoterpénoides
H
Linalol I?\ ?
S S N OH
Citonnellal Thymol Carvacrol Carvone Bomeéol

Phény lprop’tnondes

Safrole
Cinnamaldéhyde Eugenol " a
Autres
N 9
Isothiocyanate dallyle Allicine

Figure 3: Structures chimiques de certains composants d’huile essentielle (Hyldgaard et al.,

2012).
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3. Propriétés biologiques

Les HEs sont connues pour étre douées de propriétés antiseptiques et antimicrobiennes.
Beaucoup dentre elles, ont des propriétés antitoxiques, antivirales, antioxydantes, et
antiparasitaires. Plus récemment, on leur reconnait également des propriétés anticancéreuses
(Lahlou,2004).

3.1. Activité antibactérienne

Depuis la premiére mise en évidence de I’action des HEs contre les bactéries, par Delacroix
en 1881, de nombreuses études ont été réalisées, et plusieurs huiles ont été définies comme
antimicrobiennes (Brut, 2004; Bakkali et al., 2008). Les HEs agissent contre un large éventail de
bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux antibiotiques. Cette activité est par
ailleurs variable d’une huile essentielle a ’autre et d’une souche bactérienne a I’autre (Guinoiseau,
2010). L’eugénol, le thymol et le carvacrol, sont des composés a forte activité antibactérienne. Le
carvacrol est le plus actif de tous (Labiod et Aouadi, 2016).

D’une maniére générale, I’activité antibactérienne se déroule en trois phases (Figure 4) :
e Attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une augmentation de
la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires ;

e Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de 1’énergie cellulaire et

la synthése des composants de structure ;

e Inhibition de la synthese du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

(Benaziza et Benhalima, 2017).

Coagulation Force de

/ mouvement des protons
Fuite du
contenu
cellulaire :

H*
meétabolites Cytoplasme
et ions

Membrane
cytoplasmique

Paroi cellulaire

Proteines
membranaires

Figure 4: Principales localisations des sites d’action des constituants des huiles essentielles (Ziti-
Freville, 2019)
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3.2. Activité antifongique

Les HEs sont connues pour avoir un pouvoir antifongique. Pour les levures, elles agissent
sur la biomasse et la production du pseudo mycélium, elles inhibent la germination des spores,
I’élongation du mycélium, la sporulation et la production de toxine chez les moisissures (Gouizi et
Ghellab, 2019). Ce pouvoir est attribué a la présence de certaines fonctions chimiques dans leurs
compositions tels que le thymol et le carvacrol, les alcools terpéniques, les aldéhydes et les cétones.
(Voukou et al., 1988).

3.3. Activité anti-biofilm

Les huiles essentielles sont avérées trés efficaces contre les biofilms microbiens. 1l est connu
que ces derniers sont difficiles a éradiquer par les agents antimicrobiens standards, tels que les
antiseptiques, les désinfectants et les antibiotiques.

Les HEs a faible concentration inhibent la formation des biofilms bactériens par plusieurs
mécanismes. Elles peuvent interagir avec les protéines des surfaces bactériennes ce qui inhibe leur
fixation et du coup, la formation du biofilm. Comme elles ont la particularité d’agir directement sur
des biofilms déja formés, les éradiquer par solubilisation de leur matrice extracellulaire (Niu et
Gilbert, 2004; Benbelaid, 2015 ).

3.4. Activité antioxydante

Les cellules et tissus humains peuvent étre soumis a une grande variété d’agressions, qui
débouchent sur une expression commune appelée stress oxydant, dues a la production de radicaux
dérivés de I’oxygene. (Walker et al, 1982). Un antioxydant est un agent qui empéche ou ralentit
I’oxydation en neutralisant des radicaux libres. (Rahman et al, 2013).

Lorsque I’on parle d’activité antioxydante, on distingue deux sortes selon le niveau de leur
action : une activité primaire et une activité préventive (indirecte). Les composés qui ont une activité
primaire sont capables de donner des électrons a 1’oxygene radicalaire afin qu’ils puissent le piéger
(agir comme agents réducteurs) (Kohen et Nyska, 2002). En revanche, les composés qui ont une
activité préventive sont capables de retarder I’oxydation par des mécanismes indirects tels que la

complication des ions métalliques ou la réduction d’oxygene... etc. (Madhavi et al.,1995).
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3.5. Activité antivirale

Les huiles essentielles des différentes familles botaniques ont des actions antivirales, mais
le degré d'efficacité est variable en fonction de la souche et de la structure virale (Davidson et al.,
2005). Certains composés spécifiques des HEs sont responsables de cette activité, il s'agit de
l'acétate d'anéthole, carvone, béta-caryophyllene, citral, eugénol, limonéne, linalol et linalyle
(Belaiche, 1979).

3.6. Propriété anti-inflammatoire et antiseptique

Lors d’une réponse a des dommages aux tissus, l'inflammation et la douleur sont les deux principaux
symptdmes qui se produisent. Les médicaments anti-inflammatoires sont encore un élément clé du
traitement de ces symptdmes. (Brune et Patrignani, 2015). Des études ont montré que certaines
HEs telles que S. officinalis, ont des propriétés anti-inflammatoire. Les composés actifs agissent en
réduisant la libération d'histamine et influencant sur les voies de signalisation liées aux cytokines et
aux facteurs de transcription régulateurs. De plus, leur capacité a ajuster I'expression de génes pro-

inflammatoires joue un réle important dans cet effet. (Abad et al., 2011).
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1. Définition de la peau

La peau est I'organe du corps humain a la fois le plus grand et le plus lourd pesant environ 5
kilos chez les adultes (représente 16 % de son poids total) et couvrant une surface d'environ 2 m2
(Marina, 2011).

Elle assume diverses fonctions essentielles, incluant la préservation contre les agressions
extérieures (impacts, contaminants, micro-organismes, rayons ultraviolets...), la régulation de la
température corporelle, la production d’hormones vitales (comme la vitamine D et diverses
hormones). La peau englobe également des roles dans I'immunité et joue un réle psychosocial
(Benedetti, 2021).

2. Composition chimique de la peau

La peau est principalement composée des éléments suivants :(Toomedical, 2019).

> Eau : La peau contient environ 70% d'eau, ce qui contribue a maintenir son hydratation et
son ¢élasticite.

» Protéines (27,5%), notamment le collagéne et 1'¢lastine. Elles fournissent sa structure, sa
fermeté et sa souplesse.

> Lipides (2%)), tels que les triglycérides, les céramides et les acides gras, sont présents dans
la couche supérieure de la peau (I'épiderme) et jouent un role crucial dans la barriére cutanée,
en empéchant la perte d'eau et en protégeant la peau des agressions extérieures.

» Vitamines et minéraux : vitamines (Vitamine C, vitamine E) et des minéraux (Zinc, cuivre,

sodium, magnésium, potassium, fer...)

3. Anatomie et physiologie de la peau

La peau comprend trois couches superposées, I'épiderme, le derme et I'nypoderme, et forme,

avec ses annexes (poils, cheveux, ongles et glandes).

3.1. L'épiderme
L’épiderme, est la couche la plus superficielle de la peau en renouvellement constant d’une
épaisseur varie selon les parties du corps. C’est un épithélium stratifié¢, squameux et kératinisé,

dépourvu de vaisseaux sanguins, mais renferme de nombreuses terminaisons nerveuses. Il est

recouvert d’un film hydrolipidique (Mélissopoulos et al., 2012)(fig.5)
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Kératinocytes

Cellule de Langerhans Keératinocyte
qui desquame

= Couche cormée

] Couche granuleuse

w
%-‘ - Tl - -. =4 > =
L .- = 2 == = Y & .M DN\ =T Couche épineuse
Sl =, Se s S~ ~ Cle
= SO~ " v e 7 = =z Couche basall
= . ouche basale
> e o ‘Q ° = " = -
4 ®(a
a\b
Lame basale
DERME
Mélanocyte Cellule de Merkel

Figure 5: Coupe transversale de 1'épiderme (Lafourcade, 2015).

3.2. Le derme

Le derme, est un tissu conjonctif fibreux et élastique trés vascularisé, plus épais que
I’épiderme. Il est séparé de 1’épiderme par la jonction dermo-épidermidique qui assure la cohésion
et les échanges entre ces deux tissus. Il joue un réle de soutien, et un role nutritif. Il est constitue
principalement de fibroblastes (Mélissopoulos et al., 2012).

Le derme est composé de deux couches : le derme papillaire et le derme (Stevens et al.,
2006).

3.3. L’hypoderme

L’hypoderme est la couche la plus profonde et la plus épaisse de la peau. Il est formé d’un
tissu conjonctif adipeux trés vascularisé. Son épaisseur varie en fonction de sa localisation et du
sexe de la personne. Ce tissu a une fonction endocrine puisqu’il synthétise et libére des hormones,
il sert d’interface entre le derme et les structures mobiles situées en dessous de lui, comme les
muscles et les tendons. Il protége également I’organisme des chocs physiques, des variations de

température et sert aussi de réserve adipeuse (Martini et Marie-Claude, 2011).

34. Annexes

Ils comprennent les phanéres (poils, cheveux, ongles), tres riches en kératine ; les glandes

sudoripares ou sudorales, les glandes sébacées (Stevens et al., 2006).
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» Matrice extra cellulaire (MEC) :

La matrice extracellulaire correspond a un ensemble de macromolécules extracellulaires
sécrétées localement par les cellules d’un tissu et organisé en un réseau complexe autour de ces
cellules. Elle se compose des protéoglycanes, des protéines fibreuses (collagene et élastine),
glycoprotéines de structure, de I’acide hyaluronique ainsi une quantité significative d'enzymes
protéolytiques responsables de la dégradation de la MEC. En fonction de 1’abondance relative de
ces macromolécules, on obtient une structure plus ou moins lache qui donne sa morphologie au
tissu (Maquart, 2015) (fig.6).
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b Follicule pileux et son réseau vasculaire
d’une glande sudorale

Figure 6: Anatomie fonctionnel de la peau (Lafourcade, 2015).
4. Raole de l1a matrice extracellulaire dans la cicatrisation

La matrice extracellulaire et ses constituants macromoléculaires constituent un partenaire
essentiel pour la cicatrisation des plaies. Chacune de ses molécules constitutives peut, soit
directement, soit aprés protéolyse partielle réguler I’activité des cellules impliquées dans le
processus de réparation tissulaire (Maquart, 2015).

L’acide hyaluronique est un glycosaminoglycane abondant dans la peau. Il interagit avec les
récepteurs de la membrane cellulaire, en particulier CD-44, ce qui favorise le processus cicatriciel.
Il est capable, notamment, de moduler la réaction inflammatoire, d’induire la migration cellulaire,

la sécrétion de collagéne et la néoangiogenese (Frenkel, 2012).
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La décorine, protéoglycanes majeur de la peau, est capable de réguler la production du TGF-
B (Transforming Growth Factor- 3), cytokine activatrice de la production de matrice extracellulaire
par les fibroblastes (Yamaguchi et al., 1990). L’isoforme V3 est capable de stimuler la production
d’¢lastine, et d’induire la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes. Le perlecanne, gros
protéoglycanes des membranes basales, stimule la formation des néo-vaisseaux dans les plaies
expérimentales de la souris (Zhou et al., 2004)

La fibronectine est la glycoprotéine de structure la plus abondante dans les tissus
conjonctifs, joue un rble dans la cohésion de la matrice extracellulaire, et dans la
cicatrisation puisqu’elle stimule la migration des kératinocytes et des fibroblastes. D’autre
glycoprotéines stimule la production de matrice extracellulaire et la contraction des plaies par les
myofibroblastes, sont les thrombospondine-1 (Murphy-Ullrich et Poczatek , 2000)

Les intégrines sont des protéines transmembranaires formées de deux sous-unités, jouent un
role majeur dans les interactions entre cellules et matrice extracellulaire. L’intégrine 1, en
particulier est nécessaire pour la fermeture des plaies expérimentales chez la souris et permet la

migration des kératinocytes in vivo (Grose et al., 2002)

5. Flore cutanée

Le microbiote cutané ou la flore cutanée, est I’ensemble d’especes bactériennes et fongiques
qui colonise la peau humaine, sois sur la surface ou dans la profondeur de I'épiderme. (Mokni et

al., 2014). Elle se répartit en deux populations :

5.1. Flore résidente

Elle contient des microorganismes avec une quantité et une répartition qui est relativement
stable, et résistante aux modifications de I’environnement. Les bactéries a Gram positif sont les
dominantes dans cette flore, avec deux familles principales : les staphylocoques, sont les plus
fréquemment trouvées, et les bactéries coryneformes. Les seules bactéries a Gram négatif résidentes
sont du genre Acinetobacter. D'autres germes sont également associés a cette flore : des levures, des

parasites et certains virus (Mokni et al., 2014 ; Teyssou et al., 1997).

5.2. Flore transitoire

Elle est d’origine exogénes ou d'autres flores commensales. Cette flore est composée de

germes profitant d’une modification de 1’habitat pour proliférer. Elle est composée de germes
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pouvant contaminer temporairement la peau. Il s'agit en particulier : Staphylococcus aureus (20 %
de porteurs sains), les streptocoques, Bacillus sp., Neisseiria sp., Pseudomonas sp. et de levures
telles que des Candida sp.(Mokni et al., 2014 ; Teyssou et al., 1997).

6. Briilure de la peau
6.1. Définition de briilure

La brilure est définie comme une destruction tissulaire suite a 1’agression de la couche
cutanée, voire méme des structures sous-jacentes ; consécutive a 1’action d’agents thermiques,

électriques, chimiques ou méme radiologique (Lafourcade, 2015).

6.2. Degré de brilure

Il existe quatre degrés pour classifier la profondeur de la brdlure. Cependant, sur le plan
chirurgical, on classe les bralures en deux catégories : les superficielles (premier et deuxiéme degré
superficiel) et le profond (deuxieme degré profond et troisieme degré) (Wassermann, 2002 ;
Echinard & Latarjet, 2010)

Le tableau suivant représente la classification des bruleurs selon leurs profondeurs, et leurs

caractéristiques au niveau anatomique, clinique ainsi leurs évolutions au fil de temps.
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Tableau 1: Caractéristiques des brilures selon leurs degrés (Wassermann, 2002 ; Echinard et
Latarjet, 2010)

Profondeur Anatomie Aspect clinique Evolution
Bralure du | Atteinte superficielle de | lésion érythémateuse | guérison en 4 a 5
1°" degré I’épiderme douloureuse jours, avec une légére
desquamation
Brilure du | destruction  totale  de | Phlyctene a paroi épaisse | 1 a 2 semaines ; plus
2°Me degré | I'épiderme ; Ecrétement de | suintante ; fond rose /rouge | ou  moins  bonne
superficiel |la membrane basale ;|; douleurs intenses ;| cicatrisation
Atteinte du derme | Saignement et scarification
papillaire
BraQlure du | Destruction de 1’épiderme | Phlyctene inconstante a |2 a 4 semaines;
2°Me degré | excepté au niveau des | fond rouge brun ; quelques | mauvaise
profond follicules pileux ; | zones blanchatres cicatrisation, (au cas
Destruction de la d’infection,
membrane basale plus ou destruction des
moins  compléte  avec cellules souches et
atteinte du derme donc pas de
réticulaire. cicatrisation)
Brdlure du | Destruction  totale  de | Couleurs variables du | pas de cicatrisation ;
3°M degré | I’épiderme et de la | blanc au brun, parfois noir ; | Traitement
membrane basale ; Atteinte | Lésion seche, cartonnée, | chirurgical
profonde du derme et|aspect de cuir avec | obligatoire.
parfois de hypoderme vaisseaux apparents sous la
nécrose.

7. Infection chez le briilé

Bien que les progrés en matiere de prise en charge des brilés I’infection reste la complication
la plus frégquente et la cause majeure de la mort des patients brilés (Ezzoubi et al., 2004).
L’infection correspond a 1’agression d’un tissu par un ou plusieurs micro-organismes, générant

une réponse inflammatoire et des signes ou symptomes de nature et d’intensité variable selon le
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terrain. Elle est associée généralement a une fiévre, rougeur, suintement de la plaie (pus/liquide
verdatre), douleur, chaleur autour de la zone affectée. (Lafourcade, 2015).

La brdlure, stérile dans les premiéres heures, est donc rapidement colonisee, initialement (dans
les 48 h) par des bactéries cutanées puis (fin de la premiére semaine) par des bactéries exogenes.
Ces bactéries se logent a la jonction zone briilée/zone saine, ou elles trouvent un environnement
propice a leur développement. Toutefois, cette colonisation participe largement a la détersion de la

zone bralée si elle est controlée (Church et al.,2006).

7.1. Infection cutanée

Les infections cutanées bactériennes sont des pathologies fréquentes. Elles revétent des
formes cliniques trés nombreuses (L’abcés cutané, anthrax, impétigo). Toutes ces infections sont le
plus fréquemment causées par le Staphylococcus aureus (un staphylocoque doré). Elles surviennent
lorsqu’une bactérie s’infiltre dans la peau par une coupure ou une plaie ouverte (ulcéres, brilures,
escarres) (Gauzit, 2006).

La rupture de la barriere kératinocytaire, la chaleur, I’humidité, 1’altérations immunitaires,
la modification de 1’équilibre de la flore avec statut permanent de germes plus « agressifs », sont

tous des facteurs favorisants une infection bactérienne cutanée.

7.2. Microorganismes en cause

Les microorganismes les plus couramment responsables des infections lors des bralures sont :
> Bactéries a Gram positif : Staphylocoques

Les staphylocoques : sont des bactéries relativement communes, qui vivent naturellement
sur la peau, et, chez certaines personnes, dans le nez. Elles peuvent provoquer une infection
lorsqu’elles pénétrent dans la peau par une coupure ou une plaie.

Staphylococcus aureus (le staphylocoque doré) : est un pathogene majeur de I'hnomme
causant des infections nosocomiales et épidémiques en milieu hospitalier. Cet agent est le plus
fréqguemment rencontré lors d'infections de plaies chirurgicales et d'infections de bralures. 1l peut
sécréter des toxines pouvant entrainer un syndrome de choc toxique chez les patients bralés.
Généralement, ’installation de cathéters veineux ou de sondes urinaires ou bien les chirurgies sont
des interventions favorisant 1’entrée de la bactérie dans le sang et les plaies. Il peut également étre
extrémement résistant aux antibiotiques tel que le Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
(SARM) (Tattevin, 2011).
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Staphylococcus epidermidis : plus connu sous le nom de staphylocoque blanc, est une
bactérie présente a 1’état naturel chez I’étre humain, car elle fait partie de la flore naturelle des
individus. Elle est couramment impliquée au cours des infections nosocomiales. Sa capacité a
synthétiser un biofilm protecteur vis-a-vis des défenses de 1’hote est la principale déterminant du
son pouvoir pathogéne (Tattevin, 2011).

> Bactéries a Gram négatif : Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa a été classé comme 1’une des causes principales d’infections chez
les personnes souffrant de brllures séveéres, car elle est difficile, voire impossible & combattre. Cet
agent se développe dans les plaies et s’adapte a son environnement pour proliférer puis coloniser
son hote. Il met en place divers mécanismes qui facilitent sa multiplication. 1l est prouvé que, le P.
aeruginosa pourrait générer des pompes servant a expulser des molécules, ce qui expliguerait sa
grande résistance a certains antibiotiques (Nataro et Kaper, 1998).

> Les levures
Les infections a levure sont le plus souvent dues a Candida spp. ou d'autres champignons
opportunistes qui apparaissent généralement comme un assombrissement de la zone de la bralure.
Ces champignons Sont la cause émergente de mortalité tardives chez les patients avec brilures
importantes. De telles infections surviennent généralement apres la deuxiéeme semaine de Iésions
thermiques, aprés une période de colonisation des brdlures par des champignons préesents dans

I'environnement (Church et al., 2006).

8. Processus de cicatrisation
8.1. Définition de la cicatrisation

La cicatrisation est un processus naturel par lequel le corps répare et guérit les tissus
endommageés. Cela se produit généralement aprés une blessure, une coupure, une brdlure ou une
intervention chirurgicale. Pendant ce processus, les cellules, les vaisseaux sanguins et les tissus
Iésés sont progressivement remplacés par de nouveaux tissus, permettant ainsi la restauration de la

fonction et de l'intégrité de la zone blessee. (Giorgetta, 2023).

8.2. Mécanisme de cicatrisation

La cicatrisation se déroule selon une séquence ordonnée d’événements biologiques qui

comporte trois phases interdépendantes : I’hémostase, 1I’inflammation et la réparation.
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» Hémostase

Cette phase initiale se déclenche immédiatement aprés la perte d’intégrité cutanée. Sous
I'effet de I'ADP (adénine di phosphate), les plaquettes se lient au collagéne de type 1 exposé,
subissent une activation, et liberent des glycoprotéines adhésives qui encouragent I'agrégation des
plaquettes ce qui contribue a stopper le saignement. De plus, elles libérent des facteurs qui
déclenchent une série d'événements de coagulation, aboutissant a la création de fibrine qui renforce
I'agrégat plaquettaire. Les plaquettes sécretent également des facteurs de croissance tels que le
PDGF (facteur de croissance dérivé des plaquettes). Ce PDGF attire les neutrophiles et les
monocytes et stimule les cellules épithéliales pour attirer les fibroblastes. (Orsted et al., 2021).

» Inflammation : du ler jour au 4eme jour.

L'inflammation est une réponse immunitaire naturelle et protectrice du corps en réponse a
une agression, telle qu'une infection, une blessure ou une irritation. Dans cette phase, il y a une
augmentation du flux sanguin au site Iésé grace a une vasodilatation.

Les premieres cellules a arriver au site 1ésé sont les polynucléaires neutrophiles (PNN), qui
phagocytent les débris et les micro-organismes, constituant ainsi la premiére ligne de défense contre
I'infection. D'autres cellules sont également impliquées, telles que les monocytes qui libérent des
enzymes intracellulaires, les fibroblastes, les mastocytes et les cellules épithéliales.

Les monocytes se transforment en macrophages aprés avoir quitté les vaisseaux sanguins et
entrent en contact avec la matrice extracellulaire. Ils sont capables de phagocyter les bactéries
(deuxieme ligne de défense) et sécrétent également des enzymes pour dégrader le tissu nécrotique
et les cellules en voie de mort cellulaire, y compris les PNN, ce qui ouvre la voie a la résolution de
I'inflammation.

Les macrophages sécrétent diverses cytokines et facteurs de croissance qui peuvent stimuler
les kératinocytes, les fibroblastes et I'angiogenese (Orsted et al., 2021).

» Prolifération (granulation et contraction) : du 4eme au 21eme jour

Les fibroblastes jouent un role important dans la régénération du derme en sécrétant une
matrice de collagene sur laquelle la régénération aura lieu. Certains fibroblastes spécialisés sont
responsables de la contraction de la plaie. L'angiogenese, qui est le processus de développement de
nouveaux vaisseaux sanguins, est assurée par les péricytes qui se trouvent au niveau de la lame
basale de I'endothelium capillaire. 1ls régénerent les couches externes des capillaires, tandis que les

cellules endothéliales produisent le revétement interne. Les kératinocytes sont responsables de
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I'épithélialisation, c'est-a-dire la formation d'une couche protectrice externe. Avant que les cellules
épithéliales ne commencent a proliférer et a migrer pour fermer la surface de la plaie, il est important
que le lit de la plaie se remplisse de collagéne de bas en haut (Orsted et al., 2021).
» Remodelage (maturation) : du 21¢éme jour jusqu’a deux ans.
Pendant cette phase, la matrice extracellulaire est réorganisée grace a des enzymes appelées
protéases matricielles, tandis que les cellules inutiles meurent par apoptose. L'objectif de cette phase

est de restaurer une structure et des fonctions cutanées proches de la normale (fig.7).

Hémostase (saignement) Inflammation

Escarre

Fibroblaste —.
Macrophage

Caillot de sang

Vaisseau sanguin

Prolifération Maturation (Remodelage)
—_ Epiderme — i s /
P Al récemment g /S
de fibroblastes ’ NG cicatrisé >
Tissu adipeux — =% = Derme
sous-cutané récemment
cicatricé

Figure 7: Illustration des phases du processus de la cicatrisation (Orsted et al.,2021)
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Objectif du travail

Cette étude vise a évaluer et comparer les effets cicatrisants de miel de thym, miel toutes
fleurs et miel semi-synthétique et de ces miels additionnés d’huile essentielle de thym sur des
brllures de deuxieme degré induites chez des souris. Dans ce travail, une étude des propriétés

antimicrobiennes in vitro de ces produits naturels a également été menée.

Lieu et la durée d'étude

L'étude de l'activité antibactérienne et cicatrisante a été réalisée au sein du Laboratoire des
Milieux de Culture de I'annexe "EI Hamma" de I'Institut Pasteur d'Algérie durant la période allant
de 24 avril a 17 ao(t 2023

L'étude des propriétés physico-chimiques des échantillons de miel a été réalisée au niveau
du laboratoire " Biochimie et Technologie Alimentaire” de la Faculté des Sciences Technologiques

"Mohamed Bouguara" de Boumerdes.
1. Matériel
1.1. Matériel biologique
1.1.1. Miels utilisés
» Miels naturels

Il a utilisé dans cet étude un miel toutes fleurs et un miel mono-floral de "thym" de
I'entreprise algérienne « Bayt Al Assal », récoltés en 2022 dans la wilaya de « Tissemsilt », Algérie,
et ont été extraits par une centrifugation a froid et conservés hermétiquement a 1’abri de 1’air puis

stockés a 1’abri de I’humidité et de la lumiére.
» Miel semi-synthétique

Le miel semi-synthétique utilisé provient de la marque espagnole "HACENDADOQ" et est
fabriqué par la société Apisol SA, a Montroy (Valence). Ce miel est un mélange de miel naturel

de romarin récolté en Espagne, avec un pourcentage d'autres miels potentiellement non naturels.
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1.1.2. Huile essentielle de thym

Notre étude se focalise sur I'nuile essentielle de thym commerciale obtenue par distillation
a la vapeur des feuilles de Thymus vulgaris, récoltées dans la région de Tlemcen, en Algérie, en

janvier 2023. Elle a été conservée a 1’abri de la chaleur et de la lumiére.

Afin de garantir une cohérence dans nos résultats, nous avons choisi d'utiliser exclusivement
I'nuile essentielle de thym de la marque "Zeitipharm". Cette décision a été prise en tenant compte
de la disponibilité de cette marque sur le marché national ainsi que de ses propriétés thérapeutiques.
En optant pour une seule marque, nous avons pu minimiser les variations entre les différentes huiles,
notamment en ce qui concerne le mode d'extraction, l'origine des plantes utilisées et la pureté des

huiles.
1.1.3. Matériel animal

Afin de réaliser notre étude in vivo, nous avons choisi 04 souris pour réaliser des brulures
expérimentales. Ces souris sont femelles, jeunes, de souche BALB-C. ce choix a été fait, afin de
minimiser les variations entre les sexes, dont leur poids corporel variant entre 20 et 33.3 g provenant

de I’¢levage de type conventionnel au niveau de ’animalerie de IPA, Kouba, Alger.

Les souris ne présentaient aucune pathologie dés leur introduction. Elles ont été
progressivement adaptées aux conditions de stabulation contr6lée, avec une température constante
maintenue a 25 °C et un cycle de lumiére/obscurité de 12 heures. (Un délai d'acclimatation de 24

heures a été observé avant de les soumettre aux diverses procédures expérimentales.)

Les souris ont été logées dans des cages en polypropyléne transparent avec un acces libre a
I'eau et une alimentation constituée de granulés complets, occasionnellement complétée par des

morceaux de fruits, de légumes frais ainsi que de l'avoine.

Les réglementations et les dispositifs d’éthique de I’expérimentation animale sont respectés
par 'utilisation d’un nombre minimale d’animaux pour obtenir des résultats. (Charte nationale

portant sur I’éthique de 1’expérimentation animale mise a jour le 18/12/2014).
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1.1.4. Les souches microbiennes

Dans cette étude, nous avons évalué I'activité antibactérienne in vitro en utilisant des souches
microbiennes de reférence de la collection internationale ATCC (American Type Culture
Collection) qui ont été fournies par I’Institut Pasteur d’Alger (IPA). Dont 03 souche bactériennes :
Staphylococcus aureus (ATCC6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC9027), Escherichia coli
(ATCC8739) et une levure, Candida albicans (ATCC10231).

1.2. Matériels non biologique

Tous les appareillages, instruments et milieux utilisés dans la partie méthodes sont résumés dans

les tableaux ci-dessous :
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Tableau 2: Milieux et matériels non biologiques utilisé.

Milieux de | Geéloses : Gélose Mueller-Hinton (MH) et Gélose Sabouraud
culture Bouillions : Bouillon Sabouraud et Bouillon Tryptone Soja (TSB)
Autres milieux : le TSI, le citrate de Simmons, le mannitol mobilité, le
MEVAG (Milieu pour I'Etude de la VVoie d'Attaque des Glucides) et le BHIB (
Bouillon cceur-cervelle)
Matériels de Pipette pasteur; tube en verre a fermeture a vis; bécher en verre; flacon en verre;
laboratoire micropipettes; boites de pétri stériles; burettes; entonnoirs; erlenmeyers; fioles

jaugées ; poires; baguette en verre; pinces stériles; lame et lamelle; éprouvettes
graduées; pissette d'eau distillée; papiers filtres; seringues stériles ;lame rasoir ;
un chronometre; des écouvillons stériles; les gants; régle graduée; disques non

imprégnes; coton,; étiquettes; feutres indélébiles; tubes a centrifuger

Appareillages

Agitateurs magnetiques/ Plagques chauffantes, bain marie, balance de précision,
conductimeétre, pH-meétre, spectrophotometre UV-Visible, refractométre, étuve /
incubateur, vortex, microscope optique, bec Bunsen, centrifugeuse, four pasteur,

autoclave, hotte lamineuse, pompes de distribution, machine a capsuler.

Produits
chimiques

et réactifs

Eau physiologique stérile (0,9%), eau distillée, Alcool, 1’éther, huile & immersion,
HCI, NaOH, la paraftine, cristal violet, Lugol, fuchsine, la catalase, 1’oxydase,

NaOH a 0,05N, H2SO4 a 0,05N, bleu de bromothymol

2. Méthodes

2.1. Analyses physico-chimiques des miels

2.1.1. Détermination de la conductivité électrique

Selon la méthode de Vorwohl (1966), la conductivité électrique permet de déterminer et
différencier les miels de nectar des miels de miellat. La conductivité est étroitement liée a la teneur
en minéraux et ’acidité du miel. Elle est notée ¢ (sigma) et son unité est le Siemens /metre ou p

Siemens/cm.
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Elle est déterminée sur une solution de miel a 20% de matiére séche a 20°C. La mesure s’effectue
par immersion de la cellule du conductimeétre dans la solution de miel, la valeur de la conductivité

électrique est lue sur 1’appareil (Bogdanov, 2004).
> Protocole

Une quantité de 10 g du miel (correspondant a 20 % du volume total) a été dissout dans un
50 mL d’eau distillée (correspondant a 80 % du volume total) dans bécher propre. Bien
homogénéiser la solution puis la mettre au bain marie régler a 20°C. Apres que la température voulue
ait été atteinte, plonger 1’¢lectrode du conductimétre dans la solution. Avant chaque mesure, la

cellule du conductimétre est rincée soigneusement avec de 1’eau distillée et sécher délicatement.

L’opération est faite pour les 3 miels utilisés (miel de thym ; miel toutes fleurs ; miel semi-

synthétique).
> Expression des résultats

Effectuer directement la lecture de la valeur qui s’affiche a 1’écran du conductimétre. Et comparé

aux normes :

- 6 <500 uS /em pour les miels de nectar ;

- 500 <6 <800 uS/ cm les miels mixtes ;

- 6> 800 uS/ cm pour les miels de miellat et le chataignier. (Vorwohl,1966)

2.1.2. Détermination du potentiel d’hydrogéne (pH)

C’est la mesure du potentiel hydrogéne d’une solution de miel a 10% de miel a I’aide d’un pH-
meétre. C’est une méthode potentiométrique utilisant une électrode de verre spécifique aux ions H+.
Le pH-meétre mesure la tension (différence de potentiel) entre ces deux électrodes. Celle-ci est

directement liée au pH de la solution dans laquelle la sonde est immergée.
» Protocole

Le pH-metre est calibré automatiquement a pH égal a 4 et 9. Une quantité de 5g de miel
(correspondant a 10 % du volume total) est dissous dans 50mL d’eau distillée (correspondant a 90

% du volume total). La solution est homogénéisée et placée au bain marie régler a 20°C. Ensuite la
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cellule du pH-metre est immergée dans la solution et la valeur du pH s’affiche. Avant chaque
mesure, la cellule du pH-métre est rincée soigneusement avec de 1’eau distillée puis sécher

délicatement.

L’opération est faite pour les 3 miels utilisés (miel de thym ; miel toutes fleurs ; miel semi-

synthétique).
» Expression des résultats
La valeur du pH est directement lue sur I’écran du pH-métre.
Le pH s’exprime selon une échelle logarithmique de 0 a 14 unités :

- Une solution est considérée comme acide si son pH < 7.
- Une solution est considérée neutre si son pH = 7.

- Une solution est considérée basique si son pH > 7.

2.1.3. Détermination de taux de la matiére séche

Les glucides représentent la matiere seche des miels. Elle est obtenue par le séchage de miel &

une température 60°C pendant 5h dans un four pasteur laqueux 180°C et le résidu est pese.
» Protocole

L’erlenmeyer a été pesé vide puis apres avoir taré la balance, une masse (MO0) de 100 g de
miel a été pesée. L’erlenmeyer contenant le miel a été déposés dans un four pasteur laqueux

pendant 5 heures a 60°C. Peser apreés refroidissement.

L’opération est faite pour les 3 miels utilisés (miel de thym ; miel toutes fleurs ; miel semi-

synthétique).
> Expression des résultats

La teneur en cendres est calculée selon la formule suivante :
W = M1- M2/M0X 100

W : teneur en cendres en gramme (Q)
M1 : masse du creuset apres calcination en gramme (Q)

M. : masse du creuset vide en gramme (Q)
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Mo : masse initiale de miel (g).

2.1.4. Acidité libre

L’acidité libre est la quantité d’acide titrable par une solution d’hydroxyde de sodium jusqu’a
pH 7 en présence de bleu de bromothymol comme indicateur de fin d'équivalence (dosage

acidobasique colorimétrique). L’acidité mesurée est celle d'une solution de miel a 10%.
» Protocole

Une masse de 10 g de miel a été dissout dans 100 ml d’eau distillée. La 1°® burette a été rempli
avec 10mL de NaOH & 0,05N. a partir de la solution a 10% une prise d’essai de S5g a été pesée,
notée m, puis 2 a 3 gouttes de bleu de bromothymol (BBT®) ont été ajoutées. Le milieu réactionnel
est coloré en jaune (couleur du BBT en milieu acide). Titré avec du NaOH a 0,05N jusqu'a
coloration du BBT en vert foncé (pH 7) et relevé le volume équivalent de NaOH noté Veq.

L’opération est faite pour les 3 miels utilisés (miel de thym ; miel toutes fleurs ; miel semi-

synthétique).

» Expression des résultats

L’acidité libre, combinée et totales sont calculées avec les formules suivantes :

» Acidité libre: ALenmeq/kg = 1000 * Veq * N/ m

AVeC :

AL : Acidité libre en meg/kg

Veq : Volume équivalent de NaOH en |

N : Normalité de la solution de NaOH en eq/I

m : Prise d’essai de la solution de miel en kg
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2.1.5. Dosage des glucides réducteurs

La méthode de Bertrand est la méthode utilisée dans le dosage des sucres réducteurs. C’est une
méthode d’oxydoréduction qui permet le dosage des oses réducteurs grace a un dosage en retour.
Elle est basée, qu’en milieu alcalin et a chaud, les oses et osides réducteurs ont la propriété de
réduire 1’ion cuivrique (Cu 2*) contenant dans la liqueur de Fehling alcalino-tartro-cuivrique
(FEHLING A+ FEHLING B) a I’état d’oxyde cuivreux = Cu20 (Cu").

La quantité d’oxyde cuivreux est toujours proportionnelle a la quantité de sucre réducteur, selon

une table donne la correspondance entre la masse de cuivre et la masse des sucres réducteur.
Cette méthode consiste a un dosage en plusieurs étapes successives :

1. Une quantité des sucres réducteurs réagit avec les ions cuivriques (II) (Cu?") en excés

pour former un précipité rouge brique. Selon 1’équation suivante :

Cu?* + sucre réducteur » Cu,O_+ sucre oxydeé
¥

L’intensité de coloration rouge est proportionnelle a la concentration des sucres réducteurs

contenus dans les échantillons analysés, cette méthode est colorimétrique.

2. D’oxyde cuivreux apres filtration est traité par sulfate ferrique (Fez (SOs)3 qu’il réduit

quantitativement a 1’état de sulfate ferreux (FeSO4) d’apres la réaction suivante :

Cu,0 ++Fe, (804)3 + H,SO, — 2 CuSO4 + 2 FeSO, + H,0.

3. Le sulfate ferreux qui est proportionnelle a la quantité de Cu,O, est dosé par une solution

de permanganate de Potassium (KMnQOa) selon 1’équation suivante

Il est nécessaire de réaliser une défécation de la solution de miel avant d’effectuer le dosage de

Ces sucres.

2KMnQO,4 +10 FeSO,4 + 8 H,SO, —» Ky,SO4 + 2 MnSO4 + 5

32|Page



Partie expérimentale chapitre 1 : Matériel et Méthodes

> Défécation des solutions

Les glucides a doser sont généralement mélangés avec d'autres substances en solution ou en
suspension comme eux et peuvent prévenir ou fausser le dosage des sucres. Ces substances
étrangeres doivent étre éliminées sans modifier le taux de glucides ; cette clarification est obtenue
en provoquant la formation d'un précipité dans le liquide, opération appelée « défécation ». Les
agents clarifiants doivent donc avoir une action sélective. Certains, tel I'acetate de plomb, agisse par
précipitation (sel de plomb) et partiellement par adsorption. Les réactifs de Carrez
(hexacyanoferrate 1l de K et sulfate de Zn) agissent uniquement par adsorption. Ils provoquent la

formation d'un précipité a "l’état naissant" entrainant les substances étrangeres par "occlusion".

> Protocole

1. Défécation du miel (Mise en solution)

Dans une fiole jaugee de 200mL, a été introduit dans 1’ordre 20mL de miel, puis 2mL de
solution carrez | (d’hexacyanoferrate II de potassium a 15 %) et 2mL de carrez II (I’acétate de Zinc

a 30%). 200mL d’eau distillée ont été rajouté puis agité. Apres 15 mn, la solution est filtrée.
2. Précipitation d’oxyde de cuivre Cu20

Dans une fiole conique de 150 mL, a été introduit 10 mL de filtrat obtenu et 10 mL d’cau
distillée. 20 mL de solution de Fehling A ( la solution cuivrique ) et 20 mL de solution de Fehling
B (la solution tartro-sodique) ont été ajoutés a la solution puis agité . La solution a été portée a

1I’ébullition modeérée pendant 3 mn exactement, puis refroidir la fiole.
3. Lavage du précipité d’oxyde de cuivre (Cu20) :

Apres refroidissement, la fiole est agitée pour bien mélanger son contenue. La solution est
versée dans un tube a centrifuger, puis Cu20 est laisse a décanter par centrifugation. Le liquide a
été filtrer surnageant sur un filtre spécial monté sur une fiole a succion, il est conseillé d’entrainer
le moins de précipité possible et de ne jamais le laisser en contact avec I’air en le maintenant toujours
recouvert d’une couche de liquide. L opération a été recommence dans le méme tube a centrifuger,
jusqu’a ce qu’il reste le minimum de solution dans la fiole. 20 mL d’cau distillée récemment bouillie

et refroidie a été versé dans la fiole d’Erlenmeyer, I’agiter pour laver le précipité et faire décanter
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comme précédemment. Ce lavage a été répété 3 a 4 fois, puis vidé et rincé soigneusement la fiole a

succion jusqu’a ce que les eaux de lavage soient incolores. Le filtrat a est jeté.

4. Oxydation d’oxyde de cuivre (Cu20) par une solution ferrique (Fe*")

Dans le tube contenant le précipité de Cu20 (sous une couche d’eau) 20 mL de sulfate
ferrique a été ajouté. Le mélange a été agité a I’aide d’une baguette en verre jusqu’a dissolution
totale, la solution présente une coloration verte foncé (présence de fer Il). La solution a été agité et

versé sur le filtre pour dissoudre au passage le peu de Cu20 retenu sur le filtre.
5. Dosage du sel ferreux formé par KMnOy4 a (0,1 N)

La solution de sulfate ferreux aussi obtenue a été dosé par une solution titrée de KMnQO4

jusqu’a teinte rose stable quelques secondes (10 a 20 s). Le volume équivalent a été noté.

v Conditions opératoires
- Le précipité n’est jamais en contact avec I’air pour éviter son oxydation.
- Utiliser de I’eau distillée bouillie pour éviter I’oxydation par I'O2 dissout dans I’eau.
- Laver abondamment le précipité pour éliminer le tartrate, sinon le virage avec le

permanganate ne sera pas visible.

L’opération est faite pour les 3 miels utilisés (miel de thym ; miel toutes fleurs; miel semi-

synthétique).

> Expression des résultats

Utilisation de la table de Bertrand : En déduire la masse du glucose contenue dans la prise d’essai a

I’aide de la table de Bertrand a partir de la quantité d’oxyde cuivreux

Mcu = 63,54.0,1.V
AVEC :

* 63.53 : constante

* Mocu : Masse du cuivre

* 0,1 :normalité de KMnO4
* V: Volume équivalent
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2.2 Préparations des miels additionnés

Nos préparations sont basées sur 1’addition des différents types de miels utilisés a ’huile
essentielle de thym, a I’exception de miel de thym qui a été utilisé sans étre additionnés avec ’'HET

(Miel toute fleur additionné et miel semi-synthétique additionné).

L’HET utilisées au cours de notre travail est choisi en raison de leur puissant potentiel
thérapeutique (anti- infectieux, antiseptiques, cicatrisant, et antiinflammatoire.) et de leurs
constituants volatils, en particulier le thymol (Daoudi, 2016). Cette huile est dermocaustiques
(agressives pour la peau). Il faudra donc la diluer a 5% dans une huile végétale neutre ou dans du
miel pour toute utilisation cutanée (Mahé, 2019).

» Miel de thym

Un volume de 20 mL de miel de thym a été préparé et conservé dans des tubes en verre
stériles hermétiquement a température ambiante et a I'abri de la lumiere jusqu'a son utilisation.
Avant chaque utilisation, le miel doit étre préchauffés dans un bain-marie pour des raisons pratiques
car il a une texture épaisse et visqueuse.

» Miel toutes fleurs additionné a ’HE de thym

Un volume de 1 mL d’HE de thym a été ajouté (correspondant a 5 % du volume total) a 19
mL de miel toutes fleurs (correspondant a 95 % du volume total) dans un tube stérile
hermétiquement pour éviter toute évaporation de I’HE. Ensuite, le mélange a ét¢ chauffé¢ dans un
bain-marie tout en mélangeant continuellement jusqu’a homogénéisation. Il a été hermétiquement
conservé a température ambiante et a I'abri de la lumiere jusqu'a son utilisation. Avant chaque
application, le mélange doit étre agité et réchauffé si nécessaire.
Plusieurs tubes ont été préparés en fonction de la quantité requise pour réaliser ce travail.

» Miel semi-synthétique de romarin additionné a ’HE de thym

Ce meélange a été préparé et conservé de la méme facon que celui du miel toutes fleurs
additionné a I’HE de thym.
Plusieurs tubes ont été préparés en fonction de la quantité requise pour réaliser ce travail.
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2.3. Etudes in vitro

Au vu des multiples propriétés biologiques de miel et des huiles essentielles, ils ont été utilises
depuis des millénaires. Jusqu’au début du vingtieme siecle, lors de la découverte des antibiotiques
leurs utilisations ont été destitués (Lequet, 2010). Néanmoins, le développement rapide de la
résistance a ces antibiotiques est devenu un probleme majeur dans la médicine moderne, qui a
conduit a un accroissement d’intérét dans les thérapies naturelles, a voir les propriétés curatives du

miel et des huiles essentielles (Baltrusaityte et al., 2007 ; Buchbauer, 2010).

2.3.1. Tests d’évaluation de sensibilité en milieu solide
2.3.1.1. Tests d’évaluation de sensibilité aux miels et aux miels additionnés

Afin de tester la sensibilité des souches bactériennes et fongiques (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa ; Escherichia coli et Candida albicans) vis-a-vis le miel de thym, miel
toutes fleurs, miel semi synthétique et miels additionnés, nous avons opté a la méthode de diffusion
sur milieu gélosé.

» Coulage des milieux de culture

Les milieux de culture préalablement préparés en flacon de 250 ml (milieu MH et Sabouraud),
ont été liquéfiées dans I’autoclave a 120°C pendant 20 min puis transféré dans un bain marie a 60°C
pour les maintenir en état liquide. Fait sortir un flacon et laisser refroidir Iégérement, pour
1’utilisation.

En présence de bec benzéne, le milieu a été coulé dans des boites de pétries stériles et préalablement
étiquetés (environ 22 mL pour chaque boite). Laisser les milieux en boite se solidifier. Puis les
boites ont été incubé dans 1’étuve pendant 24h a 35°C, afin d’éliminer les boites contaminées.

» Préparation d’inoculum

A partir d’une culture pure de 24 h, soit de Staphylococcus aureus, de Pseudomonas aeruginosa,
d’Escherichia coli ou de Candida albicans, sur un milieu d’isolement approprié, quelques colonies
bien isolées et parfaitement identiques ont été prélevées et mises en suspension dans 5 mL de I’eau
physiologique stérile a 0.9 %. La suspension bactérienne a été bien homogénéisée a l'aide d'un
vortex et standardisée a 0.5 MacFarland en ajoutant soit de la culture bactérienne a la suspension,

soit de I’eau physiologique stérile.
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» Diffusion sur gélose

Dans une zone stérile, des boites Pétri contenant un milieu approprié (milieu MH pour S.
aureus ; P. aeruginosa ; E. coli et sabouraud pour C. albicans) ont été ensemencées en trompant un
écouvillon stérile dans I’inoculum et 1’essorer en le pressant contre la paroi interne du tube, afin de
le décharger au maximum. Des stries serrées ont été réalisé sur la surface de la gélose. L’opération
a été répété deux fois en tournant la boite a 60° a chaque fois, finir I’ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie de la gélose. Dans le cas ou I’on ensemence une nouvelle boite,
I’écouvillon a été rechargé a chaque fois. A I’aide d’une pipette pasteur stérile ; une goutte de
I’échantillon a testé a été prélevé de chaque échantillons a tester (miel de thym, miel toutes fleurs,
miel semi-synthétique, miels additionnés) et posé délicatement sur la surface du milieu ensemencé.
Les essais ont été répétes trois fois pour chaque échantillon. La pipette pasteur a été changer apres

chaque ensemencement. Les boites ont été incubées dans 1’étuve a 35 °C pendant 24 h a I’étuve.

2.3.1.2. Tests d’évaluation de sensibilité a I’huile de thym

On a opté la méthode de diffusion des disques sur gélose, afin d’examiner la sensibilité des
souches a tester (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ; Escherichia coli et Candida
albicans) vis-a-vis I’huile thym.

» Coulage des milieux de culture

Le coulage des milieux a été fait de la méme maniere que ceux préparés pour les tests
d’évaluation de sensibilité aux miels et aux miels additionnés.

» Preparation d’inoculum

Les suspensions utilisees ont été prépares et standardisé (0,5 MacFarland) de la méme fagon que

celles préparées pour les tests d’évaluation de sensibilité aux miels et aux miels additionnés

» Diffusion sur gélose

L’ensemencement des boites Pétri avec les inocula, a été fait de la méme fagon dans la Méthodes
de diffusion sur gelose. Un disque de papier Buvard stérile de 9 mm de diamétre a été dépose
délicatement au centre de la boite, a 1’aide d’une pince stérile. Un volume de 100 puL de I’huile
essentielle de thym a été prélevé par la micropipette et déposé sur le disque. Les boites ont été

incubées dans 1’étuve pendant 24 h a 35°C.
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> Expression des résultats

La lecture de ces tests se fait par la mesure de diametre de la zone d’inhibition. Plus le diamétre
de cette zone est grand, plus la souche est sensible a I’échantillon. Plus, il est petit, plus elle est
résistante.

Les résultats enregistrés comme diametre moyen de trois répétitions.

2.3.2. Evaluation de Dactivité antimicrobienne en milieu liquide

La sensibilit¢ des souches microbiennes utilisé (Staphylococcus aureus; Pseudomonas
aeruginosa ; Escherichia coli ; Candida albicans) vis-a-vis les différents échantillons a été tester
par la méthode des dilutions en réalisant des concentrations de 75, 50, 25 et 10%.

» Préparation d’inoculum

Les suspensions utilisées ont été préparés et standardisé (0,5 MacFarland) de la méme fagcon que

celles préparées pour L’évaluation de ’activité antimicrobienne en milieu solide.
> Préparation des dilutions

A proximité d’un bec benzéne, a 1’aide d’une seringue stérile, un volume adéquat a des
concentrations prédéfinies (75, 50, 25 et 10%) (tableau.03) a été prélevé de chaque échantillon a
tester (miel de thym, miel toutes fleurs, miel semi-synthétique, miels additionnés, huile essentielle
de thym) et ajouté aux tubes qui contiennent le milieu de culture approprié (milieu TSB pour S.
aureus, P. aeruginosa et E. coli. Le milieu sabouraud pour C. albicans). Les tubes ont été
préalablement étiquetés. Une incubation de 24h a 35°C dans I’étuve a été effectuée pour controler
la stérilité de nos échantillons. Trois répétitions ont été réalisées pour chaque souche et chaque

échantillon.

Dans un deuxiéme temps, les tubes contenant le milieu de culture et les échantillons ont été
ensemencés avec un volume adéquat des différents inocula déja préparés a des concentrations

prédéfinies (tableau 4). Puis incubés a 35°C pendant 24h et apres 48h.

Des témoins positifs ont été prépareé, trois tubes contenant milieu TSB pour S. aureus, P. aeruginosa

et E. coli.et un tube contient milieu Sabouraud pour C. albicans.

En paralléle, des témoins négatifs ont été préparé par addition au tube contenant le milieu de culture
un volume adéquat a des concentrations prédéefinies des échantillons testés.
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Chaque concentration a un volume adéquat d’inoculum et d’échantillons ou de milieu de culture,

ces volumes sont mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau 3: Différents volumes utilisés pour chaque concentration

Concentrations  Volumes des Volume des échantillons Volume de Totale
milieux de testés P’inoculum
culture miels et miels HET
additionnés
75 % 0,625 mL 1,87 mL 0,1 mL 0,1 mL 2,6
50 % 1,25 mL 1,25 mL 0,1 mL 0,1 mL 2,6
25 % 1,875 mL 0,645 mL 0,1 mL 0,1 mL 2.6
10 % 2,25 mL 0,25 mL 0,1 mL 0,1 mL 2.6

> Expression des résultats

La lecture des résultats a été faites a I’ceil nu et comparé aux témoins négatifs et positifs.
L’apparition d’un trouble dans un milieu est interprétée comme un résultat positif, due a la
croissance bactérienne dans le milieu. L’absence de trouble est interprétée comme un résultat

négatif, due & I’absence de la croissance bactérienne.
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2.4. Etude in vivo

Notre travail est basé sur I’étude expérimentale des briilures selon des méthodes décrites par
plusieurs recherches scientifiques avec quelques modifications. Avant chaque expérience une
vérification de I’absence de jetage ou de blessure quelconque a été effectuée de fagon a s’en assurer
de la bonne santé des animaux. Aucune restriction hydrique ou alimentaire n’est réalisée durant la

phase préopératoire.

> Répartition en groupes
Les souris ont été pesées et répartis en 4 lots expérimentaux dans 4 cages, chaque souris a son

propre traitement sauf pour le modele témoin (Tableau.04).

Tableau 4: Répartition des lots de souris selon les différents traitements pour I'étude des brilures.

Nom de lot Nombre Traitement
de souris
Témoin 1 Non traiter
MT 1 Miel de thym
MTF + HE 1 Miel toutes fleurs + HE
MSS + HE 1 Miel semi-synthétique + HE

> Protocole d’induction des brilures

- Les souris ont été pesées et leur poids a été enregistre.

- Epilation a I’aide d’une lame de rasoir stérile sur la région dorsale.

- Apreés rasage, les souris ont subi une anesthésie générale par voie respiratoire, on les place
dans une boite en plastique transparente munie d'un couvercle propre et deésinfecté avant
chaque utilisation. Un tampon de coton imbibé d'éther a été utilisé pour induire I'anestheésie,
en ajuste une quantité suffisante d’éther, une surveillance attentive a été assurée pour éviter

une anesthésie prolongée ou la mort des souris.

- Les brQlures ont été réalisées sur la peau de la région dorsale de chaque animal ; le choix de

cette région est motivé par la facilité d’accés, tant pour la réalisation de la brilure que pour
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le suivi de 1’évolution de la plaie et le relevé des mensurations. La localisation des brilures

a ce niveau prévient également 1’auto léchage des plaies par les animaux.

- Les bralures du 2éme degré superficiel ont été réalisées sur le dos préalablement rasé de
chaque animale. Ont été reéalisées grace a un instrument cylindrique en métal avec une base
ronde de 15 mm de diamétre. Il a été chauffé dans de I’eau bouillante Apres chauffage, elle
est retirée de I’ecau Rapidement essuyée, puis appliquée sans pression pendant 15 secondes

au niveau du lieu d’élection. Afin de provoquer des brilures de second degré (une seule

brdlure par souris).

Figure 8: A) Induction de la briilure, B) Aspect de la brilure immédiatement apres induction.
» Application des traitements

Apres I’induction des brilures, les animaux des lots ont été traité de maniérées réguliéres tous
les jours a I’exception des week-ends jusqu’a cicatrisation totale, chacun avec leur traitement

specifique montrer dans le Tableau 4.
> Expression des résultats

La lecture des résultats se fait par la mesure de diametre de la zone brulée des souris, d’une

maniérées régulieres chaque trois jour, a I’exception des week-ends, pendant 20 jour.

41 |Page



Chapitre 2 : Résultats et
Discussion




Partie expérimentale chapitre 2 : Résultats et discussion

1. Résultats

1.1. Analyses physico-chimique des miels

Le tableau suivant présente les résultats obtenus suite a 1’analyse physico-chimique de nos
échantillons de miel ainsi que les normes relatives des différents paramétres selon le Codex
Alimentarius :

Tableau 5: Résultats de I'analyse physico-chimique des différents miels

Critéeres de qualité du Miel de thym | Miel toutes Miel semi- Norms Codex
miel fleurs synthétique

Acidité libre (meg/kg) 20 meqg/kg 10 meqg/kg 10 meqg/kg <50 meq/kg

pH 3,71 4,58 4,09 35-45
Conductivité électriqgue | 0,4 mS/cm | 0,2 mS/cm 0,4 mS/cm <0,8 mS/cm
(mS/cm)

Matiere seche 92% 93% 93% /
glucides réducteurs 469 50,969 53,559 >45¢/100 g

Les résultats obtenus montrent que le miel semi-synthétiques et le miel toutes fleurs ont un
acidité identiques (10 meq/kg), inferieur a I’acidité de miel d thym (20 meg/kg).

Les résultats de pH affirment que les miels étudiés sont tous acides, dont le miel de thym est
le plus acides avec une valeur de 3,71 suivie du miel semi-synthétique avec un pH égale a 4,09,
derniérement le miel toutes fleurs avec 4,58.

La conductivité électrique du miel semi-synthétique et celui de thym est identique, elle est
d’une valeur de 0,4 mS /cm. Par ailleurs, elle est supérieure & celle du miel toutes fleurs (0,2
mS/cm).

Les résultats de la matiere seches des miels sont compris entre 92% (miel de thym) et 93%

(miel semi-synthétiques et le miel toutes fleurs).
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Le miel semi-synthétique a une teneur élevée en sucres réducteurs avec une valeur de 53,55g,

suivie de miel toutes fleurs (50,969), et en dernier le miel de thym (46g).

1.2. Etude in vitro
1.2.1. Tests d’évaluation de sensibilité en milieu solide
1.2.1.1. Test d’évaluation de sensibilité aux miels et aux miels additionnés

La méthode de diffusion sur gélose est utilisée afin d’évaluer la sensibilité des souches
microbiennes (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ; Escherichia coli ; Candida
albicans) vis-a-vis le miel de thym, miel toutes fleurs, miel semi synthétique et miels additionnes
(MTF + HET et MSS + HET). Celle-ci se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour de
la zone de dép6t de I’échantillon étudié. La lecture des résultats a été faite par la mesure des
diamétres des zones d'inhibitions (mm). Les mesures des diamétres des zones d’inhibition sont
mentionnées dans le tableau 12 et représenté dans la figure 10, leurs auréoles sont illustrées dans
les Figure 11 et 12.

Tableau 7: Diamétres des zones d’inhibition
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Echantillons Souches Diametre £ 0.2 (mm) | La nature de la souche
testés (Moy de 3 répétitions)
MT Staphylococcus aureus 0 Sensibilité absente
Pseudomonas aeruginosa | 45 Sensibilité remarquable
Escherichia coli 36 Sensibilité remarquable
candida albicans 0 Sensibilité absente
MTF Staphylococcus aureus 0 Sensibilité absente
Pseudomonas aeruginosa | 35 Sensibilité remarquable
Escherichia coli 38 Sensibilité remarquable
candida albicans 0 Sensibilité absente
MSS Staphylococcus aureus 0 Sensibilité absente
Pseudomonas aeruginosa | 41 Sensibilité remarquable
Escherichia coli 23 Sensibilité remarquable
candida albicans 0 Sensibilité absente
HET Staphylococcus aureus 51 Sensibilité remarquable
Pseudomonas aeruginosa | 77 Sensibilité remarquable
Escherichia coli 51 Sensibilité remarquable
candida albicans 51 Sensibilité remarquable
MTF + HET Staphylococcus aureus 23 Sensibilité remarquable
Pseudomonas aeruginosa | 10 Sensibilité remarquable
Escherichia coli 36 Sensibilité remarquable
candida albicans 28 Sensibilité remarquable
MSS + HET Staphylococcus aureus 17 Sensibilité remarquable
Pseudomonas aeruginosa | 10 Sensibilité remarquable
Escherichia coli 19 Sensibilité remarquable
candida albicans 35 Sensibilité remarquable

MT : miel d thym.

MTF :

miel toutes fleurs.

MSS :

HET : huile essentielle de thym.

miel semi -synthétique .
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Figure 11: Zones d'inhibition obtenues par l'action des différents miels (A : MT, B : MTF, C :
SSM) vis-a-vis de Staphylococcus aureus ; Pseudomonas aeruginosa ; Escherichia coli ;

Candida albicans, par ordre.

Figure 12: Zones d'inhibition obtenues par I'action des différents miels additionnés (A : SSM +
HET, B : MTF +HET) vis-a-vis de Staphylococcus aureus ; Pseudomonas aeruginosa ;
Escherichia coli ; Candida albicans, par ordre.
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L’analyse du tableau 12 et des figures 10,11 et 12 montrent que le miel du thym, le miel
toutes fleurs et le miel semi-synthétique n’ont aucune activité inhibitrice contre Staphylococcus
aureus et Candida albicans, tandis qu’ils ont un pouvoir antibactérien puissant et variable vis-a-vis

Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli.

Le miel de thym présente le potentiel inhibiteur le plus élevé vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa
avec une moyenne de diametre de 45mm, supérieurs a celui de miel semi-synthétique (41 mm), qui

a son tour supérieur a celui de miel toutes fleurs (35 mm) [MT > MSS > MTF].

Le miel toutes fleurs et celui de thym ont un pouvoir inhibiteur convergent avec une moyenne de
diamétre de, par ordre, 38 mm et 36 mm vis-a-vis Escherichia coli. Alors que, ce dernier est

supérieurs a celui de miel semi-synthétique (23 mm) [MTF > MT > MSS].

L’analyse de tableau 12 et des figures 10,11 et 12 engendrent que les miels additionnés a
I’huile du thym entrainent une activité antimicrobienne contre toutes les souches utilisées, voir

méme, les souches qui n’ont pas été inhibés par les miels pure sans additionnement.

Le miel toutes fleurs additionné d’huile de thym présente le pouvoir inhibiteur le plus élevé vis-a-
vis la souche d’Escherichia coli avec une moyenne de diamétre de 36mm, qui est supérieur a celui
vis-a-vis Candida albicans (28mm), qui est a son tour supérieure a celui vis-a-vis Staphylococcus

aureus (23mm) et vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa (10mm).

Le miel semi-synthétique additionné d’huile de thym, aussi, présente un effet inhibiteur vis-a-vis la
souche Candida albicans avec une moyenne de diametre de 35mm, noté comme le plus élevé. Ce
dernier, est enregistré avec un diametre d’ordre de19mm vis-a-vis Escherichia coli, de 17mm vis-

a-vis Staphylococcus aureus, et de 10mm vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa.

1.2.1.2. Tests d’évaluation de sensibilité 4 ’HE de thym

L’activité antimicrobienne d’HE de thym (HET), a été évaluées par la méthode des disques
sur un milieu gélosé. Cette méthode permet de déterminer 1’action de I’huile de thym vis-a-vis les
souches microbiennes testées, celle-ci se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du
disque de papier prealablement imprégneé de 1’échantillon étudié. La lecture des résultats a été faite

par la mesure des diamétres des zones d'inhibitions (mm). Les mesures des diamétres des zones
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d’inhibition sont regroupées dans le tableau 12 et représenté dans la figure 10, leurs auréoles sont

illustrées dans la Figure 13.

Ces résultats affirment que 'HET a une forte activité antimicrobienne pour controler et
inhiber les agents pathogeénes.

Figure 13: Zones d'inhibition obtenues par I'action de I'huile essentielle vis-a-vis les souches
testés ( A: Staphylococcus aureus ; B : Pseudomonas aeruginosa ; C : Escherichia coli ; D:
Candida albicans)

L’analyse de tableau 12 et des figures 10 et 13 montrent que I’huile de thym exerce une
activité inhibitrice vis-a-vis toutes les souches testées (Staphylococcus aureus ; Pseudomonas

aeruginosa ; Escherichia coli ; Candida albicans) avec un pouvoir variable.

Le potentiel inhibiteur le plus élevé est observé vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa avec une
moyenne de diamétre de 77mm, alors, qu’il est identique vis-a-vis Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Candida albicans qui est identiques avec une moyenne de diametre de 51mm.
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1.2.2. Test d’évaluation de sensibilité en milieu liquide

Les résultats de 1’évaluation de la sensibilité des souches utilisées vis-a-vis les échantillons

testées dans un milieu liquides ont été résumés dans les tableaux suivants (tableau 8, 9, 10, 11, 12,

13).

Tableau 8: Résultats d’incubation des témoins positifs

(+) : croissance bactérienne

Les témoins Résultats
E. coli +
S. aureus +
P. aeruginosa +
C. albicans +

(-) : pas de croissance bactérienne

Tableau 9: Résultats d’incubation des suspensions microbiennes avec 1’huile essentielle de thym

Echantillon

Résultats

24H

48H

Témoin négatif (-)

E. coli

S. aureus

P. aeruginosa

C. albicans

(+) : croissance bactérienne

() : pas de croissance bactérienne
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Tableau 10: Incubation de la suspension de la bactérie E. coli dans des milieux contenants
différentes concentrations des miels et des miels additionnés a 1’huile de Thym

Les concentrations des miels et miels additionnés

10 % 25 % 50 % 75 %
24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H
o -7 -1 -17T-1-1-1T-71-
MTF
E 4= + - + - - - -
MTF | T(-) - - - - - - - -
+
HE E - - - - - - - -
2
2
= o - T -1 -T7-1-T-1-7T-
S MSS
§ E + + - + - - - -
L
- MSS | T(-) - - - - - - - -
+
HE E - - - - - - - -
o -7 -1-T7-1-T-1-71 -
MT
E + A - + - - - -

T (-) : Témoin négatif
E : Echantillon

(+) : croissance bactérienne

(-) : pas de croissance bactérienne
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Tableau 11: Incubation de la suspension de la bactérie S. aureus dans des milieux contenants
différentes concentrations des miels et des miels additionnés a 1’huile de Thym

Les concentrations des miels et miels additionnés

10 % 25 % 50 % 75 %
24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H
o -7 -1 -17T-1-1-1T-71-
MTF
E + + - + - - - -
MTF | T(-) - - - - - - - -
+
HE E - - - - - - - -
2
2
= o - T -1 -T7-1-T-1-7T-
S MSS
§ E + + - + - - - -
L
- MSS | T () - - - - - - - -
+
HE E - - - - - - - -
o -7 -1-T7-1-T-1-71 -
MT
E = + - - - - - -

T (-) : Témoin négatif
E : Echantillon

(+) : croissance bactérienne

(-) : pas de croissance bactérienne
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Tableau 12: incubation de la suspension de la bactérie P. aeruginosa dans des milieux contenants
différentes concentrations des miels et des miels additionnés a I’huile de Thym

Les concentrations des miels et miels additionnés
10 % 25 % 50 % 75 %
24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H 24H | 48H
o -1 -1 -1-1-1-1-71-
MTF
E + + - - - - - -
MTF| TGO | - - - - - - - -
+
HE E - - - - - - - -
e
2
= Ol -1 -1 -1 -1 - - -1 -
S MSS
§ E + + - - - - - -
i MSS | T () - - - - - - - -
+
HE E - - - - - - - -
ol -1 -1 -1T-1-1T1-1-71-
MT
E + + - - - - - -
T (-) : Témoin négatif (+) : croissance bactérienne
E : Echantillon (-) : pas de croissance bactérienne
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Tableau 13: incubation de la suspension de la levure C. albicans dans des milieux contenants
différentes concentrations des miels et des miels additionnés a 1’huile de Thym

Les concentrations des miels et miels additionnés

10 % 25 % 50 % 75 %
24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H | 24H | 48H
Ol -1 -1 -1 -1-1-1T-71-
MTF
E + + - + - - - -
MTF | T(-) - - - - - - - -
+
HE E - - - - - - - -
2
2
= Ol -1 -1 -1 -1 -17-1T-71-
S MSS
§ E + + + + - - - -
@
- MSS | T(-) - - - - - - - -
+
HE E - - - - - - - -
ol - T -1 -T7T-1T-T7-1T-7T-
MT
E + A - + - - - -

T (-) : Témoin négatif
E : Echantillon

(+) : croissance bactérienne

(-) : pas de croissance bactérienne
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L'étude de I'effet cicatrisant des miels et des miels additionnés se traduit par la mesure de

diamétre de la zone brulée de chaque souris et évaluer leurs progressions pendant 20 jour, les

résultats des diametres sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau 14: Diametres des brulures chez les souris dans les quatre lots expérimentaux.

Jours

JO

J3

J6

J9

J13

J16

J20

Témoins
15

1,4

1,2

0,8

0,6

0,4

Diametres des bralures (cm)

MT
1,5

1,3

1,2

0,8

0,4

0,1

0

MTF + HET
1,5

1,3

1,1

0,9

0,7

0,5

0,2

MSS + HET
1,5

1,4

1,2

0,6

0,3

0,1

0

54 |Page



Partie expérimentale

chapitre 2 : Résultats et discussion

Tableau 15: Evaluation de la cicatrisation par photographie des brulures

JO

Témoins

J3

J6

J9

J13

J16

MTF + HET

J20

MSS + HET

—
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Figure 14: Histogramme représentatif des diamétres des brulures chez les souris dans les

quatre lots expérimentaux.

Au cours de la période de cicatrisation de 20 jours et selon un intervalle du temps précis, les
diametres des brilures ont été régulierement mesurées et photographiés (tableau 19 et 20).

L’évaluation de 1’évolution de diamétre de chaque brllure est réalisée sur les animaux traités et non
traités (témoins), la comparaison entre les différents groupes est indiquée dans le tableau 19 et 20
et Figures 14.

Les résultats de notre étude, montrent aucune une modification significative des diamétres des

brulures est n’est observée durant les trois premiers jours (Tableau 19, Figure 14).

L’évolution du processus cicatriciel des brilures observée aprés les périodes de 3, 6, 9,13 ,16 et le
20°™ jour du traitement clairement indique (tableau 19 et 20 et Figures 14), que le diamétres des
brdlures est potentialisée dans les groupes traités avec le miel semi-synthétiques additionnés (avec
lesvaleurs:1,2;0,6;0,3;0,1;0cm), pour le miel de thym (avec les valeurs:1,2;0,8;0,4;0,1;
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0 cm), et miel de toutes fleurs additionnés I’huile de thym (avec les valeurs : 1,1 ; 0,9;0,7;0,5;
0,2 cm),

Entre le 6™ et le 13°™ jour, les diamétres des brilures des souris traitées avec le miel semi-
synthétiques additionnés a 1I’huile essenticlle de thym sont, a chaque fois, diminué de 50%.
Cependant, les diametres des briilures des souris des autres lots expérimentaux sont diminués d’une

fréquence moins élevée.

Entre le 16°™ et le 20°™ jour, les diamétres des brllures des souris traitées avec le miel semi-
synthétiques additionnés a I’huile essentielle de thym et ceux-ci traitées avec le miel de thym, ont
devenue nulles. Tandis que, pour les diamétres des témoins et miel toutes fleurs additionnés a I’huile

essentielle de thym, sont de I’ordre de 0,4 cm et 0,2 cm.

Les observations visuelles quotidiennes indiquent, 1’absence des signes d'infection autour de la

bralure chez les souris controlées et traitées durant la méme période 3-20 jours de I’expérimentation.

2. Discussion

» Les résultats des propriétés physico-chimiques de nos échantillons d’un miel a un autres :

Les glucides forment la plus grande partie du miel (78 a 80 %), ils comptent pour 90 -99%
de la matiére seche (Hoyet, 2005). Les résultats obtenus pour les échantillons des miels analysés
varient entre 92% et 93% de matiére séche, ce qui témoigne que nos miels adéquats aux normes et

sont riches en glucides.

Cependant, Les glucides recteurs, sont des sucres simples comprennent le glucose, le
fructose, le lactose (Hoyet, 2005). Les résultats obtenus des échantillons des miels sont adéquats au

normes de codex, et confirme les résultats obtenus en matiére séche.

L’acidité est un critére important de qualité, il nous renseigne sur I’état du miel durant son
extraction et son stockage, en raison de son influence sur sa texture et sa stabilité contre la
détérioration microbienne. L’acidité des miels est conférée par 1’acide gluconique (Bogdanov et
al., 2004). Ce dernier est produit a partir du glucose sa formation s’accompagne de dégagement du
peroxyde hydrogéne (eau oxygénée), sous I’action de 1’enzyme « glucose-oxydase » secrétée par
I’abeille, la présence d’eau oxygénée assure au miel des propriétés antiseptiques (Schweitzer,

2005).
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Les valeurs obtenues sont inférieures a la norme fixée par le Codex Alimentarius (2019) qui est
de 50 meq/kg. Cela indique 1’absence de fermentations indésirables dans nos échantillons.

Tous les miels sont acides, avec une valeur du pH qui se situe entre 3,5 et 4,5 pour les miels
de nectar, par contre ceux provenant des miels de miellats sont compris entre 5 et 5,5. (Bogdanov
et al., 2004).

Le pH des miels analysés sont compris entre 3,71 et 4,5. Aucun de nos échantillons étudiés ne
dépassait la limite permise, ce qui peut étre considéré comme un indice de fraicheur et permet de

conclure que nos échantillons sont tous des miels de nectar.

La conductivité électrique est étroitement liée a la concentration des sels minéraux et les
acides organiques. En effet, plus ces deux parametres sont élevés, plus la conductivité
correspondante est élevée. Sa mesure permet de déterminer 1’origine botanique d’un miel
(Bogdanov et al., 2004). La norme prévoit en général : Les miels de nectar doivent avoir des valeurs
de conductivité inférieures a 0,5 mS /cm, tandis que les miels de miellats possédent une conductivité
électrique supérieur a 0,8 mS / cm (Codex Alimentarius, 2019).

Les résultats obtenus pour les échantillons des miels analysés varient entre 0,2 mS/cm et 0,4 mS/cm,
elles ont conformé aux normes préconisées. Cela confirme que nos miels sont d’origine des miels
de nectar.
L’analyse du pH et de conductivité électrique, regroupe nos miels dans la catégorie des miels du
nectar en fonction de leurs acidités. Donc, tous les deux dépendent de I’acidité de miel, qui dépend,
a son tour, de taux des glucides contenant dans le miel. Cela, confirme qu’une relation
proportionnelle existe entre ces parameétres, plus un miel a une conductivité électrique élevée
présentent un pH élevé, plus il est riche en glucide.
On peut conclure que les trois miels sont des miels de nectar, d’une acidité varier, dont le miel de
thym est le plus acide suivi de miel semi-synthétique et derniérement le miel toutes fleurs.

» Les résultats de I’obtenus concernant 1’étude in vitro (I’activité antimicrobienne) de nos
¢chantillons testés par la méthode de diffusion sur gélose (les miels et les miels additionnés, I’huile
essentielle de thym), en mesurant les diametres des halots d’inhibitions montrent que celle-ci est en

fonction du type de miel, les synergies effectuées, et de la souche microbienne cible :
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Le miel de thym, le miel toutes fleurs et le miel semi-synthétique n’ont aucune activité

inhibitrice contre Staphylococcus aureus et Candida albicans, tandis qu’ils ont un pouvoir
antibactérien vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli.
Le miel de thym présente le potentiel inhibiteur le plus élevé vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa,
supérieurs a celui de miel semi-synthétique (41 mm), qui a son tour supérieur a celui de miel toutes
fleurs. Cependant, Le miel toutes fleurs et celui de thym ont un pouvoir inhibiteur convergent avec
une moyenne de diamétre de, par ordre, 38 mm et 36 mm vis-a-vis Escherichia coli. Alors que, ce
dernier est supérieurs a celui de miel semi-synthétique.

Par comparaison des donnés, nous pouvons dire que nos miels n’ont pas d’activité antifongique
et le potentielle de leurs activités antibactériennes varie d’une souche bactérienne a une autre.
Cependant, Staphylococcus aureus et Candida albicans sont résistantes vis-a-vis le miel de thym,

le miel toutes fleurs et le miel semi-synthétique.
La resistance de Candida albicans, et due a I’absence de ’activité antifongique dans nos miels.

La principale « inhibine » que contient le miel est le peroxyde d’hydrogene (H202). C’est un
trés bon antiseptique. I1 est produit par réaction enzymatique. L’oxydation du glucose, sous 1’action
de I’enzyme « glucose-oxydase », produit est le peroxyde d’hydrogéne (H202) et L’acide
gluconique, qui accroit I’acidité du miel et le rend peu favorable au développement de colonies
bactérienne. La catalase représente 1’antagoniste de la gluco-oxydase, et elle réduit I’eau oxygénée.
(Schweitzer, 2005). De fait, la résistance de la bactérie Staphylococcus aureus, qui est a catalase
positive, peut étre due a I’enzyme catalase qui a décomposé le peroxyde d’hydrogene, ce qui a

perturbé I’activité antibactérienne des miels.

Tandis que, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli sont sensibles vis-a-vis ces miels, et

notamment vis-a-vis le miel de thym.

Cette activité antibactérienne de nos miels est due leurs acidités principalement, a leurs
pressions osmotiques élevées, a I'oxydation enzymatique du glucose et a leurs faibles activités de
I'eau. De méme le miel de thym présente I'une des activités antibactériennes les plus fortes, grace a
la présence de certains composes bioactifs issus de la plante de thym (Thymus vulgaris), tels que
les polypheénols, les flavonoides et les terpénes, notamment le thymol et le carvacrol (Labiod et
Aouadi, 2016).
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L’huile de thym exerce une activité inhibitrice vis-a-vis toutes les souches testées avec un
pouvoir variable. Le potentiel inhibiteur le plus élevé est observé vis-a-vis Pseudomonas
aeruginosa avec un de diametre de 77mm, alors, que vis-a-vis Staphylococcus aureus, Escherichia

coli, Candida albicans, il est identique avec une moyenne de diameétre de 51mm.

Ces résultats nous permettons de conclure qu’activité¢ antimicrobienne de I’huile essentielle
de thym est plus puissante de celles des miels, puisqu’il a inhibé la souche Pseudomonas
aeruginosa, qui est un Gram négatives, avec un de diameétre de 77mm. En effet, nos souches sont

tous sensibles a I’huile essentielle de thym.

L’activité antibactérienne des huiles essentielles est étroitement liée a leurs compositions
chimiques, en particulier les composés bioactifs tels que le thymol, le carvacrol, le linalol et le
terpinene-4- (Burt, 2004).

A partir des résultats, nous avons constaté que I’huile essentielles de thym a inhibé les souches a
Gram positives ou négatives de la méme fréquences, cela est due a la variabilité quantitative et
qualitative des composants de HEs, il est probable que leur activité antibactérienne ne soit pas

attribuable a un mécanisme unique (Souza et al., 2006; Bajpai & Kang, 2010).

La levure Candida albicans a été aussi inhibé par I’HET et cela grace a la présence de certaines
fonctions chimiques dans leurs compositions tels que les phénols et les aldéhydes qui s’interagit les

enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique des levures (Knobloch,1989).

Les miels additionnés a I’huile essentielle de thym entrainent une activité antimicrobienne
de puissance variable contre toutes les souches utilisées, voir méme, les souches qui n’ont pas été

inhibés par les miels pure sans additionnement.

Le miel toutes fleurs additionné a I’huile de thym présente le pouvoir inhibiteur le plus élevé vis-a-
vis la souche d’Escherichia coli avec une moyenne de diametre de 36mm, qui est supérieur a celui
vis-a-vis Candida albicans, qui est a son tour supérieure a celui vis-a-vis Staphylococcus aureus et

Pseudomonas aeruginosa.

Le miel semi-synthétique additionné a I’huile de thym, aussi, présente un effet inhibiteur vis-a-vis
la souche Candida albicans avec une moyenne de diameétre de 35mm, noté comme le plus élevé,

suivie de celui d’Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa en ordre.
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A partir de ces résultats, nous pouvons dire que le pouvoir inhibiteur des miels est renforcé apres
son additionnement a I’HET. De fait, Escherichia coli est plus sensibles a la préparation de miel
toutes fleurs additionné a I’huile de thym, cependant, Candida albicans est plus sensibles au miel
semi-synthétique additionné a 1’huile de thym. Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

sont sensibles a chaque préparation de la méme fréquence.

Les miels additionnés ont inhibé les souches Staphylococcus aureus et Candida albicans, qui ont
été résistantes dans le cas des miels non additionnés et avec un pouvoir élevé comparant des autres
souches, cela peut étre expliquer de fait, les composés antibactériens présents dans I’HE de thym
interagissent en synergie avec le sucre de miel pour créer un environnement défavorable aux
bactéries, de la méme maniere que les composants du miel (sucres et composés antimicrobiens)
fonctionnent ensemble. Cela ouvre la voie a de nouvelles recherches pour comprendre ces

mécanismes.

Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli sont peu inhiber comparant au résultats de son
inhibition par I’HET ou les miels pure non additionnés, ce que signifie une action agoniste ou peut
étre due a une erreur de manipulation, lors d’utilisation des préparations n’ont pas été bien
homogénéisé ou les principes actifs ont été détruites lors de chauffage des préparations. Car
I’additionnement de 'HE de thym, faudrait donner une activité antibactérienne plus élevée que le
miel seul en raison de l'action synergique des composes actifs présents dans ces mélanges (Rossant,
2011).

» Les résultats obtenus concernant 1’étude in vitro (I’activité antimicrobienne) de nos

¢chantillons testés par la méthode des dilutions :

Les témoins positifs ont révelé une croissance, ce qui suggere que le milieu de culture
utilisé était enrichi en nutriments ainsi qu’en facteurs de croissance essentiels et les conditions
environnementales étaient favorables a la multiplication de ces micro-organismes (absence d’un

agent inhibiteur).

Les résultats de I'incubation des suspensions microbiennes dans des milieux de cultures en
présence de I'huile essentielle de thym pendant des périodes de 24 heures et 48 heures indiquent
gu'aucune croissance bactérienne ou fongique n'a été observée dans les échantillons. Cela suggere

que I'huile essentielle de thym a un effet inhibiteur sur la croissance de ces micro-organismes.
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Les résultats des tableaux 15, 16, 17, 18 nous permettent d'évaluer l'effet des différentes
concentrations (75%, 50%, 25% et 10%) de miel et de miel additionné a I'huile de thym sur la

croissance des souches microbiennes (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans).

En ce qui concerne la concentration de 10 % miel, nous observons une similitude des
résultats obtenus parmi les quatre souches étudiées. Les trois échantillons (MTF, MSS, MT) ont
manifesté une croissance bactérienne positive aprés 24 heures d’incubation, suggérant ainsi que les

bactéries ont utilisé le miel comme source d’énergie et de carbone pour leur métabolisme.

Pour la concentration 25 % nous observons une similitude marquée dans les résultats entre
E. coli et S. aureus, notamment dans les échantillons testés sans ajout d’huile essentielle (MTF,
MSS, MT). Ces données indiquent une croissance bactérienne aprés 48 heures (absence d’une
croissance apres 24h) d’incubation, suggérant le développement d’un mécanisme d’adaptation au

sein de ces souches.

Il convient de noter deux exceptions notables dans ces résultats. Tout d’abord, P. aeruginosa,
considérée comme la souche la plus sensible, n’affiche aucun développement microbien dans tous
les échantillons testés lors des périodes d’incubation de 24 et 48 heures. Ensuite, la souche C.
albicans, considérée comme la plus résistante, présente déja une prolifération bactérienne
significative dans I’échantillon (MSS) aprés seulement 24 heures, confirmant ainsi sa forte

résistance aux conditions du milieu.

Les 04 souches ont présenté une sensibilité similaire aux concentrations les plus élevées
(75%, 50%) des miels (MTF, MT, MSS).

Il convient de noter que pour toutes les concentrations (75%, 50%, 25% et 10%), lorsque les
miels étaient associés a de 1’huile essentielle de thym (MTF+ HE, MSS+ HE), les résultats sont
demeurés négatifs méme apres 48 heures d’incubation. Cette observation indique 1’absence de
développement microbien. En 25% et 10% I’inhibition est due a la présence d’huile essentielle de

thym alors qu’en 75% et 50% I’inhibition est due au miel et a I’huile essentielle.

Ces derniers résultats, montre que 1’activité antimicrobienne d’huile essentielle de thym est

supérieure a celle du miel.
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Nous formulons plusieurs hypotheses pour expliquer ces résultats, notamment la possibilité
que la présence de miel et d’huile essentielle ait exercé une influence. Divers facteurs contenus dans
le miel, tels que son acidite, son taux éleve de glucides engendrant un effet osmotique, ainsi que la
présence de composes bactériostatiques et bactéricides comme le peroxyde d’hydrogéne, les
polyphénols, les acides phénoliques, les flavonoides, les antioxydants, le lysozyme, entre autres,
pourraient contribuer a cette activité. De plus, I’huile essentielle de thym, riche en thymol, pourrait

également jouer un role en tant qu’agent antimicrobien.

» Pour étude in vitro (activité cicatrisante) tout au long de 1'expérience, nous avons suivi

I'évolution des diametres des bruleurs des groupes traités et témoins :

Les résultats obtenus (Tableau 19, 20 et la Figures 14) montrent que 1’évolution du processus
cicatriciel des brllures observées apreés les périodes de 3éme jour du traitement clairement indique
que les diameétres des brllures sont potentialisés dans le lots traité avec le miel semi-synthétiques

additionnés a I’HET, puis le miel de thym, et miel de toutes fleurs additionnés a I’huile de thym.

La souris traitée avec MT et de MSS+HET présentent une amélioration remarquable par
rapport a témoins et a celui de toutes fleurs, elle est attribuable suite a 1’action inductrice de la
cicatrisation et 1’effet antibactérien du miel de thym et a la synergie de I’huile essentielle de thym

avec les miels.

En présence du Thymol qui est un, agent cicatrisant et antibactériens de référence (David, 2019) et
avec ’effet pansement naturel, du miel qui forment une barriere protectrice et ¢a forte teneur en
sucre, ce qui lui confére des propriétés hygroscopiques. Cela signifie qu'il peut absorber et retenir
I'humidité de la plaie, permettant ainsi un environnement humide optimal pour la cicatrisation
(Efem, 1988). Ce qui favorise la migration des cellules de la peau, la formation de nouveaux tissus
et la réduction de la formation de croltes (Couquet et al., 2013). Cela augmente I'effet cicatrisant
et antibactérien a la fois, permettant d’éviter les infections cutanées et offre une cicatrisation rapide

et efficace.

La préparation MTF+HET, ne présente pas une cicatrisation plus rapide que celle de témoins
et méme il y avait formation d’une crotte sur la zone brulée, contrairement aux autres miels. Nous
pourrons le justifier par la non homogenéité de notre préparation lors de 1’application, ou méme

apres 1’application de la solution, les deux éléments se sont separe.
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L’objectif de notre travail était d’étudier I’effet cicatrisant et antimicrobien de miel de thym,
miel toutes fleurs, miel semi-synthétique et ces miels additionnés a 1’huile essentielle, ainsi que

I’huile essentielle de thym et comparé les résultats.

D’abord, nous avons élaboré les préparations des miels additionnées d’huile essenticlle de thym

« Thymus vulgaris ».

Puis, en premier lieu, nous avons effectué une étude in vivo afin de tester la capacité des
miels et miels additionnés et huiles essentielles de thym a inhiber la croissance de certaines souches
bactériennes de référence Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
candida albicans. Qui causent des infections cutanées. Sur un milieu gélosé, par la mesure des
diamétres des zones d’inhibions et définir la souche la plus sensible. Ainsi dans un milieu liquide,

afin de déterminer la dilution inhibitrice de nos différents échantillons vis-a-vis les souches testées.

Les résultats obtenus montrent que : Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, sont sensibles au
miels et en particulier au miel de thym. Cependant que, toutes les souches sont sensibles a 1’huile

essentielle de thym ainsi que d’une maniére remarquable aux miels additionnées.

Toutes les souches ont présenté une sensibilité similaire aux concentrations les plus élevées
seulement dans le cas des miels pures (75%, 50%), lorsque les miels étaient associés a de I’huile
essentielle de thym, les souches été sensibles dans toutes les concentrations (75%, 50%, 25% et
10%),

En deuxiéme partie, étude in vitro, un protocole d'induction de brulure est effectué, les souris
sont traitées avec les miel de thym et les préparations des miels. Nous avons constaté que les miels

additionnés amélioraient nettement la cinétique et la qualité de cicatrisation chez les souris brulées.

Suite aux résultats obtenus nous pouvons dire que nos objectifs ont été atteints et que nous
avons réussi a formuler des préparations cicatrisantes et antibactériennes a base des miels
additionnées a I’huile essentielle de thym, ainsi, qu’a définir la dilution inhibitrice des miels pure et

miels additionnés.
Il serait intéressant a I'avenir d'envisager des études plus approfondies notamment :
> Elaborer la synergie sous forme d’une créme ou d’émulsion afin d’éviter les problémes

d’homogénéité.
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» Optimiser davantage d’autres synergies.

» Déterminer la concentration inhibitrice minimale.
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Annexes
Annexe 1
Types de nom de chaque milieu et son caractérisation
milieux

Géloses

Gélose Mueller-Hinton (MH) : Le Comité de I'Antibiogramme de la Société
Francaise de Microbiologie recommande I'utilisation de cette gélose pour tester la

sensibilité des bactéries aux antibiotiques.

Gélose Sabouraud : Ce milieu selectif est utilisé pour cultiver et isoler les
dermatophytes, les levures et divers autres champignons pathogénes et non

pathogeénes.

Dans notre étude, les géloses ont été utilisées pour évaluer la sensibilité des bactéries

et levure aux miels et aux huiles essentielles en milieu solide.

Bouillions

Bouillon Sabouraud : Ce milieu repose sur le méme principe que celui cite dans la

partie Gélose Sabouraud.

Bouillon Tryptone Soja (TSB) : Est un milieu de croissance polyvalent et non
sélectif. 1l favorise la croissance d'un large éventail de bactéries Gram-négatives et

Gram-positives non exigeantes, ainsi que de nombreuses levures et moisissures.

Ces bouillons ont été utilisés pour déterminer les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) par la méthode de dilution en milieu liquide par incorporation

directe de I'nuile essentielle de thym, des miels et des miels additionnés aux milieux

Autres

milieux

Diftférents milieux en tubes ont été utilisés pour les tests biochimiques, tels que le TSI,

le citrate de Simmons, le mannitol mobilité, le MEVAG et le BHIB

Tableau 16: Milieux utilisés dans la partie méthodes
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| Wikibis. 2010).

Sucre en Cuivre en Sucre en Cuivre en Sucre en Cuivre en

mg mg mg mg mg mg

10 20,6 40 77,7 70 129,2
11 22,6 41 79,5 71 130,8
12 24,6 42 81,2 72 132,4
13 26,5 43 83,0 73 134,0
14 28,5 44 84,8 74 135,6
15 30,5 45 86,5 75 137,2
16 32,5 46 88,3 76 138,9
17 34,5 47 90,1 77 140,5
18 36,4 48 91,9 78 1425
19 38,4 49 93,6 79 143,7
20 40,4 50 95,4 80 145,3
21 42,3 51 97,1 81 146,9
22 44,2 52 98,8 82 148,5
23 46,1 53 100,6 83 150,0
24 48,0 54 102,5 84 151,6
25 49,8 55 104,0 85 153,2
26 51,7 56 105,7 86 154,8
27 53,6 57 107,4 87 156,4
28 55,5 58 109,2 88 157,9
29 57,4 59 110,9 89 159,5
30 59,3 60 112,6 90 161,1
31 61,1 61 114,3 91 162,6
32 63,0 62 115,9 92 164,2
88 64,8 63 117,6 93 165,7
34 66,7 64 119,2 94 167,3
35 68,5 65 120,9 95 168,8
36 70,3 66 122,6 96 170,3
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37 72,2 67 124,2

38 74,0 68 125,9

39 75,0 69 127.5
Annexe 3

1. Préparation des milieux de culture

1.1. Composition des milieux de culture

Annexes

97 171,9
98 173,4
99 175,0
100 176,5

Tableau 2 : composition des milieux de cultures utilisés (milieu gélose MH, gélose Sabouraud,
bouillon TSB, bouillon Sabouraud)

Milieu MH
Composition g/L
Hydrolysats acides de caséine (peptone) 175¢g
L’infusion de viande de beeuf déshydratée 300g/L
Amidon de Mais 159
L’agar-agar 1,79
Ca2+ 20 a 25 mg/L
Mg2+ 104 12,5 mg/L
Eau distillee 1000mL
Milieu TSB
FORMULE
Tryptone 179
Peptone de farine de soja 39
Chlorure de sodium 5¢
Glucose 2,50
Phosphate di potassique (anhydre) 2,59
Eau distillée 1000mL
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Milieu Sabouraud gélose

FORMULE
Peptone mycologique 109
Glucose 209
Agar 209
Eau distillée 1000mL
Milieu Sabouraud bouillon
FORMULE
Peptone mycologique 109
Glucose 20 ¢
Eau distillee 1000mL

Tableau 3 : pH de chaque milieu préparé

Milieu de culture pH Intervalle d’erreur
Gélose MH 7,3 10,1
Gélose Sabouraud 6,5
Bouillon TSB 7,3 +0,1
Bouillon Sabouraud 6,5

Tableau 4 : Temps et température de stérilisation de chaque milieu

Les milieux de culture Temps de stérilisation | Température de stérilisation
Gélose MH 30 min 120 °C
Gélose Sabouraud 20 min 115°C
TSB 15 min 120 °C
Bouillon Sabouraud 15 min 120°C
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Annexe 4

2.1. Caractérisation des souches

1.1.1’étude macroscopique

Table 1 : Repiquages des souches

Souches ensemencées Résultats Lecture

Colonies blanches,

E. coli arrondies, lisses, a bord
réguliers.
S. aureus Colonies opaques, rondes,

lisses, a bord réguliers

P. aeruginosa Colonies jaunes, vertes,

lisses, a bord réguliers

Colonies blanches

C. albicans crémeuses, rondes
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1.2.Etude microscopique

> Etat frais

Table 2: observation de 1’état frais des souches sous le microscope

Annexes

Souches ensemencés Résultats
E. coli A ) o )
Forme de batonnet, mobiles, se trouvent isolées ou en chainettes
Forme de Cocci, immobile, disposées en grappes irréguliéres
S. aureus

(grappes de raisin)

P. aeruginosa

Bacille (batonnet), mobile, se trouvent isolées

C. albicans

- Unicellulaire, sphérique, isolées.

Pseudo-mycelienne, forment des filaments ou de chaines de

cellules
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> Etat fixé : Coloration de Gram

Annexes

Table 3 : observation de 1’état fixé des souches sous le microscope

Souches ) Lecture
) Résultats
ensemences
. loration en rose : gram négativ:
E coli Coloration en rose : gram négative
S. aureus Coloration en violet : gram positive
P
p & Coloration en rose : gram négative
aeruginosa |
Qg yi N \) (s s e
S 7 \,_ /7 k\ Al
_/_ ! P
1.3.Etude biochimique

> Test de la catalase

Table 4 :test de la catalase

Souches ensemenceés Résultats Interprétation
E. coli Apparition de bulles de gaz Catalase +
S. aureus Apparition de bulles de gaz Catalase +
P. aeruginosa Apparition de bulles de gaz Catalase +
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» Test de I’oxydase

Table 11: test de I’oxydase

Annexes

Souches ensemencés Résultats Interprétation
E. coli Couleur inchangée dans 10 a 30 secondes. Oxydase -
S. aureus Couleur inchangée dans 10 a 30 secondes. Oxydase -
P. aeruginosa Apparition de couleur violette en 10 a Oxydase +

30secondes.

» Tests biochimiques

Tableau 6: Tests biochimiques
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Milieu

Résultat

Citrate de

Simmons

E. coli : Absence de croissance : pas de
changement de couleur : Citrate de Simmons (-).
P. aeruginosa : Virage de la couleur verte en bleu :
Citrate de Simmons (+).

S. aureus : Absence de croissance : pas de
changement de couleur : Citrate de Simmons (-).
C. albicans : Absence de croissance : pas de

changement de couleur : Citrate de Simmons (-).

Mannitol
mobilité

E. coli : virage au jaune et diffusion sur gélose,
alors elle est mannitol+ et mobile

P, aeruginosa : pas de changement de couleur,
diffusion sur gélose ; Alors elle est mannitol- et
mobile.

S. aureus : virage au jaune, et absence de diffusion,
alors elle est mannitol+ et immobile

C. albicans: pas de changement de couleur,
diffusion sur gélose ; Alors elle est mannitol- et
mobile.

TSI

King A,
King B

E. coli : virage au jaune du culot, Virage au jaune du
la pente, Décollement de la gélose.

[Glu (+), Lac (+), Sacch (+), H2S (-), Gaz (+)]

S. aureus : virage au jaune du culot, Virage au jaune
du la pente.

[Glu (+), Lac (+), Sacch (+), H2S (-), Gaz (-)]

P. aeruginosa : pas de changement

[Glu (-), Lac (-), Sacch (-), H2S (-), Gaz (-)]

C. albicans : : virage au jaune du culot, Virage au
jaune du la pente.

[Glu (+), Lac (+), Sacch (+), H2S (-), Gaz (-)]

Sur le Milieu King A : Observation d’une culture
bleue mettant en évidence la production de
pyocyanine.

Sur le Milieu King B : Observation d’une culture
jaune-vert mettant en évidence la production de
pyoverdine.
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Résumé

Malgré I’existence des divers produits pour traiter les bralures et lutter contre les infections qui
peuvent s’engendrer comme complication, l'utilisation de remédes naturels reste une option
thérapeutique intéressante pour diverses raisons. Le miel et les huiles essentielles figurent parmi les
produits les plus courants et les plus appréciés.

Le miel est utilisé a des fins thérapeutiques depuis des millénaires ; il est réputé pour ses
propriétés cicatrisantes et antimicrobienne, il peut favoriser la guérison des bralures et minimiser
I’utilisation des antibiotiques. Tout comme le miel, I'nuile essentielle de thym est connue pour ses
propriétés medicinales ; elle est largement utilisée dans la médecine traditionnelle.

Sur la base d'un effet synergique recherché dans la thérapie entre le miel et I'huile essentielle de
thym, nous avons développé notre projet en nous concentrant sur I'étude de I'effet curatif du miel
de thym, du miel toutes fleurs et du miel semi-synthétique mélangés a I'huile essentielle de thym
pour le traitement des brilures induites chez les souris. L'expérimentation in vitro se base sur 1’étude
de l'effet antimicrobienne des miels utilisés, des miels additionnés et d’huile de thym sur des
souches microbienne (Staphylococcus aureus; Pseudomonas aeruginosa ; Escherichia coli;
candida albicans) a montré un effet antimicrobien significatif. Elles ont été testées sur des souris et
comparées a un témoin négatif dont la cicatrisation s'est faite naturellement.

Les résultats de ce travail ont été concluants, que les miels additionnés a I’huile essentielle de
thym entrainent une meilleure activité antimicrobienne comparant d’autres miels. Ainsi que, le miel
de thym et le miel semi-synthétique additionnés a I’huile essentielles de thym ont montré leurs
efficacités dans la cicatrisation.

Mots clés : miels, huile essentielles de Thym, brulures, effets antimicrobiens, effet thérapeutique, effet
cicatrisant, cicatrisation.

Abstract

Despite the existence of various products to treat burns and combat the infections that can
arise as a complication, the use of natural remedies remains an interesting therapeutic option for a
variety of reasons. Honey and essential oils are among the most common and popular products.

Honey has been used therapeutically for thousands of years; it is renowned for its healing
and antimicrobial properties, and can help burns heal and minimize the use of antibiotics. Like
honey, thyme essential oil is known for its medicinal properties and is widely used in traditional
medicine.

Based on the synergistic effect sought in therapy between honey and thyme essential oil, we
developed our project by focusing on studying the curative effect of thyme honey, all-flower honey
and semi-synthetic honey mixed with thyme essential oil for the treatment of induced burns in mice.
In vitro experimentation based on the study of the antimicrobial effect of the honeys used, the added
honeys and thyme oil on microbial strains (Staphylococcus aureus; Pseudomonas aeruginosa;
Escherichia coli; candida albicans) showed a significant antimicrobial effect. They were tested on
mice and compared with a negative control, which healed naturally.

The results of this work were conclusive, with honeys added to thyme essential oil showing
better antimicrobial activity than other honeys. Thyme honey and semi-synthetic honey added to
thyme essential oil showed their effectiveness in wound healing.

Key words: honey, Thyme essential oil, burns, antimicrobial effects, therapeutic effect,
healing effect, wound healing.



